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1 Einleitung

1.1 ATP-Synthasen

ATP-Synthasen besitzen eine Schlüsselrolle im Energiehaushalt aller Zellen. Dieser große, mem-

branständige Proteinkomplex (500000 Masse) ist eine reversibel arbeitende Maschine. Das Protein

nutzt eine durch oxidative Phosphorylierung (Atmung) oder Photosynthese entstehende elektro-

chemische Protonenpotentialdifferenz der biologischen Membran aus, um aus ADP und Phosphat

das energiespeichernde Molekül ATP zu synthetisieren. Im Energiezyklus der Zelle wird ATP hy-

drolysiert und die dabei freiwerdende Energie wird zur Biosynthese von Proteinen, der Muskelkon-

traktion oder Gehirnfunktion zur Verfügung gestellt. Ferner kann das Enzym beim umgekehrten

Prozeß zur ATP-Synthese, der Hydrolyse von ATP, Protonen wieder in die entgegengesetzte Rich-

tung pumpen [1,2].

Abhängig vom Zelltyp treten unterschiedliche ATPase-Formen auf, die mit dem ATP-Synthase-

Komplex, einer F-Typ-ATPase (F0F1), im Energiezyklus der Zellen wechselwirken [3]. ATP-

Synthasen sind in der Plasmamembran von Prokaryonten, in der inneren Mitochondrienmembran

von Tierzellen, in der Thylakoidmembran von Chloroplasten und in der mitochondrialen inneren

Membran von Pflanzen lokalisiert [4].

Die Energie zur Synthese von ATP aus ADP und Phosphat wird durch die elektochemische Proto-

nenpotentialdifferenz der Membran (proton motive force, ∆p) [5] oder einer Natrium-

Potentialdifferenz (∆pNa) [6], abhängig von der Spezies, erzeugt. Das elektrochemische Potential

ergibt sich aus der elektrischen Membrankomponente (∆ψ) und der pH-Differenz (∆pH) [7] (Gl.

1.1).

∆p = ∆Ψ −2.3∙RT∙∆pH / F R = Gaskonstante

= ∆µH+ / F F = Faradaykonstante

T = Temperatur

∆µH+ = transmembrane Potentialdifferenz (Gl. 1.1)
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1.2 Strukturelle Aufbau der ATP-Synthasen, Nukleotid-Bindungsstellen und Ihre Koopera-

tivität

ATP-Synthasen bestehen aus zwei Subkomplexen, einem membranständigen, protonen-

transportierenden F0-Teil und einem peripheren F1-Fragment, das 3 katalytische und 3 nicht-

katalytische Nukleotidbindungsstellen besitzt. Der bakterielle Enzymkomplex setzt sich aus 8 ver-

schiedenen Untereinheitentypen zusammen, fünf davon bilden den F1-Teil (α3, β3, γ, δ und ε) und 3

Untereinheiten den F0-Teil (a, b2, c9-12) [2,8]. Das Enzym aus Mitochondrien ist ähnlich aufgebaut,

nur etwas komplexer [9,10]. Elektronenmikroskopische Studien zeigen, daß beide Komplexe durch

einen circa 45 Å langen Stiel, bestehend aus 2 parallelen Strukturen miteinander verbunden sind

(E.coli [11], Chloroplasten [12] und Mitochondrien [13]). Im Enzym aus Escherichia coli wird der

zentrale Stiel von der γ- und ε-Untereinheit gebildet, wo-

bei der periphere Stiel sich aus der δ- und b-Untereinheit

zusammensetzt [14](Abb.1).

Die Strukturen der isolierten ε-Untereinheit [15,16] und

eines Fragments der δ-Untereinheit [17] aus E. coli wur-

den ermittelt. Das helikale b-Untereinheiten-Dimer ver-

bindet die a-Untereinheit des F0-Teils mit der δ-

Untereinheit (äquivalent zur Rinder-OSCP-Untereinheit

[18]) und mit einer α-Untereinheit des F1-Teils der ATP-

Synthase [19-21]. Der Ring aus c-Untereinheiten ist mit

der a-Untereinheit in Kontakt [22]. Weiterhin ist der c-

Ring mit der γ-Untereinheit direkt verbunden [23] und

indirekt durch den beidseitigen Kontakt mit der ε-

[

n

D

u

A

a

W

Abbildung 1: Struktur der ATP-

Synthase aus E. coli nach Wang und

Oster [37]
2

Untereinheit [24] (äquivalent zur Rinder-δ-Untereinheit

18]). Die präzise Lokalisation und Funktion dieser Untereinheiten in ATP-Synthasen ist jedoch

och nicht vollständig aufgeklärt.

ie nahezu kugelförmige F1-Domäne kann von der Membran abgelöst und in wässriger Lösung

ntersucht werden. Die isolierte F1-Domäne wird F1-ATPase genannt und ist nur zur Hydrolyse von

TP in der Lage [25]. Die α- und β-Untereinheiten sind homolog, beide können Nukleotide binden,

ber nur die β-Untereinheiten besitzen katalytische Aktivität. Es existieren nach dem Bindungs-

echsel-Mechanismus von Paul Boyer [26] im Reaktionszyklus drei aktive Nukleotidbindungsta-
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schen der β-Untereinheiten, wobei jede einzelne zyklusartig 3 verschiedene Zustände „open“, „loo-

se“ und „tight“ durchläuft (Abb.2).

Dies entspricht einer leeren Bindungstasche, einem Zustand mit gebundenen ADP und Phosphat

und einem Zustand mit locker gebundenen ATP, wobei zu jedem gegebenen Zeitpunkt jede Bin-

dungstasche in einem anderen Zustand vorliegt. Es existiert eine funktionelle Kooperation unterein-

ander, d.h. die lockere Bindung von ADP und Phos-

phat an einer Bindungsstasche koppelt den Auslaß

von ATP an der zweiten Bindungstasche. Boyer

schlägt vor, daß die Reaktionen im F1- und F0-Teil

der ATP-Synthase durch eine gemeinsame Achse

miteinander gekoppelt werden. Der Protonenfluß

durch den F0-Teil läßt eine Achse rotieren, die dar-

aufhin Konformationsänderungen in der F1-

Untereinheit, erkennbar auch anhand der unter-

schiedlichen Nukleotidbindungsaffinitäten, hervor-

ruft. Die ATP-Hydrolyse jedoch bewirkt die Rotation

des Schafts und den Fluß der Protonen in die entge-

gengesetzte Richtung.

Fünf Jahre nach dieser Hypothese von Paul Boyer

wurde die Kristallstruktur eines großen Teils der

Rinderherz-F1ATPase aus Mitochondrien von John

Walker‘s Gruppe gelöst [27]. Nicht aufgelöst wurden

die δ- und ε-Untereinheit und ein Teil der γ-Untereinheit (

γ-Untereinheit zeigt sich eine Asymmetrie des Enzyms, die

Boyer unterstützt und vermuten läßt, daß das Enzym unter

mus arbeitet. In der atomaren Kristallstruktur der F1-ATP

ternierend um die einzelne γ-Untereinheit, die aus zwei ver

angeordnet. Bei der ATP-Synthese und bei dem dazu umge

die katalytischen Bindungsstellen in den β-Untereinheiten 

Untereinheiten lokalisiert. In der kristallinen, inhibierten F

tischen Bindungstaschen leer, eine mit ADP und Pho

hydrolisierbaren AMP-PNP, einem ATP-Analogon, besetz

A

d

B

A

m

h

bbildung 2: Schematische Abbildung

es Bindungswechsel-Mechanismus nach

oyer [1]

ngewendet für die F1-ATPase aus E. coli

it der 20 kDa Untereinheit δ (ε-Unterein-

eit bei Micrococcus luteus)
Abb.1). Durch die Existenz der zentralen

 den vorgeschlagenen Mechanismus von

 Einbeziehung eines Rotationsmechanis-

ase sind die α- und β-Untereinheiten al-

drillten, antiparallelen α-Helices besteht,

kehrten Prozeß, der ATP-Hydrolyse sind

an der Kontaktfläche zwischen den α/β-

orm des Enzyms ist eine der drei kataly-

sphat und die dritte mit dem nicht-

t. Obwohl die Struktur nur eine einzelne
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statische Situation des inhibierten Enzyms darstellt, ist dies vermutlich ein Schnappschuß innerhalb

des Rotationsmechanismus während der Katalyse und liefert wichtige Informationen auf atomarer

Ebene.

Die Kontaktstellen zwischen der zentralen γ-Untereinheit und der β-Untereinheiten sind wichtige

Faktoren bei der Entwicklung des Rotationsmodells. Die β-Untereinheiten sind aus 3 verschiedenen

Domänenstrukturen aufgebaut [28,29]. Ihre NH2-terminale Domäne besteht aus β-Faltblättern, die

das α3β3-Hexamer zusammenhalten, wobei die Nukleotid-Bindungsstellen zwischen den beiden

anderen Domänen liegen. Die zentrale α-helicale γ-Untereinheit tritt mit der COOH-terminalen

Domäne der β-Untereinheit in Wechselwirkung. Bei der Rotation krümmt sich das Rückgrat der

γ-Untereinheit in der Weise, daß ein Open- oder Closed-Übergang der Bindungstasche der

β-Untereinheit entsteht, welche die Bindung der Substrate und den Auslaß des Produktes erleichtert.

1.2.1 Hinweis auf einen Rotationsmechanismus innerhalb der F1-ATPase

Chemische Crosslinking-Experimente zwischen der γ- und β-Untereinheiten [30,31] und spezielle

Fluoreszenztechniken [32] ergaben einen starken Hinweis auf die Rotation der γ-Untereinheit in-

nerhalb des α3β3-Hexamers. Endgültig akzeptiert wurde der postulierte Rotationsmechanismus

während der enzymatischen Katalyse im Jahre 1997, als Noji et al. [33,34,35] die Rotation auf di-

rektem Wege zeigen konnte (Abb.3).

Abbildung 3: Experimentelles System zur Beobachtung der Rotation der

γγγγ-Untereinheit (a) und der εεεε-Untereinheit (b) innerhalb der F1-ATPase

Dazu banden sie an der γ-Untereinheit der F1ATPase, deren β-Untereinheiten auf einer nickelbe-

schichteten Oberfläche fixiert wurden, ein fluoreszierend markiertes Aktinfilament. Die Rotation

des 1-3 µm langen Aktinfilaments bei Zugabe von Substrat, ATP, gegen den Uhrzeigersinn wurde
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mit einem Fluoreszenzmikroskop direkt nachgewiesen (Film). Die Rotationsrate betrug jedoch nur

1/5 der Rate des voll aktiven Enzyms, das mit der Länge des Aktinfilaments innerhalb des viskosen

Mediums und mit der Abwesenheit der δ- und ε-Untereinheit zusammenhängt. Die Rotation er-

folgte in 120°-Schritten. Die nur in eine Richtung stattfindende Rotation ist ein Hinweis auf eine

intrinsische Eigenschaft des F1-Teils und wird auf den Bindungs-Wechsel-Mechanismus zurückge-

führt.

Das mechanisch-chemische Verhalten des ATPase-Motors wurde von George Oster [36,37] model-

liert. Dabei wurden hydrodynamische, mechanische und strukturelle Eigenschaften berücksichtigt.

Diese Simulation stimmt mit den experimentellen Befunden von Noji überein und unterstützt die

Effektivität des Motors. Das vorgeschlagene Drehmoment beweist, daß der Motor mit fast 100 %-

iger Effizienz arbeitet. Oster‘s Modell schlägt vor, das die ATPase nicht wie ein Verbrennungsmo-

tor arbeitet, sondern daß die Energie der Nukleotidbindung in elastische Energie umwandelt wird.

Diese Energie, welche die Rotation der γ-Untereinheit bewirkt, ist innerhalb einer mechanischen

Feder gespeichert, die sich als Scharnier zwischen den beiden bewegenden Lappen der

β-Untereinheit befindet [37].

1.2.2 Der Protonentransport durch den F0-Teil der ATP-Synthasen induziert die Rotation

Die Struktur der cytosolischen F1-ATPase und der Grundmechanismus der ATP-Hydrolyse durch

die F1-ATPase wurde gut untersucht. Wie jedoch die Konformationsänderungen in den katalyti-

schen Bindungstaschen des F1-Teils durch den Protonentransport über den transmembranen F0-Teil

der ATP-Synthasen hervorgerufen werden, ist noch weitgehend ungelöst.

Für den F0-Teil der ATP-Synthasen existieren erst seit kurzem strukturelle Informationen. Crosslin-

king- und genetische Experimente [38,39], sowie evolutionäre Argumente [40] wurden so interpre-

tiert, daß 12 c-Untereinheiten pro F0-Teil der ATP-Synthase aus E. coli existieren. In Mitochondrien

aus Hefe [41] fand man jedoch nur 10-c-Untereinheiten pro F0-Teil, während die ATP-Synthase aus

Chloroplasten [42] 14 Untereinheiten aufwies. Man spricht in diesem Zusammenhang von 3 ver-

schiedenen Klassen - low, medium und high -gear. Durch biologische Studien und Mutationen in

Bakterien [43,44] wurde bekannt, daß beide Untereinheiten a und c funktionelle Gruppen besitzen,

die essentiell für den Protonentransport sind. Die Struktur eines c-Monomers von E.coli (NMR-

Analyse) zeigt, daß das Protein aus 2 α-Helices besteht, die durch eine außerhalb der Membran lie-

gende Schleife miteinander verbunden sind [45]. Die COOH-terminale α-Helices enthält eine kon-

servierte Aminosäure (Asp61 in E. coli), die essentiell für den Protonentransport ist [43]. In Model-
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len wird vorgeschlagen, daß die a- und b-Untereinheiten außerhalb eines multimeren Rings aus c-

Untereinheiten innerhalb der Membran liegen, wobei der Weg für den Protonentransport sich an der

Kontaktfläche zwischen den a- und c-Untereinheiten befindet [22,46-49]. Protonierung und Depro-

tonierung an dieser Kontaktfläche wird als Teil des Mechanismus für die Konformationsänderungen

im F1-Teil vorgeschlagen [50]. Möglicherweise erfolgt dies durch die Rotation des c-Unter-

einheiten-Rings [51,52], dessen Existenz durch die Kristallstruktur der ATP-Synthase nach D.

Stock [41] unterstützt wird (Abb.4).

Da die Bildung von jedem ATP die Rotation der γ-Untereinheit um 120° verlangt, muß eine Ver-

bindung zwischen der Anzahl der Protonen, die pro synthetisiertem ATP transportiert werden müs-

sen (3 oder 4 Protonen in verschiedenen Spezies [4,53]), und der Anzahl der c-Untereinheiten im

Ring bestehen. Die Rotation von γ um 120° könnte entweder mit 9 c-Untereinheiten im Ring und 3

transportierte Protonen oder mit 12 c-Untereinheiten und 4 transportierte Protonen in Einklang ge-

bracht werden [10]. Weiterhin ist ein peripheren „Stator“ notwendig, der das α3β3-Hexamer fixiert,

um die Rotation von γ im Inneren des Moleküls zu ver-

folgen [10]. Verschiedene Studien wie Rekonstitutions-

und Crosslinking-Experimente [54,55] weisen darauf hin,

daß die b-Untereinheiten von F0 ein Teil dieses Stators

sind.

Das Rotationsmodell von Wang und Oster [26,27]

schlägt die Untereinheiten a, b, δ, α, β als STATOR

(weiß) und die Untereinheiten c, γ, ε als ROTOR (grau)

vor. Durch die Protonenbewegung an der Kontaktfläche

zwischen a und dem c-Untereinheiten-Oligomer kommt

es zu einem Drehmoment, wobei Stator und Rotor sich in

entgegengesetzte Richtungen bewegen (Abb.4).

In verschiedenen Studien [33,36,51,56] wurde bestätigt,

daß die γ- und ε-Untereinheit (Abb.3) Teil des Rotors

sind. Nun konnte mit Hilfe der selben Methode, wie bei
Abbildung 4: Schematischer Aufbau

der ATP-Synthase aus E. coli [50]

Untereinheiten, die in weiß dargestellt

sind, werden durch die Membran fixiert,

diejenigen in grau rotieren während der

Katalyse als Einheit um die fixierten Un-

tereinheiten
6

der Rotation der γ-Untereinheit, ein fluoreszierendes

Aktinfilament, gebunden an einer c-Untereinheit, die mechanische Rotation des c-Untereinheiten-

Oligomers in ATP-Synthase bei Zugabe von ATP direkt nachgewiesen werden [57,58]. Damit stellt
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die mechanische Rotation der γ-Untereinheit und der c-Untereinheitenkomplex einen essenziellen

Schritt für die Energiekopplung zwischen dem Protonentransport durch den F0-Sektor und der

ATP-Hydrolyse bzw. ATP-Synthese im F1-Sektor dar.
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1.3 Stand der Vorarbeiten

1.3.1 Regulation der F1-ATPase und ATP-Synthase bei Micrococcus luteus

Die biologische Funktion der ATP-Synthasen, insbesondere die Kopplung der drei katalytischen

Zentren, ist von verschiedenen Umgebungsfaktoren wie der elektochemischen Protonenpotentialdif-

ferenz der Membran, der Temperatur, der Nukleotidkonzentration und der Dissoziation von Inhibi-

torproteinen abhängig.

In früheren Arbeiten der Membranstrukturgruppe, Mainz, wurde gezeigt, daß bei Micrococcus lu-

teus die δ-Untereinheit als Inhibitor der F1-ATPase und ATP-Synthase reagiert [59-62]. Im Falle

der ATP-Synthasen aus E. coli und Chloroplasten ist jedoch die ε-Untereinheit von F1 ein Inhibitor

für die ATPase-Aktivität [63,64]. Weiterhin wurde eine funktionelle Homologie zwischen der

δ-Untereinheit aus Micrococcus luteus und den ε-Untereinheiten aus Chloroplasten- und E.coli-F1-

ATPase als Inhibitor der ATPase-Aktivität in ATP-

Synthasen festgestellt [59], die anschließend durch

Sequenzierung und Kreuzrekonstitution bestätigt wur-

de [65].

Im Falle der von der Membran ablösbaren F1ATPase

existiert das Protein in wenigstens fünf verschiedenen

enzymatischen und strukturellen Zuständen, die zum

einen abhängig von der Temperatur, reversibel und

irreversibel, aber auch abhängig von der Dissoziation

des Inhibitorproteins sind [59,60].

Die Kinetik, die Aktivierungsenergien und Entropien

der F1-ATPase wurde in früheren Arbeiten am Institut

für Biochemie untersucht [60,66]. Es zeigte sich bei

zeitaufgelösten Studien mit diesem Enzym eine ex-

trem hohe Aktivierungsenergie von 205 kJ/mol für die

Hydrolyse von CaATP bei einer der Tieftemperaturformen d

halten kann für zeitaufgelöste strukturelle Untersuchungen d

nutzt werden. Durch Kühlung wird die Zyklusdauer der F1-A

-

Abbildung 5: Zyklusdauer der F1-

ATPase aus Micrococcus luteus in Ab

hängigkeit von der Temperatur [60]
er kompletten F1ATPase. Dieses Ver-

es Reaktionszyklus des Enzyms ausge-

TPase um drei Größenordnungen von
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4 ms bei 37°C auf 20 s bei 13°C verlangsamt und liefert somit ein experimentell zugängliches Zeit-

fenster.

Im Falle der ATP-Synthase bewirkt die Bildung einer elektrochemischen Protonenpotentialdiffe-

renz über die Membran sowohl bei der Hydrolyse als auch bei der ATP-Synthesereaktion die Dis-

soziation des Inhibitorproteins (δ-Untereinheit bei Micrococcus luteus, ε-Untereinheit bei E .coli)

vom ATP-Synthase-Komplex [62,65].

Die biologische Funktion der ATP-Synthase und F1-ATPase, insbesondere die Kopplung der drei

katalytischen Zentren ist abhängig von der Nukleotidkonzentration. So erfolgt bei niedriger (unphy-

siologischer) Nukleotidkonzentration die Katalyse nur an einem Zentrum (Unisite-Katalyse). Wird

die Konzentration an Nukleotid erhöht, ändern sich die kinetischen Parameter um Größenordnun-

gen. Die Reaktion erfolgt dann an 2 oder 3 Zentren in kooperativer Weise (Multisite-Katalyse) [67].

Durch den Einsatz von Azid, einem reversiblen Inhibitor der funktionellen Kooperativität bei ATP-

Synthasen, wird der Zustand der Einzentren-Katalyse auch in Gegenwart hoher Enzym- und Sub-

stratkonzentrationen erreicht [68].

1.3.2 Synchronisation

Nach der Hypothese von Boyer („Bindungswechselmechanismus“)[26] durchläuft jedes der 3 ka-

talytischen Nukleotidbindungszentren der F1-ATPase oder ATP-Synthase nacheinander bestimmte

strukturelle Zustände im Laufe eines Reaktionszyklus (! bis "). Diese Zustände „tight“, „loose“

und „open“ mit unterschiedlicher Substratbindung sind in folgender Abbildung für ein einzelnes

katalytisches Zentrum dargestellt. Bei einer hohen Nukleodidkonzentration findet die enzymatische

Reaktion an allen 3 Zentren mit hoher Kooperativität untereinander statt (Multisite-Katalyse). Die

möglichen Zwischenzustände im Reaktionszyklus, die in Abbildung  als „?“ symbolisiert sind, sind

unbekannt. Durch zeitaufgelöste Strukturuntersuchungen kann die Strukturdynamik während eines

Reaktionszyklus untersucht werden.
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Abbildung 6:

a) ATP-Synthasen und F1-ATPasen durchlaufen nach dem von Boyer postulierten Bindungswechselmechanismus im

Reaktionszyklus sukzessive verschiedene Zustände

b) Die Analyse der Nukleotidreaktionen erfolgt durch zeitauflösende enzymatische Analyse, der Nachweis transienter

Strukturumwandlungen durch zeitaufgelöste Röntgenstreuung während der Reaktionszyklen. Als Startreaktion dient ein

Konzentrationssprung an ATP (Stopped -flow -Technik)[60].

Das Grundprinzip solcher Untersuchungen besteht in der Synchronisation einer makroskopischen

Probe durch ein Sprung-Ereignis. Im vorliegenden Fall wurde das System durch einen Konzentrati-

onssprung an Substrat durch schnelles Mischen mit Hilfe der Stopped-flow-Technik aktiviert. Da-

durch wird der größte Teil der Proteinpopulation in einer im Vergleich zur Dauer des Reaktionszy-

klus τ kurzen Zeit in den aktiven E-S-Komplex (Michaelis-Menten-Theorie) befördert. Das System

verhält sich dann für eine limitierte Zeit wie ein einzelnes Molekül. Die Probe wird synchronisiert

und zeigt die Zustandsdichteverteilungen Z1-Z6, die den einzelnen molekularen Konformationen !

bis " entsprechen.

Erste Versuche zur Strukturdynamik der F1-ATPase im Reaktionszyklus der enzymatischen Hy-

drolyse von CaATP wurden durch zeitaufgelöste Röntgenkleinwinkelstreuung am DESY, Hamburg
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durchgeführt. Hier wurde durch Kühlung der Probe ein experimentell zugängliches Zeitfenster ge-

schaffen. Bei einer Temperatur von 13°C war eine Expansion der F1-ATPase in der Mitte des Re-

aktionszyklus feststellbar [69]. Bedingt durch experimentelle Probleme und die beschränkte Quel-

lenstärke konnten jedoch damals keine weiteren Struktur- und Dynamikdetails aufgeklärt werden.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Strukturdynamik der ATP-Synthase und ihres F1-Fragmentes

aus dem Bakterium Micrococcus luteus im Reaktionszyklus untersucht werden. Nach Isolierung der

Enzyme erfolgte die Proteinstrukturanalyse mit Hilfe der Röntgenkleinwinkelstreuung. Die Cha-

rakterisierung des Reaktionzyklus fand durch zeitaufgelöste Röntgenkleinwinkelstreuung der Pro-

teine unter nativen nahezu physiologischen Bedingungen statt.

Ziel war es, einen Zusammenhang zwischen räumlichen Verschiebungen einzelner Domänen inner-

halb eines Enzymkomplexes und der biologischen Funktion und Regulation der ATP-Synthasen im

Laufe eines Reaktionszyklus herauszufinden.

Ferner wurde die Abhängigkeit der biologischen Funktion der ATP-Synthasen von der Temperatur

und von Inhibitoren untersucht. Durch den Vergleich der unterschiedlichen Verhaltensweisen dieser

Enzyme war die Analyse von Teilschritten des Reaktionszyklus sowie der Untereinheitenkopplung

möglich.
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2 Methoden

2.1 Enzympräparationen

2.1.1 Zucht von Micrococcus luteus ATTC 4698

Materialien und Reagenzien: 5 Standard I-Medium-Platten (2 % Agar)

Standard I Nährbouillon: 15 g Pepton

3 g Hefeextrakt

6 g NaCl

1 g D(+)-Glucose

Die Micrococcus luteus ATTC 4698 Stammkultur wurde von der Deutschen Sammlung für Mikro-

organismen in Braunschweig bezogen. Zur Stammhaltung wurden Glycerinkulturen (-20°C) ange-

legt.

Frisch gewachsene Kolonien von Micrococcus luteus wurden von Standard I-Agar-Platten auf sie-

ben 300 ml Standard I Nährmedium-Flüssigkulturen überimpft und 19 Stunden bei 30°C im Schüt-

telbad (230 UpM) inkubiert. Mit je 25 ml dieser 1.Vorkultur wurden dann sieben 1000 ml Schi-

kanekolben angeimpft und 23 Stunden im Schüttelbad (230 UpM) inkubiert. Diese 2. Vorkulturen

wurden am nächsten Tag auf 2 Fermenter (12 l und 15 l-Volumen; Standard I Nährmedium, je 1 ml

Entschäumer) überimpft. Unter starker Belüftung (1 bar) und Rühren (80 UpM) wurde die Kultur

für 24 Stunden bei 30°C bebrütet. Geerntet wurden insgesamt 400-500g Bakterien mit Hilfe einer

Durchflußzentrifuge (WKF) bei 14000 U/min, die im Anschluss bei -20°C in flachen Platten (0.5

cm Dicke) gelagert wurden [70].

2.1.2 Präparation der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus ATTC 4698

Die Präparation der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus erfolgte nach einer erweiterten Methode

von Dr. Zwicker [71] jedoch unter Anwendung auf präparativen Maßstab. Allen Puffern wurde 0.1

mM DFP zur Hemmung von Proteasen hinzugeführt.
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2.1.2.1 Präparation der Protoplasten-Membranfragmente

Material und Reagenzien:

Puffer I 50 mM Tris/HCl , pH=7.5

5 mM MgCl2

0.6 M Sucrose

Puffer II 50 mM Tris/HCl , pH=7.5

10 mM MgCl2

Puffer III 50 mM Tris/HCl , pH=7.5

50 mM MgCl2

10 % (v/v) Glycerin

230 g Bakterien wurden in 1000 ml Puffer I suspendiert und mit 0.5 g Lysozym 1 h im Eisbad ge-

rührt. Zur Kontrolle der Zellwandabbaus wurden 50 µl der Suspension in 3 ml Puffer I gegeben und

das Fortschreiten der Reaktion wurde über einen Zeitraum von 60 min durch Messen der Extinktion

bei 450 nm verfolgt. Die nun entstandenen Protoplasten wurden abzentrifugiert (30 min, 4°C,

52000 g), das Pellet in 1150 ml Puffer II resuspendiert, mit 50 mg DNAse I versetzt und 1 h unter

Eiskühlung gerührt. Die Suspension wurde 40 min bei 4°C und 52000 g zentrifugiert und das er-

haltene Pellet noch 3 mal mit Puffer III gewaschen. Nach jedem Waschgang wurde 30 min bei 4°C

und 48000 g zentrifugiert. Die Protoplastenmembranfragmente der letzten Zentrifugation wurden in

möglichst wenig Puffer III suspendiert und in 4.5 ml NUNC-Gefäße in flüssigen Stickstoff einge-

froren.

2.1.2.2 Vorextraktion der Membranen und Solubilisierung der ATP-Synthase

Material und Reagenzien:

Solubilisierungspuffer: 50 mM Tris/HCl , pH=7.5

0.3 M KCl

10 % (v/v) Glycerin

Dialysepuffer: 0.1 % (w/v) Triton X-100

50 mM Tris/HCl , pH=7.5

10 % (v/v) Glycerin
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Membranfragmente mit etwa 1200 mg Gesamtprotein wurden in 600 ml Solubilisierungspuffer sus-

pendiert und mit 1.845 mg CHAPS im Eisbad 40 min gerührt. Anschließend wurde die Suspension

90 min bei 4°C  und 150000 g zentrifugiert. Das Sediment und der Überstand wurde auf ein SDS-

Minigel aufgetragen und auf ATP-Synthase untersucht. Das Sediment wurde in 300 ml Solubilisie-

rungspuffer suspendiert und mit 6 g Triton X-100 für 4 h bei 4°C gerührt. Nach Detergenzbehand-

lung wurde erneut zentrifugiert ( 4°C, 150000 g, 90 min ) und der Überstand über Nacht gegen 9.5

Liter Dialysepuffer dialysiert.

2.1.2.3 HPLC-Reinigung der ATP-Synthase am Tentakel-Ionenaustauscher

Material und Reagenzien:

Puffer A: 50 mM Tris/Ac , pH=7.5

5 mM MgAc2

0.1 % (w/v) Triton X-100 (reduziert)

10 % (v/v) Glycerin

Puffer B: Puffer A mit 1.5 M NaAc

Dialysepuffer: Puffer A mit 0.1 % (w/v) Triton X-100

Puffer C: 50 mM Tris/Ac , pH=7.5

5 mM MgAc2

5 mM TDOC

10 % (v/v) Glycerin

300 ml des Solubilisats wurde über eine Probenschleife (Superloop, Pharmacia) auf eine Ionenaus-

tauschersäule mit DEAE-Fractogel 650(M)-Material (Pharmacia XK 50/30, iD = 50 mm, L=20 cm)

aufgetragen und mit einem Salzgradienten mit Puffer A und B bei einem Fluß von 9.99 ml/min

eluiert. Das entsprechende Gradientenprogramm wurde mit Hilfe einer Merck-Hitachi L6200 Nie-

derdruck-Gradienten-HPLC-Pumpe gesteuert. Die Chromatographie wurde bei 4-6°C durchgeführt,

zur Detektion (280 nm) stand ein UV-Detektor (Knauer) und als Fraktionssammler ein Gerät der

Firma ISCO zur Verfügung. Die nach elektrophoretischer Untersuchung (Glycin-SDS-

Minigelsystem von Biorad) identifizierten ATP-Synthase enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt

und über Nacht gegen 3 Liter Puffer dialysiert. Der 2. Reinigungsschritt wurde analog zur 1. Ionen-

austauschchromatographie an einem Fraktogel-EMD-650(M)-DMAE-Tentakelaustauscher (Merck)

bei einem Fluß von 7 ml/min durchgeführt. Die ATP-Synthase enthaltenden Fraktionen (Mini-Gele)
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wurden vereinigt, mit einer Amicon-Zelle ultrafiltriert und auf ein Volumen von weniger als 2 ml

(10 mg Gesamtprotein) aufkonzentriert. Das Protein wurde in flüssigem Stickstoff in NUNC-

Gefäßen zwischengelagert und anschließend einer Gelpermeationschromatographie unterzogen. Die

Chromatographie wurde als FPLC mit Superose 6-prep-grade Material (Pharmacia XK 16/100)

durchgeführt und ermöglichte gleichzeitig einen Detergensaustausch. Die Elution erfolgte mit Puf-

fer C bei einem Fluß von 0.2 ml/min. Die ATP-Synthase-Fraktionen wurden vereinigt, durch Ultra-

filtration auf eine Konzentration von ca. 5 g/l eingestellt und in flüssigem Stickstoff in NUNC-

Gefäßen gelagert.

2.1.3 Biotechnologische Präparation der F1ATPase

Material und Reagenzien:

Puffer A 30 mM Tris/HCl pH=7.5

0.6 M Sucrose

5 mM MgCl2

Puffer B 30 mM Tris/HCl pH=7.5

5 mM MgCl2

Puffer C 30 mM Tris/HCl pH=7.5

Puffer D 1 mM Tris/HCl pH=7.5

0.5 mM EDTA-Na2

50% (w/w) PEG 6000 in 50 mM Tris/HCl pH=7.5, 5 mM MgCl2

Ammoniumsulfat

Chromatographiepuffer A 50 mM Tris/Ac , pH=7.5

5 mM MgAc2

Chromatographiepuffer B 50 mM Tris/Ac , pH=7.5

5 mM MgAc2

1.5 M NaAc2

Puffer E 100 mM Tris/HCl pH=8

10 % (v/v) Glycerin
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2.1.3.1 Abbau der Zellwand mit Lysozym, Lyse der Zellen durch osmotischen Schock, DNA-

se-Behandlung und Waschen der Protoplastenmembranen mit Mg-freiem Puffer

230 g Bakterien wurden in 1000 ml Puffer A suspendiert und mit 0.5 g Lysozym 1 h im Eisbad ge-

rührt. Zur Kontrolle der Zellwandabbaus wurden 50 µl der Suspension in 3 ml Puffer A gegeben

und das Fortschreiten der Reaktion wurde über einen Zeitraum von 60 min durch Messen der Ex-

tinktion bei 450 nm verfolgt. Die nun entstandenen Protoplasten wurden bei 52000 g 30 Minuten

zentrifugiert, das Pellet in 1150 ml Puffer B resuspendiert, mit 50 mg DNAse I versetzt und 1 h

unter Eiskühlung gerührt. Die Suspension wurde 45 min bei 4°C und 52000 g zentrifugiert und das

erhaltene Pellet noch 3 mal mit Puffer C gewaschen. Nach jedem Waschgang wurde 45 min bei 4°C

und 48000 g zentrifugiert. Zu den Pellets wurden je 5 ml Puffer D gegeben und darauf über Nacht

bei 4°C im Kühlschrank gelagert.

2.1.3.2 Extraktion der F1ATPase

Die Pellets wurden in 600 ml Extraktionspuffer D suspendiert und 1 h im Eisbad gerührt. Die Ultra-

zentrifugation fand bei 19000 UpM, 45 min. lang und bei 4°C statt. Der Überstand wurde in ein 500

ml Meßzylinder dekantiert und die Lösung durch Zugabe von 1 M Tris/HCl pH=7.5 und 1 M

MgCl2-Lösung auf 50 mM Tris/HCl pH=7.5, 5 mM MgCl2 gebracht. Dieser Vorgang wurde noch-

mals wiederholt (2. Extraktion) und beide Extrakte vereinigt.

2.1.3.3 Vorreinigung der F1ATPase durch fraktionierte Ammoniumsulfat-Fällungen

40 % Ammoniumsulfat-Fällung:

Das F1-Extrakt wurde in ein 2l-Becherglas mit Eiskühlung überführt und die Lösung mit einem

großem Edelstahl-Propellerrührer durchmischt. Insgesamt 243 g Ammoniumsulfat pro Liter An-

fangsvolumen wurde durch langsames Einstreuen während des Rührens im Eisbad innerhalb einer

halben Stunde hinzugegeben und noch 20 min weitergerührt. Die Fällung wurde noch 60-90 min im

Eisbad (0°C) gelagert und dann abzentrifugiert (13000 UpM, 45 min bei 4°C).

60 % Ammoniumsulfat-Fällung:

Der Überstand der 40 %-Ammoniumsufat-Fällung wurde nach der obrigen Vorgehensweise einer

60 %-igen Ammoniumsulfat-Fällung unterzogen. Dabei wurde insgesamt 120 g Ammoniumsulfat

pro Liter Anfangsvolumen verwendet. Die Fällung wurde bis zum nächsten Tag im Kühlschrank

gelagert.
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2.1.3.4 24% Polyethylenglykol(PEG)-Fällung und Delipidisierung der F1ATPase

Die nach der Zentrifugation (13000 UpM, 45 min bei 4°C) der 60%-igen Ammoniumsulfat-Fällung

entstandenen Pellets wurde mit 60 ml Chromatographiepuffer A gelöst. Die Proteinlösung wurde

darauf im Eisbad unter Rühren langsam mit einer 24%-igen PEG-Lösung versetzt und stand noch 5

min im Eisbad. Ausgefallene Verunreinigungen wurden durch Zentrifugation entfernt (30 min bei

21000 UpM).

2.1.3.5 HPLC-Reinigung der F1ATPase

Der Überstand der letzten Zentrifugation wurde mit der 4-fachen Menge an Chromatographiepuffer

A verdünnt. 500 ml Proteinlösung wurde entweder über eine Probenschleife (Superloop, Phar-

macia) oder direkt durch eine Büchi 681 Pumpe auf eine Ionenaustauschersäule mit DEAE-

Fractogel 650(M)-Material (Pharmacia XK 50/30, iD = 50 mm, L = 20 cm) aufgetragen und mit

einem Salzgradienten mit Chromatographiepuffer A und B bei einem Fluß von 9.99 ml/min eluiert.

Das entsprechende Gradientenprogramm wurde mit Hilfe einer Merck-Hitachi L6200 Niederdruck-

Gradienten-HPLC-Pumpe gesteuert. Die Chromatographie wurde bei 4-6°C durchgeführt, zur De-

tektion (280 nm) stand ein UV-Detektor der Firma Knauer und als Fraktionssammler ein Gerät der

Firma ISCO zur Verfügung. Die nach elektrophoretischer Untersuchung (Glycin-SDS-

Minigelsystem von Biorad) und Kontrolle der enzymatischen ATP-Hydrolyseaktivität identifizier-

ten F1ATPase enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt.

2.1.3.6 80%-ige Ammoniumsulfatfällung:

Die F1ATPase-Lösung wurde zur Entsalzung und Konzentrierung einer 80%-igen Ammoniumsul-

fat-Fällung nach obiger Vorgehensweise unterworfen. Dabei wurde 436 g Ammoniumsulfat pro

Liter Ausgangsvolumen verwendet. Die Fällung lagerte noch 2 h im Eisbad. Nach dessen Zentrifu-

gation (30 min, 21000 UpM, 4°C) wurde das Pellet mit sehr wenig Puffer E gelöst, dadurch auf eine

Endkonzentration von 8-13 g/l F1ATPase eingestellt und in flüssigem Stickstoff in NUNC-Gefäßen

gelagert.

2.2 ATP-Hydrolyseaktivität

Reagenzien: 0.1 M Tris/HCl, pH=8

0.1 M CaATP [5:1] im Fall von F1ATPase

0.1 M MgATP [1:1] im Fall von ATP-Synthase
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Die Hydrolyse von ATP mittels ATP-Synthase und F1ATPase wurde durch den Nachweis von frei-

gesetztem Phosphat nach Fiske und Subbarow [72] bestimmt. Das bei der Hydrolyse von ATP frei-

werdendes Phoshat reagiert dabei mit Molybdat und Ascorbinsäure zu einem blauen Farbkomplex,

dessen Extinktion bei 578 nm der Phosphatkonzentration proportional ist. Die Messungen wurden

an einem kontinuierlich arbeitenden Durchflußphotometer nach Arnold [73] durchgeführt. 1-10 µg

Enzym wurde 5 min in 5 ml Puffer bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 50 µl 0.1 M CaATP

(F1ATPase) bzw. MgATP (ATP-Synthase) wurde die Hydrolyse gestartet. Die in einem Zeitinter-

vall von 5 min freigesetzte Phospatmenge wurde aus der Steigung der mit einem Y/t -Schreiber

protokollierten Extinktion abgeleitet. Als Maß für die spezifische enzymatische Aktivität [U] wurde

die freigesetzte Menge an Phosphat [µmol] pro Minute und Milligramm Enzym festgelegt. Bei die-

ser Methode liegt der Meßfehler einer Einzelmessung bei 5-10 % der spezifischen enzymatischen

Aktivität [U]. Die Aktivität eines Enzympräparates wurde in der Regel durch wiederholtes Messen

überprüft (Fehler: 5 %).

2.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde mittels BCA-Test nach der Methode von Smith et al.[72] durchge-

führt. Dabei wurde als Kalibrierungsstandard Rinderserumalbumin (BSA) verwendet. Die Konzen-

tration an Bakteriorhodopsin wurde spektroskopisch bestimmt. Der Extinktionskoeffizient bei 540

nm beträgt 58000 M-1 cm-1 [75].

2.4 Glycin-SDS-Gelelektophorese

Zur Reinheitskontrolle und Untereinheitenanalyse wurden Flachgel-Elektophoresen unter denatu-

rierten Bedingungen nach Lämmli [76] mit Hilfe eines Mini-Gelsystems von Biorad durchgeführt.

Die Gele (9×7 cm) setzten sich zusammen aus einem Trenngel (12 %-Polyacrylamid) und einem

Sammelgel (4 %-Polyacrylamid). Gefärbt wurden die Gele in Coomassieblau (Serva Blue G in

Methanol/ Eisessig/ Wasser-Gemisch) und anschließend in 25 %-igen Methanol und 10 %-iger Es-

sigsäurelösung entfärbt.

2.5 Präparation von Liposomen

2.5.1 Präparation von small unilamellar vesicles (SUV)

Material und Reagenzien:

Sojabohnenlipid (SBL)
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Rekonstitutionspuffer: 20 mM Tris/HCl, pH= 7.9

50 mM KCl

0.2 mM EDTA

Zur Ko-Rekonstitution der Proteine wurden kleine unilamellare Vesikel (SUV ≤ 120 nm) durch

Ultraschallbehandlung hergestellt. Es wurden 50 mg SBL in 2 ml Rekonstitutionspuffer suspendiert

und im Eisbad für 30 min unter N2-Begasung beschallt (B12-Ultraschallgerät, Bransonic, Connecti-

cut, USA). Die Schallleistung des Stab-Beschallgerätes betrug 70 W. Titansplitter, die sich vom

Schallkopf ablösten, wurden durch eine fünfminütige Zentrifugation bei 12000 g (Eppendorf 5412)

abgetrennt. Die Größe der Vesikel wurde durch Laserautokorrelationsspektroskopie (dynamische

Lichtstreuung) mit einem Nanosizer (Coulter-Electronics, Krefeld) gemessen. Die relative Breite

der Größenverteilung der Vesikel wurde durch einen Polydispersitätsindex (0-9) angegeben. Die

Temperatur, die Viskosität und der Brechungsindex der Lösung wurden über einen Normierungs-

faktor berücksichtigt.

2.5.2 Präparation von Koeinbauliposomen

Die Ko-Rekonstitution von monomeren Bakteriorhodopsin (mBR) mit ATP-Synthase erfolgte nach

der Methode der Detergenzinkubation vorgeformter Liposomen [77,78]. Dabei wurden kleine uni-

lamellare Vesikel (SUV) mit TDOC-haltiger Proteinlösung in Rekonstitutionspuffer gemischt und

etwa 30 min inkubiert. Das Vesikel zu ATP-Synthase/ (mBR) betrug bei der Ko-Rekonstitution

20:1:1 (w/w). Die Abtrennung des Detergens erfolgte durch Zentrifugationschromatographie.

Glaszentrifugationsröhrchen wurden mit vorgequollenem Gelfiltrationsmaterial (Sephadex-G 25-

medium) gefüllt, 1 min bei 900 g (Hettich Universal Tischzentrifuge) zentrifugiert und mehrmals

mit je 1 ml Rekonstitutionspuffer, zum Schluß ohne EDTA, äquilibriert und zentrifugiert. Die Inku-

bationsansätze (250 µl/Säule) wurden 1 min bei 900 g zentrifugiert, wobei die Proteoliposomen

unverdünnt eluiert wurden.

2.6 ATP-Syntheseaktivität

ADP/ Phosphat/ Mg2+ [1:1:0.4]

Meßreagenz 0.5 M Tris/Acetat, pH=7.75

0.1 mM Na-EDTA

0.25 mM DTT

50 mg BSA
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83 µg Luciferase aus Photinus pyralis

1 mg Luciferin

Puffer 50 mM Tris/Ac, pH=7.75

Die Versuche zur lichtgetriebenen ATP-Synthese in ko-rekonstituierten Liposomen (siehe 3.5)

wurde folgendermaßen durchgeführt: Die Küvette, die mit 500 µl ko-rekonstituierten Liposomen-

Lösung gefüllt ist, befindet sich in einem thermostatisierten (30°C) Küvettenhalter, der oberhalb

eines Magnetrührers montiert ist. Der Nachweis und die Quantifizierung des durch die ATP-

Synthase synthetisierte ATP erfolgte durch die Luciferin/ Luciferase-Reaktion [79] in einem LU-

MAC M 2000 Biocounter (Abimed, Düsseldorf). Die Messungen wurden in einem Konzentrations-

bereich von 10- 350 nM ATP durchgeführt. Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 µl

ADP/Phosphat/Mg2+-Lösung, wobei die Endkonzentration des Substrats- bezogen auf ADP- 1 mM

betrug. Nach 4-minütiger Dunkelmessung wurde die Küvette mit der Probe mit Licht der Wellen-

länge 505-590 nm bestrahlt und die ATP-Synthesereaktion bis zu 90 min lang verfolgt. Im Abstand

von 1-2 min wurden 10 µl Aliquote entnommen, zur Unterbrechung der enzymatischen Reaktion

mit 390 µl Puffer verdünnt, 50 µl Meßreagenz zugegeben und die erzeugten Photonen im Biocoun-

ter gemessen. Die Kalibrierung der Zählwerte erfolgte mittels ATP-Eichlösungen. Der Meßfehler

dieser Methode liegt bei 3 % der ATP-Syntheseaktivität.

2.7 Kleinwinkelstreuung

2.7.1 Allgemeine Theorie

Die Kleinwinkelstreuung ist eine Untersuchungsmethode, mit deren Hilfe die Struktur größerer

Biomoleküle auch in Lösung untersucht werden kann. Moleküle der Größenordnung 1-100 nm wei-

sen in Lösung bei kleinen Streuwinkeln ein diffuses Streubild auf, was auf die Beweglichkeit und

die verschiedenen Orientierungen in verdünnten Lösungen zurückzuführen ist. Aus dem diffusen

Streubild lassen sich wertvolle Informationen über die Größe und Form der gelösten Makromole-

küle gewinnen. Im Gegensatz zur klassischen Proteinkristallographie erzielt man jedoch keine ato-

mare Auflösung (nur etwa 1 nm). Oft scheitert diese Methode jedoch am Fehlen geeigneter Protein-

kristalle, besonders im Falle von multimeren Membranproteinen mit flexibler Struktur, z.B. der

ATP-Synthase.

Der Vorteil der Kleinwinkelstreuung gegenüber der Kristallstrukturanalyse liegt jedoch in der Tat-

sache, daß unter nativen nahezu physiologischen Bedingungen gearbeitet werden kann und auch
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Konformationsänderungen eines Enzyms z.B. Substratbindung oder Allosterien sichtbar gemacht

werden können.

Die folgende kurze Zusammenfassung der Theorie der Kleinwinkelstreuung erfolgt in Anlehnung

an Feigin [80]. Dabei wird auf Herleitungen wie sie in Lehrbüchern dargestellt sind, verzichtet.

(Glatter [81], Cantor und Schimmel [82]).

Bei allen Beugungsvorgängen stehen Beugungswinkel und die Größe des zu beugenden Teilchens

zueinander im umgekehrten Verhältnis. Da Makromoleküle im Vergleich zur verwendeten Wellen-

länge groß sind, findet man die Streuung bei kleinen Winkeln (daher der Name „Kleinwinkelstreu-

ung“[83]). Der Zusammenhang zwischen räumlicher Struktur des Objekts und dessen Abbild im

Kleinwinkelstreuexperiment ist für die Neutronen- und Röntgenkleinwinkelstreuung, trotz der un-

terschiedlichen Wechselwirkung der Strahlung mit Materie gleich. In beiden Fällen wird die Win-

kelabhängigkeit der gestreuten Strahlung, die von einem Partikel ausgeht, durch das Bragg‘sche

Gesetz beschrieben:

nλ = 2d sin θ (Gl. 2.1)

wobei λ die Wellenlänge, d der Abstand zwischen zwei Streuzentren innerhalb eines Partikels und

2θ der Streuwinkel zwischen Primärstrahl und Streustrahlung ist. Die Wechselwirkung zwischen

Strahlung und Molekül läßt sich am besten durch den Streuvektor q (Impulsübertrag) beschreiben.

q = 4π sin θ / λ (Gl. 2.2)

Die „Partikelstreuung“ in Lösung ist vom Streuvermögen des Makromoleküls und der geometri-

schen Anordnung der einzelnen Streuzentren innerhalb des Moleküls abhängig. Diese Streueigen-

schaften eines Moleküls werden in der Debye’schen Streugleichung (1915) [82] zusammengefaßt:

I(q) = Σ Σ  fm∙fn∙sin(rq)/rq (Gl. 2.3)

Der Term I(q) entspricht der Intensität der Streukurve. fm und fn  sind die Atomformfaktoren und

geben das Streuvermögen an den Punkten n und m im Molekül an. r ist der Abstand zwischen die-

sen zwei Punkten. Zur Berechnung des Streuprofils ist die Amplitude jedes Atoms mit jedem ande-

ren (auch mit sich selbst) zu kombinieren und über alle Paare zu summieren. Die Gleichung 2.3

geht unter Annahme einer homogenen Elektronendichte im Molekül in Gleichung 2.4 über:

I(q) =  4 π  ∫  ρ(r) sin (rq) / rq     dq (Gl. 2.4)
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wobei ρ(r) die Abstandsfunktion, d.h. die Häufigkeitsverteilung der Elektronenabstände im Molekül

darstellt.

2.7.1.1 Bestimmung von Partikelparametern

Der Streumassenradius Rg eines Teilchens ist ein Maß für seine räumliche Ausdehnung. Er ist

analog zum Trägheitsradius in der Mechanik definiert als die Wurzel aus dem mittleren Ab-

standsquadrat aller Elektronen vom Molekülschwerpunkt.

Der innerste Teil der Partikelstreuung bei monodispersen Lösungen verläuft nach einer Gauß’schen

Kurve. Da dieser Teil der Streukurve experimentell durch den Beamstop nicht bestimmt werden

kann, beschreibt man ihn mit Hilfe der Guinier-Näherung [84]:

I(q) =  I(0) exp (-q2∙Rg
2 / 3 ) (Gl. 2.5)

Durch logarithmische Auftragung der Streuintensität I(q) gegen das Quadrat des Streuvektors q2

erhält man aus der Steigung der Geraden den Streumassenradius und aus dem Achsenabschnitt die

Nullwinkelstreuung I(0) (Guinier-Plot). Das Molekulargewicht steht über die Gleichung M ~ I(0)/c

mit der Nullwinkelstreuung in direktem Zusammenhang.

Die oben erwähnten Beziehungen sind streng genommen nur bei unendlicher Verdünnung exakt.

Bei endlichen Verdünnungen kann ein interpartikulärer Interferenzeffekt auftreten. Es empfiehlt

sich, eine Konzentrationsreihe herzustellen und die scheinbaren Streumassenradien auf die Kon-

zentration null zu extrapolieren.

Viele Makromoleküle haben eine langgestreckte Gestalt. Aus der Streukurve läßt sich die Länge

und der Querschnitt des Moleküls berechnen. I(q) kann in 2 Komponenten aufgeteilt werden. In

Anlehnung an Gleichung 3.5 ist der Verlauf der Streukurve des Querschnitts für kleine Winkel

ebenfalls gaußförmig. Für den Querschnittsfaktor Ia(q) gilt:

Ia(q)  =  Ia(0) exp (-q2∙Ra
2 / 2 ) (Gl. 2.6)

wobei Ia(q) = I(q)∙q ist. Die logarithmische Darstellung (Kratky-Plot [81]) führt analog zum Gui-

nier-Plot zu einer Geraden, dessen Steigung den Streumassenradius des Querschnitts Ra enthält. Die

Länge des Teilchens L ergibt sich aus dem Streumassenradius und dem Streumassenradius des

Querschnitts Ra.

(Gl. 2.7) ) R-(12 2
a

2
gRL =
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Aus der Gleichung 2.4 erhält man, wie oben schon erwähnt, durch Fourier-Transformation die

Abstandsfunktion:

ρ(r) = r2 / 2π2  ∫  I(q) q2 sin (rq) / rq     dq (Gl. 2.8)

Bei der graphischen Auftragung von ρ(r) gegen r ist aus dem Schnittpunkt mit der Abzisse die ma-

ximale, innerhalb des Partikels vorkommende Distanz ablesbar. Weiterhin stellt das Maximum der

Kurve den häufigsten im Molekül vorkommenden Abstand dar.

Zur Durchführung der Fourier-Transformation muß die Streukurve im Bereich kleiner Winkel

durch die Guinier-Näherung (Gleichung 3.5) und im Bereich großer Winkel durch das Porod‘sche

Gesetz (Gleichung 3.9) angenähert und ergänzt werden.

 I(q) ~ 1/q4 (Gl. 2.9)

2.7.2 Besonderheiten der Neutronenkleinwinkelstreuung

In der SANS werden thermische bzw. kalte Neutronen im Wellenlängenbereich von 5-20 Å einge-

setzt. Die Wellenlängen der benutzten Strahlung sind daher um ca. eine Größenordnung größer, was

Neutronen in Kombination großer Anlagenlängen besonders zur Charakterisierung großer moleku-

larer Strukturen bis etwa 1000 Å eignet.

Für die Streuung von Neutronen in Lösung gelten die gleichen allgemeinen Gesetzmäßigkeiten wie

für die Streuung von Photonen in Lösung. Da Neutronen jedoch elektrisch neutral sind, können sie

im Gegensatz zu Photonen die Elektronenschale ungehindert durchdringen und in den Atomkern

eindringen. Bei der Streuung an Materie verhalten sich Neutronen komplementär zur Röntgen-

strahlung. Der Streuvorgang findet nicht an den Elektronen, sondern an den Spinmomenten der

Atomkerne statt.

Der differenzielle Streuquerschnitt, d.h. die Anzahl der pro Sekunde und cm2 in einem Raumwin-

kelelement dΩ gestreute Neutronen, ergibt sich aus

dσ/dΩ = b2 (Gl. 2.10)

wobei b die Streulänge der Steuers ist.

Der gesamte Streuquerschnitt kann dann durch

σ = 4π b2 (Gl. 2.11)
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ausgedrückt werden. Er setzt sich aus zwei verschiedenen Beiträgen zusammen, dem kohärenten

und dem inkohärenten Streuanteil.

σ = σ coh + σ incoh (Gl. 2.12)

Bei wässrigen Lösungen überwiegt der inkohärente Streuanteil, der durch die Protonen im Wasser

bestimmt wird (σincoh (
1H) = 80.26 ×10-24 cm2). Der inkohärente Streuanteil ist nicht interferenzfä-

hig, erzeugt einen isotropen Streuuntergrund und enthält keine Strukturinformation. Er kommt

durch die unterschiedlichen Streulängen der beiden Gesamtspinzusände des Neutronen-Protonen-

Compoundkerns zustande.

Zur Verbesserung des Signal/Untergrundverhältnisses wird daher bei SANS-Experimenten der

Kontrast durch Deuterierung des Lösungsmittels variiert. In diesem Fall ist der inkohärente Streu-

anteil von Deuterium im Gegensatz von 1H klein (σincoh(
2H) = 2.05 × 10-24 cm2). Weiterhin lassen

sich auch die sehr hohen Transmissionen von deuterierten Proteinlösungen vorteilhaft nutzen

(Schichtdicke 1mm T=95%).

Für die Strukturforschung an biologischen Systemen ist besonders der große Unterschied zwischen

den kohärenten Streulängen des Wasserstoffs (bcoh = -0.374 × 10-12 cm) und Deuterium (bcoh = 0.667

× 10-12 cm) von Bedeutung. Chemisch unterscheidet sich das Wasserstoffatom nicht von seinem

Isotop, dem Deuterium. Deshalb können in einem Protein Wasserstoffatome gegen Deuteriumatome

ausgetauscht werden, ohne daß das Protein seine Funktion verliert oder nennenswert verändert.

Deuterierte Proteine zeigen nur ein unterschiedliches Streuverhalten gegenüber protonierten Protei-

nen in H2O/D2O-Lösungen. Dies ermöglicht durch selektive Deuterierung einzelner Teilbereiche,

spezielle Molekülbereiche innerhalb eines Protein-Komplexes voneinander zu unterscheiden.

Aufgrund der unterschiedlichen Streulängen ergibt sich auch ein deutlicher Unterschied in den

Streulängendichten von Wasser (ρ(H2O) = b/V = -0.56 × 10-10 cm-2) und deuteriertem Wasser

(ρ(D2O) = b/V = +6.4 × 10-10 cm-2). Durch Einsatz von H2O/D2O-Gemischen lassen sich damit ver-

schiedene mittlere Streulängendichten des Lösungsmittels einstellen.

Für Proteine liegt die Streulängendichte immer im Bereich von ρprot = (1.8-2.5) × 10-10cm-2 [80]. Die

Überschußstreulängendichte, d.h. die Differenz ∆ρ = (ρ prot - ρ p) zwischen der mittleren Streulän-

gendichte des Proteins und des Lösungsmittels, kann daher durch die Messung in verschiedenen

Puffern stark variiert werden.
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Dies bildet die Grundlage der sogenannten Kontrastvariationsmethode in der Neutronenkleinwin-

kelstreuung, die es erlaubt, Fluktuationen in der Streulängedichte und somit Inhomogenitäten inner-

halb des streuenden Moleküls zu detektieren. Ferner läßt sich durch geschickte Wahl des H2O/D2O-

Mischungsverhältnisses ein Kontrast ∆ρ = 0 einstellen. Für diesen sogenannten Matchpoint kann

aus der bekannten Streulängendichte des H2O/D2O-Gemisches die mittlere Streulängendichte des

Proteins bestimmt werden. Speziell bei einem D2O-Lösungsmittelgehalt von ca. 40 % trägt bei ei-

nem aus mehreren Domänen bestehenden Protein, das unterschiedlich deuteriert ist, nur der deute-

rierte Anteil des Proteins zur Streukurve bei. Der protonierte Anteil des Proteins bleibt jedoch un-

sichtbar (“maskiert“).

2.7.3 Statische Röntgenkleinwinkelstreuung

2.7.3.1 Aufbau der JUSIFA-Anlage

Statische Experimente zur Röntgenkleinwinkelstreuung wurden an der JUSIFA-Kleinwinkelanlage

am HASYLAB in Hamburg durchgeführt. Als Synchrotronstrahlungsquelle dient in diesem Fall ein

Biegemagnet am DORIS III-Speicherring. Der Photonenfluß am Ablenkmagneten beträgt 8⋅1012Ph

/s⋅mrad , 0.01 % (∆E/E) bei 8 keV. Es handelt sich um eine Synchrotronstrahlungsquelle der zwei-

ten Generation mit relativ schwacher Intensität. Die JUSIFA-Anlage eignet sich zur Charakterisie-

rung von stabilen Modifikationen von Enzymen und liefert durch ihre hohe Präzision gute Refe-

renzspektren.

Abbildung 7:Aufbau des JUSIFA-Kleinwinkelsreuanlage in Hamburg (HASYLAB) [85]
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Die Strahlung tritt durch ein Berylliumfenster in die Anlage ein. Diese Fenster begrenzen durch ihre

Absorption die in der Anlage verfügbare Energie der Strahlung nach unten auf 4.8 keV. Nach einer

25 m langen Vakuumstrecke wird der Strahl durch eine Blende (Blende 1) auf einen Querschnitt

von 5×1.4 mm2 begrenzt. Diese Blende wird von dem Beamlinebetreuer festgelegt und kann nicht

vom Benutzer verändert werden. Direkt nach dieser Blende erfolgt die Monochromatisierung des

Strahls mittels eines Si-311 Kristalls. Durch Einstellung des Kristalldrehwinkels können Energien

von 4.5 bis 35 keV mit einer Energiebreite von  ∆E/E =1⋅10-4 kontinuierlich ausgewählt werden.

Zur Filterung höherer harmonischer Wellenlängen wird ein zweiter Kristall leicht aus der Parallel-

stellung gekippt. Zwischen Blende 1 und Monochromator befindet sich eine Kapton-Folie (45°),

deren Streuung von einem Scintillationszähler (NaJ) detektiert wird. Dieses System bildet den Mo-

nitor für die weiße Synchrotronstrahlung (DORIS counter). Vor und hinter dem Monochromator

befinden sich Strahllagemonitore. Diese steuern einen Translationsantrieb, der den ersten Kristall

bei Strahllageschwankungen vertikal verfährt. Der Strahllagemonitor und damit der Translations-

antrieb spricht jedoch nur bei Anfahren einer neuen Energie an. So kann es im Fall von Messungen

mit konstanter Energie oder bei Aufnahme von längeren Zeitscheiben zu vertikalen Strahllage-

schwankungen kommen. In horizontaler Richtung existiert an der Anlage keine Strahllagesteue-

rung.

Das benutzergesteuerte Kollimationssystem schließt sich an den Monochromator an, das aus einer

strahldefinierenden Rechteckblende (Blende 2) und einem „guard Slit“ (Blende 3) besteht. Die

Blende 3 befindet sich 30 cm vor der Probe und dient zur Ausblendung der von Blende 2 hervorge-

rufenen parasitären Streustrahlung. Die Blenden werden mittels PC über ein IEC Bussystem zur

Strahldimensionierung (hier: 0.6 mm×1.1 mm) verfahren. Zwischen den Blenden befindet sich wie-

derum eine Kapton-Folie mit NaJ-Detektor als Monitorzähler für die monochromatische Strahlung.

Der Photonenfluss auf der Probe beträgt bei dieser Anlage 2∙108 mm-2 bei einer Energie von 8 keV

[85].

Die Streustrahlung der Proteinproben wird mit einem 2-dimensionalen Vieldraht-Proportionalzähler

mit Ar/CO2-Gemisch nachgewiesen. Die aktive Fläche des Detektors beträgt 180×180 mm2 und ist

in 256×256 Pixel unterteilt. Der maximal detektierbare Photonenfluss des Detektors liegt bei 106s-1.

Der Primärstrahl wird aus diesem Grund durch einen Strahlfänger (Beamstop) vom Detektor abge-

halten. Bei den Meßreihen wurde ein Beamstop von 8 mm verwendet.
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Um einen großen Winkelbereich zu erreichen, kann der Proben-Detektorabstand bei der JUSIFA-

Anlage variabel auf 4 verschiedene Abstände eingestellt werden: 0.9 m, 1.8 m, 2.7 m, 3.6 m. Zur

Reduktion der Streuverluste befindet sich der Probenhalter in einer Probenkammer, die zusammen

mit der ganzen Anlage über Turbopumpen auf 10-4 mbar evakuiert wird. Die Datenaufnahme und

die Steuerung der Experimente erfolgt über eine DEC-µ-VAX II GPX Workstation unter VMS. Zur

Automatisierung können hier Meßsequenzen programmiert werden und zwar Einzelmessungen für

Proben in Serie mit Eichmessungen und Untergrundmessungen.

2.7.3.2 Durchführung der SAXS-Messungen

Für die Messung an Proteinen und Puffer wurde eine Quarz-Durchflußkapillare mit einem Durch-

messer von 1.1 mm und einer Wandstärke von ca. 30 µm verwendet. Diese wurde auf einer Alumi-

niumplatte mit einer in einer 15×3 mm2 großen Öffnung befestigt. Die Aluminiumplatte konnte

mittels eines aufgeschraubten Kupferrohres gekühlt werden. Somit wurde die Probentemperatur

über einen Thermostaten eingestellt und konstant gehalten. Die Quarzkapillare war vakuumdicht

mit 0.3 mm FPLC-Teflonschläuchen verbunden, die durch einen Flansch aus der Probenkammer

geführt wurden. Die Proben konnten dadurch gewechselt werden ohne das Vakuum zu brechen.

Nach Einbau der Quarzkapillare in die Probenkammer wurde der Strahl durch Verfahren der Blen-

den auf die Probe justiert. Zunächst wurde der Strahl auf ein Fadenkreuz eingestellt, das fest in ei-

nen fahrbaren Halter 20 cm vor der Kapillare eingebaut ist. Das Kreuz wirft einen Schatten auf ei-

nen zwischen Probe und Detektor eingefahrenen Fluoreszenzschirm. Nun wurden die Blenden so

justiert, daß in x- und y-Richtung der „Strahl“ zentralsymmetrisch auf dem Fadenkreuz zu sehen

war. Die Kapillarenposition wurde mittig auf das Fadenkreuz eingestellt (Blende 2 0.6 × 1.1 mm,

Blende 3 1.0 × 1.5 mm).

2.7.3.3 Probenmessungen

Die Quarzkapillare wurde über die Teflonschläuche mit einem Volumen von 350 µl je Probe ge-

füllt. Dieses Volumen reichte aus, um die Kapillare vollständig zu füllen, was durch ein Sichtfenster

kontrolliert wurde. Die Temperatur der Probe wurde über einen Thermostaten bei allen Meßreihen

konstant auf 15°C gehalten.

Die Messungen der Proben wurden in mehreren 15-minütigen Einzelmessungen durchgeführt, die

später zur Erreichung einer guten Statistik addiert wurden. Die Unterteilung einer Gesamtmessung

in kürzere Zeitabschnitte war notwendig, um eventuelle Strahlschwankungen während der Meßrei-
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he ausfindig zu machen. Zusätzlich wurde, um die Strahllagestabilisierung zu aktivieren, die Ener-

gie nach jeder 15-minütigen Messung alternierend um 1 eV erhöht bzw. erniedrigt.

Die Auswahl der Photonenenergie ist ein Kompromiß zwischen angestrebtem, kleinsten Im-

pulsübertrag und Streuintensität. Die maximale Streuintensität wird bestimmt durch

I str  ∼   ds ⋅ exp (-µs ⋅ ds) (Gl. 2.13)

bei einer Probendicke von ds =1/µ und somit bei einer Transmission von  ≈ 37 %. Eine gute Trans-

mission geht allerdings mit der Beschränkung im kleinstmöglichen q min einher. Als bester Kom-

promiß zwischen Transmission und Streuwinkel erwiesen sich Energien um 9 keV. In diesem Fall

lagen die gemessenen Transmissionen der Proben noch bei 26 %; die Transmission der leeren

Quarzkapillare betrug bei dieser Energie 45 %.

Jede Einzelmessung setzte sich aus mehreren Sequenzen zusammen. Vor jeder neuen Meßsequenz

und nach jeder neuen Injektion des Positronen-Strahls wurde eine 100 Sekunden lange Messung

einer geeichten amorphen Kohlenstoffprobe (Glassy Carbon) mit einer Dicke von 500 µm durchge-

führt. Sie diente bei der Auswertung zur Bestimmung der absoluten Intensität. Außerdem wurde

jeweils vor jeder Einzelmessung die Transmission bestimmt. Dazu wurde die Strahlintensität mit

und ohne Probe im Strahlengang jeweils für 10 s mit einer Photodiode gemessen. Die Transmission

wurde direkt durch das Meßprogramm mit der VAX Workstation berechnet. Eine Leerstrahlmes-

sung (100 s) kontrollierte die Blendenstreuung; sie ging aber nicht in die spätere Auswertung ein.

Eine 100 Sekunden dauernde Messung von Bornitrid diente zur Mittelpunktsbestimmung bei einem

Abstand von 3.618 m, wobei bei 0.9 m Abstand die „Classy Carbon“-Probe zur Mittelpunktsbe-

stimmung herangezogen wurde.

Für beide Enzyme, F1ATPase und ATP-Synthase, wurden zwei Detektorabstände 0.918 m und

3.618 m gewählt. Damit wurde ein Winkelbereich von 0.01 Å-1 und 0.44 Å-1 abgedeckt Die Meßzeit

bei 0.918 m Abstand wurde aufgrund der geringeren Proteinstreuintensität bei großen Winkeln im

Vergleich zum 3.618 m Abstand verdoppelt.

Zur Wellenlängeneichung des Instruments wurde eine 10 µm Cu-Folie in die Probenkammer einge-

baut. Es wurde ein Absorptionsspektrum im Bereich von 8960 eV und 9020 keV in 1 eV Schritten

gemessen und die Lage der Cu-K-Kante bestimmt. Experimentell ergab sich z.B. eine Energie von

8993 eV. Dies entspricht einem instrumentellen Versatz ∆E von 14 eV gegenüber dem Literatur-

wert.



                                                                                                                                                                            2. Methoden

30

Um Inhomogenitäten der Detektorempfindlichkeit herauszufiltern, wurde die Cu-Fluoreszenzstrah-

lung aufgrund ihrer guten Homogenität eingesetzt. Dazu wurde eine 10 µm Cu-Folie bei 9 KeV in

kurzer Geometrie (0.918 m) 13 h lang bestrahlt und die Fluoreszenz gemessen. Zusätzlich wurde

die Kleinwinkelstreuung der Cu-Folie, die durch die Metallstruktur der Folie bedingt ist, getrennt

gemessen. Die Messung der reinen Kleinwinkelstreuung wurde ca. 50 eV unterhalb der Anregungs-

energie der Kα-Strahlung bei 8.98 keV durchgeführt. Zur Erreichung einer ähnlichen Zählstatistik

für die schwächere Kleinwinkelstreuung wurde 21 h lang gemessen. Beide Messungen wurden

später pixelweise voneinander abgezogen.

2.7.3.4 Auswertung und Datenanalyse

Die Datenauswertung der 2-dimensionalen Detektorbilder fand in Hamburg statt. Dort stand das

Programm „SAS“ zur Verfügung, das zur Bestimmung des Mittelpunktes, zur Addition der einzel-

nen Streubilder, für die radiale Mittelung unter Berücksichtigung aller Referenzstreuer verwendet

wurde. Die erhaltenen radial gemittelten 1D-Daten konnten dann per Internet nach Mainz zur end-

gültigen Auswertung transferiert werden.

In den 2-dim. Datensätzen des Leerstrahls zeigte sich, wie schon während der Messung festgestellt,

starke Primärstrahlstreuung an den Blenden. Der parasitäre Untergrund wurde durch Einfahren der

Kapillare in y-Richtung noch verstärkt. Zurückzuführen ist dieser Effekt auf die Totalreflexion des

Strahls an den Kapillarwänden und der Blendenstreuung. Zusätzlich schwankten diese kreuzförmi-

gen Ausläufer bei unterschiedlichen Detektorbildern. Dies ist auf die Strahlwanderung auf der Ka-

pillare in y-Richtung zurückzuführen. Bei der Auswertung wurde die Blendenstreuung ausmaskiert,

d.h. der Teil in der Nähe des Beamstops wurde relativ großzügig nicht in der radialen Mittelung

berücksichtigt. Die Auswertung erfolgte in zwei Halbbildern.

Zur Verdeutlichung der gewählten Maskierung ist in Abb.8 ein 2-dimensionales Detektorbild einer

5-minütigen Leerstrahlmessung in logarithmischer Darstellung gezeigt. Die Ausläufer um den Be-

amstop stammen von der Streuung an Blende 2 und Blende 3. Aufgrund von Strahlschwankungen

zeigten einzelne Bilder unsymmetrische Ausläufer nach rechts bzw. links. Die eingezeichneten Li-

nien deuten die Auswertungsmaske an.

Die Abbildung 9 zeigt die logarithmische Auftragung einer 15-minütigen Einzelmessung der

F1ATPase in der Quarzkapillare. Die Ausläufer sind in y-Richtung erkennbar. Ansonsten ist die

Streuung sehr gut radialsymmetrisch und man kann schwach das 1. Nebenminimum der F1-ATPase

erkennen.
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Abbildung 8: 2-dimensionale Darstellung des Streubildes ohne Probe bei einem

Detektorabstand von 3.6 m

Die Abbildung zeigt eine 900s- Aufnahme des Proteinsinals ohne jegliche Korrektur in

logarithmischer Darstellung.

Abbildung 9: Streubild der F1-ATPase bei einem Detektorabstand von 3.6 m

Die Abbildung zeigt eine 300 s- Aufnahme des Streubildes in logarithmischer Darstellung.
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•  Untergrundabzug

Der Untergrundabzug erfolgte vor der radialen Mittelung pixelweise mit dem Programm “SAS“. Im

Programm werden die Untergrundmessungen zunächst auf Monitorcounts bzw. Zeit normiert und

dann nach folgender Gleichung voneinander abgezogen [85].

dIs = ( dI –ts / t dark ⋅dI dark) - Ts ⋅ Ms / MEB ( dI EB –t EB/t dark ⋅dI dark )   (Gl. 2.14)

Dabei stellen die dI jeweils die Einzelpixel der Probenmessung (sample), Leerstrahlmessung (empty

beam) und Detektorrauschen (dark current) dar. Ts entspricht der Probentransmission. Für das De-

tektorrauschen Idark wird zunächst der Mittelwert über den Gesamtdetektor berechnet und dann auf

Meßzeit normiert abgezogen, wobei die Probenstreuung jeweils in Einzelpixeln monitornormiert

(M= Monitorcounts) abgezogen wird.

Bei der Auswertung der einzelnen Zeitscheiben in unterschiedlichen Injektionsphasen zeigte sich,

daß es mittels Monitornormierung nicht möglich war, die Zeitscheiben auf gleiche Intensität zu

normieren. Dies ist vermutlich auf Strahllageschwankungen zurückzuführen. Aus diesem Grunde

erfolgte die Normierung der einzelnen Zeitscheiben auf die Streuung einer geeichten amorphen

Kohlenstoffprobe (500 µm glassy carbon, GC). Der Vorteil besteht darin, daß aus der Streuung die-

ser Proben auf die Primärstrahlintensität direkt am Probenort geschlossen werden kann. Der Moni-

torzähler befindet sich 2 m von der Probe entfernt. Zur Bestimmung der Normierungsfaktoren wur-

de ein q-Integrationsbereich (IGC∙dq2) von 0.05-0.09 Å verwendet und mit dem Referenzwert korre-

liert. Dies wurde für jede 15 minütige Probenmessung mit den entsprechenden zuvorgemessenen

Glassy Carbon-Standardprobe durchgeführt.

•  Mittelpunktsbestimmung (Radiale Mittelung)

An dieser Anlage werden zur Strahlmittelpunktsbestimmung Bornitrid-Proben vermessen., die im

Kleinwinkelbereich eine radial sehr stark abfallende Streuung zeigen. Durch Ermittlung von Ringen

konstanter Intensität innerhalb der zentralsymmetrischen Streubilder kann die Strahllage bestimmt

werden. Da dieser Algorithmus sehr empfindlich auf Asymmetrien im Streubild wie z.B. durch die

parasitäre Blendenstreuung reagiert, muß ein großer Bereich um das Zentrum ausmaskiert werden.

Bei einem Detektorabstand von 3.6 m lagen die Ungenauigkeiten im Mittelpunkt bei maximal 2

Pixel.

Bei kurzem Detektorabstand, 0.918 m, kann Bornitrid nicht verwendet werde, da die stark abfallen-

de Flanke der Streuung im unzugänglichen Winkelbereich liegt. In diesem Fall wird zur Strahlmit-
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telpunktsbestimmung die Streuung des Classy Carbon-Standards verwendet. Hier lagen die Unge-

nauigkeiten bei maximal 0.2 Pixeln bei Verwendung des o.g. Algorithmus.

•  Hälftenauswertung

Die radiale Mittelung der Streukurven erfolgte für jede Bildhälfte (Fenster rechts, Fenster links)

einzeln für jede 15-minütige Messung in jeweils 113, 1 Pixel breite Ringe bis in die Ecken des akti-

ven Bereichs des Detektors unter Ausschluß der oben bestimmten Maske. Die beiden Fensterhälften

wurden dann miteinander kombiniert und die einzelnen Probenmessungen wiederum aufsummiert.

Abbildung 10: Fensterhälftenauswertung der ATP-Synthase und des zugehörigen

Puffers für lange Detektorgeometrie.

Im vorderen Meßbereich zeigt sich ein Rest der Blendenstreuung und eine systemati-

sche Abweichung der rechten Detektorhälfte nach oben.

Die Abbildung 10 zeigt die radiale Mittelung der aufsummierten Einzelmessungen der ATP-

Synthase ohne Pufferabzug für das rechte und linke Fenster und das Äquivalent für den Puffer. Im

Bereich kleiner Impulsüberträge ist ein Rest der Blendenstreuung sichtbar, die durch Strahlschwan-

kungen hervorgerufen wird. Weiterhin ist eine systematische Abweichung der rechten Hälfte nach

oben feststellbar. Dieser Bereich der Impulsübertäge kann jedoch im Falle der F1-ATPase und der

ATP-Synthase bei der Bestimmung des Streumassenradius aufgrund ihrer relativ geringen Größe
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vernachlässigt werden. Nach Abzug des Puffers von der Proteinstreukurve ergab sich für die ATP-

Synthase durch die Guinier-Näherung (Abb.11) einen Streumassenradius von Rg = 56.32 Å ± 0.9 Å.

Der Gyrationsradius ergibt sich anhand der Steigung m, im Bereich von q2=0.0037-0.001 Å2 , durch

folgende Beziehung Rg = √ 3*m. Der Bereich sehr kleiner Impulsüberträge (Blendenstreuung) wur-

de hier nicht verwendet.

Obwohl versucht wurde, die auftretenden Strahlschwankungen durch relativ kurze Einzelmessun-

gen (à 15 min) zu vermindern, entsteht ein Fehler bis zu ± 1 Å bei der Bestimmung des Streu-

massenradius durch lineare Regression. Demnach lassen sich die Strahlschwankungen nicht voll-

ständig eliminieren, da diese am Doris-III-Synchrotron völlig statistisch erscheinen.

Abbildung 11: Die Guinier-Auftragung der nativen ATP-Synthase ergibt einen

Gyrationsradius von 56.32  ±±±±  0.9 Å im Bereich von q2 = 3.7E-4 bis 0.001 Å-2

2.7.3.5 Zusammensetzung der Meßbereiche

Die radial gemittelten Streukurven des 0.9 m und 3.6 m-Abstands wiesen trotz Porod- und Konzen-

trationsnormierung Unterschiede in der relativen Skalierung auf. Um beide Abstände zu kombinie-

ren, wurde die Streukurve des 0.9 m Abstands mit Hilfe eines Normierungsfaktors der Intensität der

3.6 m-Streukurve angepaßt. Die Abbildung 12 zeigt am Beispiel der ATP-Synthase die unter-

schiedlichen Meßbereiche. Der kurze Detektorabstand (0.9 m) deckt den Bereich größerer Im-

pulsüberträge ab. Der bei einem Detektorabstand von 3.6 m äußere q-Bereich weist statistische

Schwankungen auf und wird durch den bei 0.9 m experimentell genauer bestimmbaren q- Bereich
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ersetzt. Beide Meßbereiche wurden bei einem bestimmten q-Wert miteinander kombiniert. In die-

sem Falle fand der Schnitt bei q = 0.056 Å-1statt.

Abbildung 12: SAXS-Messung der ATP-Synthase: Kombination der Meßdaten für

kurzen und langen Detektorabstand.

Dargestellt ist das Streuprofil der ATP-Synthase im gesamten abgedeckten Meßbereich.

Die 0.9 m Messung wurde durch einen Normierungsfaktor auf die Intensität der 3.6 m

Daten skaliert.
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2.8 Zeitaufgelöste Röntgenkleinwinkelstreuung

Die zeitaufgelösten Messungen zur Enzymkinetik, an hydrolytisch aktiver F1-ATPase und ATP-

Synthase, fanden an der ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) in Grenoble, Frankreich,

statt. Hierbei handelt es sich um ein Synchrotron der 3. Generation. Es zeichnet sich durch den

weiten Wellenlängenbereich der Synchrotronstrahlung, seinen hohen Fluß, hervorgerufen durch den

Einbau verschiedener magnetische Systeme innerhalb des Speicherrings, wie Biegemagneten,

Wiggler und Undulatoren, und die lange Strahlstabilität im Speicherring von ca. 10 Stunden aus.

Aus diesem Grunde eignet es sich hervorragend zur Studie schneller Reaktionen. Im Vergleich zum

JUSIFA-Instrument in Hamburg beträgt die Intensität der ID2 Kleinwinkelstreuanlage des ESRF‘s

in Grenoble bei voller Strahlöffnung etwa das 200 000-fache.

2.8.1 Aufbau der ID2-Kleinwinkelstreuanlage am ESRF in Grenoble

Das ID2-Instrument besitzt eine sehr hohe Brillianz (Photonen/(s/mm2/mrad2), die durch einen

Doppelundulator als magnetisches System und einen fokussierenden Spiegel erzeugt wird. In die-

sem Fall wechseln sich die Ablenkmagneten von unterschiedlicher Polarität sehr schnell miteinan-

der ab. Dadurch wird der Elektronenstrahl nur schwach von seiner Bahn abgelenkt, die durch jeden

einzelnen Magneten entstehenden Lichtbündel überlappen und interferieren miteinander. So wird

bei bestimmten Wellenlängen auf Kosten der Bandbreite ein Spektrum mit einer Brillianz erzeugt,

die im Vergleich zu einem Biegemagneten um den Faktor 10000 größer ist. Der Fluß am Undulator

beträgt hier 1.42∙1017 Photonen s-1 mrad-2 mm2 bei 12 keV (∆E/E=0.1 %).

Die Synchrotronstrahlung tritt durch ein 500 µm dickes gekühltes Berylliumfenster ein, das sich

zwischen dem Speicherring und der Beamline befindet und zwei 250 µm dicke Kohlenstofffilter

absorbieren Wellenlängen größer als 0.25 nm. Mit Hilfe eines mit flüssigen Stickstoff gekühlten Si

(111)- Doppelmonochromators kann ein Wellenlängenbereich von 0.073 nm bis 0.155 nm (8-17

keV) eingestellt werden. Dem Monochromator folgt ein mit Rhodium beschichteter toroidaler Spie-

gel zur Fokussierung des Strahls. Für den Photonenfluss an der Probenposition ergibt sich eine

Größe von 1013 Photonen/s bei einer Energie von 12.5 keV und einer Strahldimension von 0.3 mm

x 0.8 mm; die Energiebreite ∆E/E beträgt in diesem Fall 2×10-4. Zur Strahldimensionierung und zur

Eliminierung diffuser parasitärer Strahlung sind mehrere Blenden und einen „guard-slit“, direkt vor

der Probe, eingebaut.
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Abbildung 13:Schematischer Aufbau der ID02 Beamline am ESRF in Grenoble, Frankreich [86]

In der Abbildung 13 ist der schematische Aufbau der ID2-Beamline dargestellt. An dieser Einrich-

tung können so wohl Messungen zur Kleinwinkelstreuung als auch zur Röntgenkristallographie an

Biomolekülen durchgeführt werden.

Im Falle der Kleinwinkelsteuung an Proteinproben wurde zur Detektion der Streustrahlung eine 2-

dimensionale CCD-Kamera verwendet. Es handelt sich um einen integrierenden Detektor, der im

Gegensatz zu einem Gasdetektor kein Limit in Bezug auf die detektierbare Zählrate besitzt. Da-

durch kann man den vollen Fluß des Instrumentes auf die Probe ausnutzten. Ein Nachteil jedoch

besteht in der notwendigen Auslesezeit. Nach jeder Belichtung der Probe schließt sich jeweils eine

Auslesezeit von minimal 150 ms an, während der Strahl ausgeblendet wird (Shutter). Dadurch ist

man bei einer Belichtung von je 150 ms die Hälfte der Zeit eines Reaktionszyklus „blind“. Anfangs

wurde mit einem CCD-Prototyp gearbeitet, der eine Auslesezeit von minimal 400 ms besaß und

eine Auflösung von 512×512 Pixeln. Mit dem neusten Modell der CCD-Kamera (Frelon-XRII [87])

lassen sich Aufnahmen von 150 ms mit der gleichen Auslesezeit durchführen. Ein weiterer Nachteil

der CCD-Kamera besteht durch die Existenz eines relativ hohen Untergrunds, hervorgerufen durch

das elektronische Rauschen, das speziell bei schwach streuenden 1 %-igen Proteinlösungen zu

Schwierigkeiten führen kann. Durch eine Dunkelmessung direkt vor jeder Messung wurde der Un-
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tergrund vom belichteten Streubild direkt abgezogen und dadurch weitgehend eliminiert. Die aktive

Fläche der CCD-Kamera beträgt ca. 230 mm mit einer Raumauflösung von ca. 0.25 mm bei einer

Auflösung von 1024×1024 Pixeln.

Der Detektor kann in einer Vakuumkammer variabel von einem Abstand von 0.75 bis 10 Metern

von der Probe positioniert werden und wird auf –20°C gekühlt. Dabei ergibt sich ein theoretisch

erreichbarer q-Bereich von 0.0015 bis 0.75 Å-1 bezogen auf eine Wellenlänge von 1 Å.

2.8.2 Durchführung der zeitaufgelösten SAXS-Messungen und Aufbau der Probenumge-

bung

Für die zeitaufgelösten Messungen wurde eine Quarz-Durchflußkapillare mit einem Durchmesser

von 1.3 mm und einer Wandstärke von ca. 30 µm verwendet. Diese wurde in eine Probenbox ein-

gebaut, die von PD Dr. Thomas Nawroth speziell für Hochfluß-Röntgenexperimente entwickelt und

gebaut wurde [88]. Sie ist schematisch in Abbildung 14 gezeigt.

Die Konstruktion der Probenumgebung bestand neben einer mit einem Helium-Jet (neuste Weiter-

entwicklung) gekühlter Quarz-Durchflußkapillare aus einem Dreikreis-Wärmetauscher, Thermosta-

tisierschleifen und einer Mischzelle. Die Temperaturmessung am Wärmetauscher übernahm ein

externer Fühler (PT 100), der den Umwältzthermostaten (Julabo HC 20) steuert. Damit war ge-

währleistet, daß alle Lösungen auf eine einstellbare Temperatur vortemperiert werden konnten.

Weiterhin war durch das Helium eine gute Wärmeübertragung innerhalb der Probenbox gewährlei-

stet und die Luftstreuung aufgrund seiner geringen Dichte minimiert worden.

Verbunden wurde die Probenbox mittels FPLC-Schläuche mit einer „stopped-flow“ Mischgerät mit

Schrittmotoren [89]. Die Mischung von Enzym und Substrat im „stopped-flow“ Verfahren wurde

mit Hilfe eines PC‘s unter dem Programm LABVIEW gesteuert. Ausgelöst wurde der Mischvor-

gang durch Bedienung eines Triggers, der sich außerhalb des Sperrgebietes (Interlock) im Kontroll-

raum befand. Die temperierten Lösungen (je 75 µl pro Spritze) gelangten bei Aktivierung der

Schrittmotoren in die bestrahlte Quarzkapillare und verdrängten die vorangegangene Mischung.

Programmiert wurde die Meßsequenz der Schrittmotormaschine von Manfred Rößle, MPI für Bio-

chemie, Martinsried im Laufe seiner Doktorarbeit. Während der ersten Experimente wurde noch die

in [69] beschriebene Doppel-stopped-flow-Mischanlage mit Schrittmotoren verwendet.
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Abbildung 14: Schematische Abbildung der Probenbox zur zeitaufgelösten Rönt-

genkleinwinkelstreuung

Die Abbildung 15 zeigt den apparativen Aufbau des Experiments an der ID2-Beamline am ESRF.

Von rechts tritt der monochromatische Röntgenstrahl in die Probenbox (weiß) ein, in der sich die

Quarzkapillare mit Protein-Substrat-Mischung befindet. Die gestreute Strahlung wird im Anschluß

von dem Detektorrohr (linke Seite) aufgenommen und mit einer CCD-Kamera detektiert (nicht

sichtbar).

Im unteren, rechten

Bereich des Bildes be-

findet sich die Stopped-

flow-Mischgerät (hell-

blau) mit den beiden

Vorratsspritzen für En-

zym und Substrat, die

den Mischvorgang bei-

der Lösungen auslöst.

Abbildung 15: Meßaufbau für zeitaufgelöste Streuexperimente im Interlockbe-

reich ( ID2-Beamline, ESRF)
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2.8.3 Probenmessungen

Für beide Enzyme, F1ATPase und ATP-Synthase, wurden zwei Detektorabstände, 3m und 1m, ge-

wählt. Damit wurde zum einen der Guinier-Bereich (3m-Abstand) als auch der Außenbereich der

Streukurven mit den Nebenmaximas (1m-Abstand) zeitaufgelöst untersucht. Bei allen Experiments-

erien wurde eine Wellenlänge von 1 Å (E = 12.5 keV) verwendet. Damit ergab sich eine Transmis-

sion von 59 % für die Proteinlösungen. Die Konzentration der Proteinproben betrug im Fall der

F1-ATPase 10 mg/ml (in 100 mM Tris/HCl, pH=8, 10 % Glycerin) und bei der ATP-Synthase 5

mg/ml (in 5 mM TDOC, 50 mM Tris/Ac, pH=7.5,10 % Glycerin). Zur Substratsättigung der Enzy-

me wurde eine Konzentration von 2 mM ATP, 10 mM CaCl2 bzw. MgCl2 gewählt.

Beide verwendeten Pufferlösungen wurden ebenfalls zeitaufgelöst gemessen und später die einzel-

nen Zeitscheiben aufaddiert.

Am Anfang jeder Experimentserie wurden folgende Kalibrierungen einmalig aufgrund der hohen

Stabilität des Röntgenstrahls durchgeführt:

1. Räumliche Verzerrungen wurden mit Hilfe einer mechanischen Standards korregiert

 (Distortion)

2. Das sogenannte „flat field“ wurde mit Hilfe der Wasserstreuung und einer Leerküvette ermittelt

und diente bei der späteren Auswertung zur Beseitigung der Schwankungen der Detektoremp-

findlichkeit hervorgerufen durch den Fluoreszenzschirm in der CCD-Kamera

3. Silberbehenat als Referenzstreuer liefert bei Bestrahlung mit Röntgenlicht aufgrund seines peri-

odischen Aufbaus mehrere ringförmige Reflexe unterschiedlicher Größe um den Beamstop, die

zur Mittelpunktsbestimmung verwendet wurden (Strahllage)

4. Lupolen als geeichter Referenzstreuer dient hier zur Bestimmung der absoluten Intensität

Als Kontrollmessungen wurden zeitaufgelöste Stopped-flow-Experimente mit Enzym (F1ATPase

und ATP-Synthase) und Puffer durchgeführt. Durch Temperaturvariationen von 13°C bis 20°C

wurde der ATP-Hydrolyse-Reaktionszyklus der F1ATPase und der ATP-Synthase zeitaufgelöst

charakterisiert. Zur Entfernung von Sauerstoff wurden alle Lösungen direkt vor jeder Meßreihe bei

15 Torr 1 Stunde lang entgast. Zusätzlich wurde den Lösungen 10 % Glycerin als Radikalfänger

hinzugefügt.
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2.8.4 Auswertung und Datenanalyse

Die radiale Mittelung der 2D-CCD-Kamerabilder fand in Grenoble am NICE-Cluster der ESRF per

Telnet unter UNIX statt. Als Auswerteprogramm wurde ein von Peter Boesecke [90] entwickeltes

Programmpaket verwendet. Mit Hilfe von Steuerungs-Makroprogrammen wurden damit die einzel-

nen zeitaufgelösten CCD- Aufnahmen, bei denen schon die Dunkelmessung abgezogen war, durch

folgende Schritte bis hin zu den 1-dimensionalen Daten bearbeitet:

1. flat field –Korrektur (Intensitätsverzerrung hervorgerufen durch Fluoreszenzschirm)

2. absolute Kalibrierung der Intensität

3. Ausmaskierung von nicht benötigten Regionen (Beamstop-Bereich, Kamera-Ränder))

4. radiale Mittelung durch Integration

5. Ausgabe als ASCII-Daten: q in s [nm-1] (ohne Fehlerangabe)

Die erhaltenen radial gemittelten 1D-Datensätze der einzelnen zeitaufgelösten Stopped-flow-

Experimente („Schüsse“) à 110 Zeitscheiben („frames“) konnten dann per FTP nach Mainz zur

endgültigen Auswertung transferiert werden. Von den pro Zeitfenster erhaltenen rohen Streukurven

der Proteine in Lösung wurde nun die Streukurve des entsprechenden, aufaddierten Puffers abgezo-

gen. Durch technische Unzulänglichkeiten der CCD-Kamera und Strahlschwankungen, die meistens

direkt nach der Injektion auftraten, ergaben sich gelegentlich Abweichungen im Untergrund U der

Streukurven. In diesem Fall wurde der Untergrund mit Hilfe des Porod‘schen Gesetzes multiplika-

tiv korregiert. Es gilt für den Weitwinkelbereich:

I(q4) = (I(q) + U)∙q4 = const + U∙q4 (Gl. 2.15)

Durch Auftragung von I(q)∙q4 gegen q4 erhält man eine Gerade, aus dessen Steigung sich im Weit-

winkelbereich (q = 0.1-0.14 Å-1) der Untergrund U ergibt. Die Steigung wurde für die aufaddierte

Pufferstreuung m buffer einmalig ermittelt. Für jedes einzelne zeitaufgelöste Streubild (110 frames)

des Proteins wurde ebenfalls die Steigung m proteine in dem oben erwähnten Außenbereich bestimmt.

Anhand der folgenden Beziehung (Gl. 3.13) wurden die einzelnen Streukurven der Proteine mit

Hilfe eines Normierungsfaktors (eckige Klammer) nach Abzug der Pufferstreuung vom Untergrund

befreit.

I proteine = [   (1.003∙(1+m buffer )  /  (1+m proteine)  ] -  I buffer (Gl. 2.16)
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I proteine  = Intensität der Proteinstreukurve

I buffer   = Intensität der Pufferstreukurve

Faktor 1.003     = Empirischer Skalierungsfaktor für den Unterschied in der Intensität von Puf-

fer- und Kapillarenstreuung und in derjenigen von Protein- und Kapillaren-

streuung im Porodbereich (gilt speziell bei ATP-Synthase und F1-ATPase )

Zur weiteren Auswertung wurde der Streumassenradius Rg anhand der Guinier-Näherung (Gl. 2.5)

abgeschätzt. Dieser Teil der Auswertung, d.h. Abzug der Untergrundes und Bestimmung des

Streumassenradius Rg, konnte mit Hilfe eines Makros (s.Anhang), progammiert mit IGOR PRO

[91], für die anfallenden 110 Zeitscheiben automatisiert werden.

Die nach Porod-Normierung resultierenden Streukurven der Proteine wurden nun doppelt-

logarithmisch dargestellt. Nebenmaxima und Schultern, die bei einem bestimmten Streuvektor q in

der Streukurve auftraten, wurden anhand der Bragg‘schen Beziehung als Abstände d zwischen ge-

trennten Domänen innerhalb des Proteins interpretiert:

d = 2π / q (Gl. 2.17)

Die Abstandsverteilungsfunktion (Gl. 2.8) der Enzyme wurde durch eine semidirekte Fourier-

Transformation der Streukurve ermittelt. „Semidirekt“ heißt, das fehlende Kurventeil der Streukur-

ve im Bereich des Strahlfängers wurde durch die Guinier-Näherung (Gl. 2.5) ergänzt. Mit Hilfe von

Igor Pro [91] wurde dieser Teil der Auswertung für 110 Zeitscheiben in Form eines Makros

(s.Anhang) automatisiert.

Im Falle der ATP-Synthase, die eine langgestreckte Form besitzt, wurde zusätzlich anhand des

Kratky-Plots [81] die Stäbchenlänge L (Gl. 2.7) des Moleküls analysiert.
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2.9 Statische Neutronenkleinwinkelstreuung

Die statische Neutronenkleinwinkelstreuung an ATP-Synthase aus Micrococcus luteus erfolgte am

ILL-Hochflußreaktor (58 MW) in Grenoble (Frankreich) am Institut Max von Laue-Paul Langevin.

Das Instrument D22 besitzt den höchsten Neutronenfluß direkt auf der Probe (1.2∙108 cm2∙s-1), be-

dingt durch die brilliante, horizontale kalte Quelle. Durch einen Geschwindigkeitsselektor kann ein

relativ schmaler Wellenlängenbereich von 4-40 Å eingestellt werden. Der optimale Quelle-Proben-

Abstand wird durch ein Kollimatorsystem erreicht, das aus 8 Einzelteilen besteht. Die Probemes-

sungen finden in Küvetten der Größe 10-300 mm2 statt. Das D22-Instrument besitzt den größten

2D-Gasdetektor (3He) aller Kleinwinkelstreuanlagen. Der Detektor hat eine aktive Fläche von 96 ∙

96 cm mit einer Pixelgröße von 7.5 x 7.5 mm. Er kann in einem Detektorrohr (Vakuum) frei bewegt

werden, woraus ein Proben-Detektorabstand von 1.35 m to 18 m resultiert. Die D22-

Kleinwinkelstreuanlage in Grenoble deckt in Folge dessen einen weiten q-Bereich von 1.5 Å-1 bei

einer Wellenlänge von 2.6 Å und 0.85 Å-1 bei λ = 4.6 Å ab (∆λ /λ = 10 %). Die Datenauswertung

erfolgte analog zu der bereits dargestellten Methodik der Röntgenkleinwinkelstreuung direkt vor

Ort in Grenoble.

Abbildung 16: Neutronenkleinwinkelstreuanlage D22 am Institut Max von Laue-Paul Langevin in Grenoble,

Frankreich [92]
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2.10 Modellberechnungen

•  Zur Interpretation der experimentellen Kleinwinkelstreudaten der Enzyme aus Micrococcus

luteus wurden Molekülmodellberechnungen herangezogen. Die Molekülmodellberechnungen

basierten auf der Finite Volumen Methode (FVM) [93], bei der sich die Proteinuntereinheiten

aus einer Sammlung von Würfelelementen zusammensetzen. Diese können ihrerseits in Sub-

würfel unterteilt werden. Die Abstandsverteilungen und Streumassenradien der FVM-Modelle

wurden mit den Programmen FINEX 3 und KINEX 1.9 [60] mit einem PC unter Windows

durchgeführt. Zur Darstellung der FVM-Modelle wurde das Programm DTMM (Desktop Mole-

cular Modeller) verwendet, das die Würfelmodelle in Form von Kugelmodellen darstellt und die

Speicherung der Bilder unter Windows zum Transfer in Graphik- und Textverarbeitungspro-

gramme ermöglichte.

•  Zur Ermittlung der theoretischen Kleinwinkelstreukurven aus verschiedenen Kristallstrukturen

wurde das Programm Multibody [94] verwendet. Dabei wird jedes Cα-Atom der Aminosäure-

kette einer Kristallstruktur wie eine Kugel mit einem Radius von 3.3 Å behandelt. Durch Super-

position der einzelnen Kugeln kann die Streukurve aus den Debyegleichungen ermittelt werden.

2.11 Material

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien hatten mindestens p.a. -Qualität. Die Chemikalien und Labormate-

rialien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Aldrich, (Steinheim), Boehringer (Mannheim), Fluka, (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Serva (Hei-

delberg), Sigma (München)

Chromatographiematerialien

Das Ionenaustauschermaterial DEAE-Fractogel 650(M) und der Tentakel-Ionenaustauscher Frakto-

gel-EMD-650(M)-DMAE und das dazugehörige Glastuschen- System wurde freundlicherweise von

der Firma Merck zur Verfügung gestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Enzympräparationen aus dem Bakterium Micrococcus luteus

3.1.1 Reinigung der F1-ATPase

Zur Charakterisierung von strukturellen und funktionellen Strukturumwandlungen des Enzyms

wurde ein Produkt in hoher Reinheit und großer Menge benötigt. Nach der Ionenaustauschchroma-

tographie wurden nur die Fraktionen vereinigt, die nach elektrophoretischer Untersuchung (Glycin-

SDS-Minigelsystem von Biorad) als F1-ATPase identifiziert werden konnten. Randfraktionen des

Peaks, die wenig Enzym (< 0.1 mg/ml) oder zusätzlich geringe im Gel sichtbare Verunreinigungen

(> 5 %) enthielten, wurden als 2. Wahl (Pool B) isoliert. Die allgemeine Verfahrensweise ist am

Beispiel der ATP-Synthase (Kapitel 3.1.3., S. 47) genauer erklärt. Zur Überprüfung der Funktiona-

lität des Enzyms wurde im Anschluß die ATP-Hydrolyseaktivität (Kapitel 3.2.1.1) mit CaATP als

Substrat bestimmt.

Es ergab sich eine Produktreinheit von >98 % (Pool A) nach SDS-Elektrophorese und Densitome-

trie, was allerdings eine etwas verminderte Ausbeute zufolge hatte. Aus 250 g Bakterien konnte

nach diesem Verfahren typisch 100 mg F1-ATPase (Pool A) und 10 mg (Pool B) isoliert werden.

3.1.2 UV-Absorptionsspektrum und Nukleotidgehalt der reinen F1-ATPase

Das UV-Absorptionsspektrum der gereinigten F1-ATPase ist in Abbildung 17 dargestellt. Durch

Vergleich der UV-Spektren des Enzyms mit der Proteinbestimmung nach der BCA-Methode ergab

sich ein spezifischer Extinktionskoeffizient von E280 = 0.65 cm-1 ml mg-1 ( ± 10 %). Nun konnte

nach der Methode von Garret und Penefsky [95] der Nukleotidgehalt des Enzyms ermittelt werden:

n = ( q - 0.54054)∙( Mr  ∙  ε‘ / εATP ) (Gl. 3.1)

q ist das experimentell ermittelte Absorptionsverhältnis E260/E280, 0.54054 ist das Verhältnis des

nukleotidfreien Enzyms, Mr das Molekulargewicht, ε‘ der spezifische Extinktionskoeffizient der F1-

ATPase und εATP der molare Extinktionskoeffizient des Nukleotids. Die Anzahl der im Enzym ge-

bundenen Nukleotidmoleküle betrug bei verschiedenen Präparationen n =2.8 ± 0.5. Man kann an-

nehmen, daß pro Proteinmolekül drei Moleküle Purin-Nukleotid (ATP/ADP+GTP/GDP), vermut-

lich an den 3 nicht-katalytischen Bindungsstellen, gebunden sind.
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Abbildung 17: UV-Absorptionsspektrum der F1-ATPase (c = 13.5 mg/ml)

in 100 mM Tris/HCl, pH = 8, 10 % Glycerin

3.1.3 Reinigung der ATP-Synthase

Die Reinigung der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus nach Extraktion mit CHAPS/Triton X-

100 erfolgte durch drei Chromatographieschritte und in Gegenwart von 10 % Glycerin zur Stabilität

des Enzyms. Die 1. Ionenaustauschchromatographie in Gegenwart des Detergens Triton RX-100

(reduziert) diente zur Entfernung der Carotinoide (HPLC in 5 h). Die weitere Reinigung des Mem-

branproteins fand durch Ionenaustausch am Tentakelaustauscher DMAE-Fractogel statt (HPLC).

Der letzte Schritt wurde hauptsächlich zum Detergenzaustausch von Triton RX-100 gegen die Gal-

lensäure TDOC durch Gelpermeationschromatographie an Superose-6 (FPLC in 12 h) durchgeführt.

Auch im Falle der ATP-Synthase wurde zur Charakterisierung von strukturellen und funktionellen

Strukturumwandlungen ein Produkt in hoher Reinheit und Menge benötigt. Nach jeder einzelnen

Chromatographie wurden anhand einer elektrophoretischen Untersuchung (Glycin-SDS-

Minigelsystem von Biorad) nur diejenigen Fraktionen vereinigt, die als ATP-Synthase identifiziert

werden konnten. Fraktionen, die sehr wenig Enzym (< 0.1 mg/ml) oder zusätzlich geringe im Gel

sichtbare Verunreinigungen (> 5 %) enthielten, wurden als 2. Wahl isoliert.
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Am Beispiel der 2. Ionenaustauschchromatographie der ATP-Synthase wurde die Prozedur zur Ver-

einigung der Fraktionen mit Hilfe von Mini-Gelen genauer erläutert. Dieses Verfahren gilt für alle

Reinigungsschritte, auch im Falle der F1-ATPase. Der Vorteil bei der Verwendung von Mini-Gelen

liegt in der sehr schnellen Analyse, d.h. circa 3 Stunden nach Elution des Enzyms liegt das gefärbte

Minigel vor. Die ATP-Synthase enthaltenen Fraktionen können direkt vereinigt werden und somit

ist ein schnelles Weiterarbeiten zur Schonung des empfindlichen Proteins möglich.

Abbildung 18: Elutionsprofil der ATP-Synthase bei der Trennung an einem Ten-

takelaustauscher DMAE-Fractogel-Material mit reduzierten Triton-Puffer

(0.1 % RX-100)

----  Na-Acetat-Gradient (0-1.5 M)

Abbildung 19: Zwei SDS-Minigele (12 %-Polyacrylamid) zur Charakterisierung der ATP-Synthase

enthaltenen Fraktionen  33-46 (2. Ionenaustauschchromatographie)

In Abbildung 18 ist das Elutionsprofil der 2. Ionenaustauschchromatographie der ATP-Synthase

dargestellt. Wenn man das Elutionsprofil mit den entsprechenden Fraktionen im Mini-Gel (Abb. 19)
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vergleicht, befindet sich die ATP-Synthase mit ihren Untereinheiten, α : β : γ : δ : a : b : ε : c , in

den Fraktionen 33-46. Bei der Herstellung des Mini-Gels wurde in jede Geltasche dasselbe Volu-

men der einzelnen Fraktionen aufgetragen, so konnte direkt die Konzentration der Probe abge-

schätzt werden. Die Untereinheiten ε und c laufen mit der Front und sind in einem Trenngel mit

12 %-Polyacrylamid nicht einzeln aufgetrennt. Vereinigt wurden nach dieser Chromatographie die

Fraktionen 38-41 als Pool 1, 42-46 als Pool 2 und 33-37 als Pool 3, die

einzeln weiterverarbeitet wurden. Die Hauptverunreinigung hier waren

Cytochrom-Oxidasen (Cytochrom-c- und Chinoloxidase) und Aggre-

gate bzw. Membranfragmente höherer Masse, die jedoch in der an-

schließenden Gelpermeationchromatographie zum größten Teil von

der ATP-Synthase abgetrennt werden konnten. Typische Ausbeuten

nach der 2. Ionenaustauschchromatographie waren 160 mg ATP-

Synthase bei Verwendung von 200 g Bakterien als Ausgangsmaterial.

Abbildung 20 zeigt das Endprodukt der ATP-Synthase, das nach der

Gelpermeationschromatographie des Pool 1 aufkonzentriert wurde.

Sichtbar ist sogar die hydrophobe a-Untereinheit des F0-Teils der

ATP-Synthase aufgrund der erhöhten, aufgetragenen Proteinmenge

(nicht-lineares Färbeverhalten). Es ergab sich am Präparationsende der

ATP-Synthase eine Produktreinheit von ~ 98 %, was allerdings eine

verminderte Ausbeute zufolge hatte. Aus insgesamt 200 g Bakterien

konnte nach diesem Verfahren in zwei Subpräparationen je 30 mg

(Pool A) und je 10 mg (Pool B) ATP-Synthase isoliert werden. Die

Funktionalität der ATP-Synthase wurde im Anschluß durch Messung der A

mit MgATP als Substrat und durch Messung der ATP-Syntheseaktivität 

(Kapitel 3.2.1)

3.1.4 UV-Absorptionsspektrum und Nukleotidgehalt der reinen ATP-S

Das UV-Absorptionsspektrum der ATP-Synthase nach Reinigung durch Ge

graphie ist in Abbildung 21 dargestellt. Im Falle der ATP-Synthase ergab s

Proteinbestimmung nach der BCA-Methode [72] ein spezifischer Extinktion

0.511 cm-1 ml mg-1 ( ± 10 %). Nun konnte nach der Methode von Garret und

kleotidgehalt des Enzyms ermittelt werden:
Abbildung 20: SDS-Gel zur

Charakterisierung der ge-

reinigten ATP-Synthase
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n = ( q - 0.54054)∙( Mr  ∙  ε‘ / εATP ) (Gl. 3.2)

q ist das experimentell ermittelte Absorptionsverhältnis E260/E280, 0.54054 ist das Verhältnis des

nukleotidfreien Enzyms, Mr das Molekulargewicht, ε‘ der spezifische Extinktionskoeffizient der F1-

ATPase und εATP der molare Extinktionskoeffizient des Nukleotids. Die Anzahl der im Enzym ge-

bundenen Nukleotidmoleküle betrug bei verschiedenen Enzympräparaten n = 2.66 ± 0.5. Man kann

annehmen, daß pro Proteinmolekül drei Moleküle Purin-Nukleotid (ATP/ADP+GTP/GDP), ver-

mutlich an den 3 nicht-katalytischen Bindungsstellen, gebunden sind.

Abbildung 21: UV-Absorptionsspektrum der ATP-Synthase (c = 4.1 mg/ml)

in TDOC-Puffer (5mM) pH = 7.5, 10 % Glycerin

Die vernachlässigbare Absorption bei 311-600 nm zeigt die Abtrennung der

Cytochrom-Enzyme und der NADH-Dehydrogenase
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3.2 Enzymatische Untersuchungen

3.2.1 ATP-Hydrolyseaktivität der F1-ATPase

Nach der Aufreinigung zeigt die F1-ATPase aus Micrococcus luteus die schon bekannte Abhängig-

keit der ATP-Hydrolyseaktivität von der Temperatur und der Inkubationszeit nach Verdünnung mit

temperierten 100 mM Tris/HCl-Puffer (pH=8) auf eine Konzentration von 0.2 mg/l. Das folgende

Diagramm zeigt bis 40°C einen Anstieg der Aktivität mit der Inkubationszeit. Dieses Verhalten ist

auf die Dissoziation der inhibitorischen δ-Untereinheit des Enzyms zurückzuführen. Oberhalb einer

Temperatur von 40°C findet eine thermische Denaturierung des Enzyms statt (nicht gezeigt). Im

Rahmen dieser Arbeit wurde die Dissoziation als Indikator für die kinetische Integrität des Enzyms

bestimmt. Geschädigtes Protein zeigt eine veränderte Aktivierungskinetik und /oder eine reduzierte

spezifische Aktivität im Dissoziationsgleichgewicht (t ~ 60 min).

Abbildung 22: Abhängigkeit der ATP-Hydrolyseaktivität der F1-ATPase aus

Micrococcus luteus von der Inkubationszeit in 100 mM Tris/HCl -Puffer (pH = 8)

und der Temperatur

Zum Startzeitpunkt wurde die Stammlösung (10 g/l) auf eine Konzentration von

0.2 mg/l verdünnt. Die ATP-Hydrolyse wurde nach der angegebenen Inkubationszeit

durch Zugabe von 1 mM CaATP (5:1) ausgelöst. Der typische Meßfehler einer Einzel-

messung liegt bei 5-10 % der ATP-Hydrolyseaktivität.
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3.2.2 Einfluß von Azid als kooperativer Inhibitor auf die ATP-Hydrolyseaktivität

der F1-ATPase

Die Abhängigkeit der ATP-Hydrolyseaktivität der F1-ATPase in Gegenwart von unterschiedlichen

Mengen an Azid als kooperativer Inhibitor ist in der folgenden Abbildung gezeigt. Während bei

einer geringen Konzentration von 0.1 mM Azid kein wesentlicher Unterschied zur Inkubationsreihe

der nativen F1-ATPase bei einer Temperatur von 37°C zu erkennen ist, nimmt die spezifische Akti-

vität der F1-ATPase bei weiterer Zugabe von Azid schrittweise ab. Bei einer Konzentration von 10

mM Azid ist nur noch ein sechstel der ursprünglichen spezifischen Hydrolyseaktivität der F1-

ATPase vorhanden.

Abbildung 23: Einfluß des kooperativen Inhibitors Azid auf die ATP-

Hydrolyseaktivität der F1-ATPase nach Verdünnung von 10 g/l auf 0.2 mg/l

Die F1-ATPase wurde von 10 g/l auf 0.2 mg/l in 100 mM Tris/HCl (pH=8) mit unter-

schiedlichem Gehalt an Azid verdünnt. Die ATP-Hydrolyse wurde nach der angegebe-

nen Inkubationszeit durch Zugabe von 1 mM CaATP (5:1) ausgelöst. Der typische

Meßfehler einer Einzelmessung beträgt 5-10 % der ATP-Hydrolyseaktivität.
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3.2.3 ATP-Hydrolyseaktivität der ATP-Synthase

Die Temperaturabhängigkeit der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus war nur teilweise bekannt

[71,96]. Die spezifische Aktivitäten der F1-ATPase-freien ATP-Synthase stiegen mit Zunahme der

Temperatur und der Inkubationszeit stetig an. Bei einer Temperatur von 37°C betrug die spezifische

Hydrolyseaktivität im Fall der reinen ATP-Synthase nach einer Inkubationszeit von 90 Minuten nur

1.5 U/mg.

Anhand der Steigung des Arrhenius-Plots für diese vier verschiedenen Temperaturen und der spezi-

fischen Aktivitäten ergab sich eine Aktivierungsenergie von 277 kJ/mol ± 3 % für die ATP-

Hydrolyse der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus. Aus der Reaktionsrate je Molekül ATP-

Synthase und Sekunde (kkat) von 8 s-1 folgte bei einer Temperatur von 20 °C eine Dauer des Reakti-

onszyklus von circa τ =20 s.

Abbildung 24: Effekt der Temperatur und Inkubationszeit auf die ATP-

Hydrolyseaktivität der ATP-Synthase

Die ATP-Synthase wurde von 5 g/l auf eine Konzentration vom 4 mg/l verdünnt und bei

den angegebenen Temperaturen inkubiert. Das Enzym wurde im Aktivitätstest mit Sub-

strat 1 mM MgATP (1:1) gesättigt. Der Meßfehler einer Einzelmessung beträgt 5-10 %

der ATP-Hydrolyseaktivität.
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3.2.4 Einfluß von Azid als kooperativer Inhibitor auf die ATP-Hydrolyseaktivität der ATP-

Synthase

Die spezifische Hydrolyseaktivität der nativen ATP-Synthase betrug bei einer Temperatur von 37°C

nach einer Inkubationszeit von 90 Minuten 1.5 U/mg. Der Einfluß von Azid auf die spezifische Hy-

drolyseaktivität der Inhibitorprotein-freien ATP-Synthase bei einer Temperatur von 37°C nach ei-

ner Inkubationszeit von 90 Minuten ist in Abbildung 25 dargestellt. Die spezifische Aktivität der

ATP-Synthase nahm bei einer Azid-Konzentration von 0.1 mM drastisch ab. Die spezifische Akti-

vität erreichte ein konstant niedriges Niveau und betrug im Bereich der Unisite-Katalyse (1 mM

Azid) [68] nur noch 10-19 % des nativen Zustandes.

Abbildung 25: Einfluß des kooperativen Inhibitors Azid auf die ATP-Hydrolyse-

aktivität der Inhibitorprotein-freien ATP-Synthase nach einer Inkubationszeit von

90 Minuten

Die ATP-Synthase wurde von 5 g/l auf eine Konzentration vom 4 mg/l in 100 mM

Tris/HCl (pH=8) mit unterschiedlichem Gehalt an Azid verdünnt und bei 37°C 90 Mi-

nuten inkubiert. Die ATP-Hydrolyse wurde im Aktivitätstest durch Zugabe von 1 mM

MgATP (1:1) als Substrat ausgelöst.
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3.2.5 Einfluß von Azid als kooperativer Inhibitor auf die ATP-Syntheseaktivität

der ATP-Synthase

Die Fähigkeit der in Liposomen rekonstituierten ATP-Synthase aus ADP und Phosphat ATP zu

synthetisieren, war das entscheidende Kriterium dafür, daß das beschriebene Präparationsverfahren

zu einem strukturell und funktionell intaktem Enzym führte. Dazu wurden Studien mit einem ko-

rekonstituiertem System, bestehend aus ATP-Synthase, monomerem Bakteriorhodopsin (mBR) und

SBL-Liposomen (1:1:20) bei 30°C durchgeführt. Die mit Licht (505-590 nm) angeregte Protonen-

pumpe mBR baute eine elektrochemische Protonenpotentialdifferenz an der Lipidmembran auf.

Dieses Potential wird von der ATP-Synthase zur Synthese von ATP genutzt, wobei gleichzeitig

Protonen von innen nach außen transportiert werden. Die Quantifizierung des synthetisierten ATP

erfolgte durch die freigesetzten Photonen der Luciferin/Luciferase-Reaktion.

Abbildung 26: Einfluß von Azid auf die lichtgetriebene ATP-Synthesereaktion der

ATP-Synthase in Proteoliposomen mit monomeren Bacteriorhodopsin

ATP-Synthase (14 µg/ml) wurde mit mBR und SBL-Liposomen in einem Verhältnis

von 1:1:20 ko-rekonstituiert. Die Membranenergetisierung erfolgte durch Licht der

Wellenlänge 505-590 nm (600 mW/cm2) bei 30°C. Die Meßansätze mit Azid wurden

zuvor eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Abbildung 26 zeigt die lichtgetriebene ATP-Synthese der nativen lipidgebundenen ATP-

Synthase und den Einfluß von Azid als kooperativer Inhibitor auf die ATP-Syntheseaktivität der

ATP-Synthase. Die ATP-Synthesereaktion der nativen ATP-Synthase zeigt das schon bekannte
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Verhalten [71]. Nach Aktivierung mit Licht (Zeitpunkt t = 0) und Aufbau der Potentialdifferenz

setzt die ATP-Synthese ein. Anhand der Anfangssteigung der Synthesekurve läßt sich die spezifi-

sche Syntheseaktivität (10.78 nmol/mg∙min ± 3 %) bestimmen. Für das gezeigte Experiment betrug

die maximale ATP-Konzentration im Synthesegleichgewicht für die native ATP-Synthase 0.82 mM

bei einer anfänglichen Substratkonzentration von 1 mM ADP. Dieser Teil des Experiments zeigte,

daß das Enzym während der Präparation nicht beschädigt wurde.

Die ATP-Synthesereaktion wird nach Aktivierung mit Licht mit steigender Azidkonzentration ge-

hemmt. Die Abbildung 27 zeigt die spezifische Syntheseaktivität in Abhängigkeit der Azidkonzen-

tration. Während bei einer Konzentration von 0.1 -1 mM Azid die spezifische Syntheseaktivität

noch 78 % der nativen Syntheseaktivität betrug, war bei weiterer Erhöhung der Azidkonzentration

nur noch 58 % der Aktivität meßbar.

Abbildung 27: Spezifische Syntheseaktivität der ATP-Synthase aus Micrococcus

luteus in Abhängigkeit der Azidkonzentration (100 % = 10.78 nmol/mg∙min)
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3.3 Statische Röntgenkleinwinkelstreuung der ATP-Synthase und ihres F1-Fragmentes

3.3.1 Statische Röntgenkleinwinkelstreuung der F1-ATPase

Die statische Kleinwinkelstreukurve des F1- Fragmentes der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus

war durch Vorarbeiten in ihrem ungefähren Verlauf bekannt [60]. Die Abbildung 28 zeigt die Rönt-

genkleinwinkelstreuung des Enzyms in hoher Auflösung nach Experimenten am JUSIFA –Instru-

ment am DESY-HASYLAB in Hamburg. Die Streukurve ist bis zu einem Fehler von 5⋅10-4⋅I(0)

aufgelöst und zeigt eine Reihe von signifikanten Nebenmaxima (1-4). Die Position des Nebenma-

ximums qs repräsentiert den Abstand d der Untereinheiten innerhalb des hohlen Proteins über die

Bragg´sche Beziehung d = 2π/q, wobei q der Streuvektor ist, definiert durch q = 4π/λ sin(θ/2). So

korrespondiert das 1. Nebenmaximum bei q = 0.11 Å mit einem Abstand von 57 Å. Nach molekula-

rer Modellierung ist dies der Abstand zwischen den beiden großen Untereinheiten α und β im En-

zymkomplex. Das Doppelmaximum in der Streukurve (2,3) weist auf die Präsenz unterschiedlicher

Abstände der großen Untereinheiten im Molekülkomplex hin. Die weitere Auswertung des Streu-

profils durch die Guinier-Näherung ergab einen Streumassenradius von Rg = 45.0 ± 0.2 Å.

Abbildung 28: Röntgenkleinwinkelstreuung des F1-Fragmentes der ATP-Synthase

aus Micrococcus luteus in Lösung ( 10 g/l, pH=8, 20 % Glycerin)
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Die Teilprofile beider Detektorabstände (1m, 3.6m) wurden miteinander kombiniert.

Der Untergrund wurde mit Hilfe des Porod`schen Gesetz skaliert und anhand der Puf-

ferstreuung abgezogen und eine Interpolation der experimentellen Daten durchgeführt.

Die semidirekte Fourier-Transformation der Streukurve (Ergänzung der fehlenden Kurventeile für q

< 0.03 Å-1 und q > 0.2 Å-1) ergab die in Abbildung 29 gezeigte intramolekulare Abstandsverteilung

des Proteins mit zwei sichtbaren Extrema. Der häufigste Atomabstand im Molekül betrug 55 Å, das

dem Maximum der P(r)-Kurve entspricht. Die Extrapolation für große Abstände ergab die schon

früher ermittelte maximale Dimension rmax1 = 107 Å ± 2 Å. Nach dem Kurvenausläufer läßt sich

eine um 33 Å aus dem Molekül herausstehende kleinere Domäne postulieren, die somit zu einer

maximalen Moleküldimension der F1-ATPase von r max2 = 140 Å ± 5 Å führt. Die Signifikanz die-

ses Ergebnisses wird durch den flachen Verlauf der Abstandsverteilung im Bereich r = 100 Å bis

150 Å belegt.

Abbildung 29: Intramolekulare Abstandsverteilung der F1-ATPase aus

Micrococcus luteus mit sichtbaren Extrema bei 107 Å und 140 Å
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3.3.2 Statische Röntgenkleinwinkelstreuung der ATP-Synthase

Die ATP-Synthase aus Micrococcus luteus wurde in Gegenwart von Detergenzien in reiner, homo-

disperser Form (98 %) gewonnen. Die Strukturuntersuchung des Membranproteins fand in Abwe-

senheit von Lipiden in Gegenwart des Detergenz Taurodesoxycholat (TDOC) statt. Der schwache

Streubeitrag der Mizellen aus TDOC kann durch Subtraktion der Puffer-Referenzkurve vollständig

eliminiert werden, da die Mizellen eine extrem geringe Masse besitzen (Tetramer; M = 2100

g/mol). Die Röntgenkleinwinkelstreukurve der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus in Gegenwart

von 5 mM TDOC und 10 % Glycerin (Radikalfänger und Proteinstabilisator), aufgenommen am

JUSIFA-Instrument des HASYLAB in Hamburg, ist in Abbildung 30 dargestellt (Meßzeit: 4 ∙ 3h

incl. Puffer).

Abbildung 30: Röntgenkleinwinkelstreuung der nativen ATP-Synthase aus Micro-

coccus luteus ( 5 g/l in 5 mM TDOC, 10% Glycerin, 50 mM Tris-Ac, pH =7.5)
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rung des Moleküls eine Gliederung des Moleküls in 2 große Domänen an. Die Extrapolation der

Abstandsverteilung führte zu einer maximalen Moleküldimension von rmax = 200 Å ± 5 Å.

Abbildung 31: Die Guinier-Auftragung der Röntgenkleinwinkelsreuung der

nativen ATP-Synthase (5 g/l) ergibt einen Gyrationsradius von 56.98  ±±±±  0.85 Å

im Bereich von q2 = 1.34E-4 bis 0.001 Å-2

3.3.3 Statische Neutronenkleinwinkelstreuung der ATP-Synthase

Abbildung 32 zeigt das Neutronenstreuprofil der ATP-Synthase in H2O und die entsprechende Gui-

nier-Darstellung, aufgenommen am ILL-Neutronenreaktor der D22- Anlage bei einer Meßzeit von

je 1 Stunde in einer 1mm- Küvette bei einem Detektorabstand von 2 Metern. Das Streubild der sta-

tischen Neutronenkleinwinkelstreuung der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus in H2O ähnelt der

Streukurve der Röntgenkleinwinkelstreuung desselben Proteins. Der Streumassenradius der ATP-

Synthase beträgt 56.43 Å ± 0.77 Å im Bereich von q2 = 4.41 E-4 bis 0.001 Å-2. Dieses Ergebnis kor-

reliert sehr gut mit den Daten der Röntgenkleinwinkelstreuung. Die Messung der ATP-Synthase

(4 g/l in 50 mM Tris-Ac, pH = 7.5) fand in Gegenwart von 5 mM TDOC und 10 % Glycerin statt

und zeigte im Streubild die charakteristische verwaschene Mehrfachschulter bei einem Impulsüber-

trag von 0.11 Å-1.

0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010
4,0

4,2

4,4

4,6

4,8

5,0

5,2

5,4
Guinier-Plot der ATP-Synthase

ln
 I

q
2
 [Å

-2
]



                                                                                                                                                                          3. Ergebnisse

60

Bei der Untersuchung zur Kontrastvariation der ATP-Synthase zeigte sich bei Erhöhung des D2O-

Lösungsmittelgehaltes eine zunehmende Aggregation des Proteins. Dadurch kam es bei der Be-

stimmung des Gyrationsradius zu erheblichen Problemen, so daß speziell bei einer Konzentration

von 100 %-D2O keine Auswertung mehr möglich war.

Abbildung 32: Neutronenkleinwinkelstreuung der nativen ATP-Synthase aus

Micrococcus luteus (4 g/l in 5 mM TDOC, 50 mM Tris-Ac, pH =7.5, 10% Glycerin)

in H20

3.3.4 Einfluß von Inhibitoren auf die Struktur der ATP-Synthase und ihres F1-Fragments

Azid ist ein bekannter Inhibitor der funktionellen Kooperativität bei ATP-Synthasen [68]. In einer
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3.3.4.1 Einfluß von Azid auf die Struktur der F1-ATPase

Die konzentrationsabhängige Wirkung des Inhibitors Azid auf die Struktur der F1-ATPase ist in

Abbildung 33 gezeigt. Die Guinier-Näherung der einzelnen Streukurven zur Bestimmung des Gy-

rationsradius zeigte, daß bei geringer Azid-Konzentration zunächst eine Kontraktion des Moleküls

eintritt. Im Bereich bei c = 1 mM Azid zur Untersuchung der Unisite-Katalyse kommt es zu einer

Expansion der F1-ATPase. Die Expansion bei c = 10 mM Azid beträgt ∆ Rg = 2 %.

Abbildung 33: Der Kooperativitätsinhibitor Azid bewirkt bei der F1-ATPase aus

Micrococcus luteus im Bereich um 1 mM Azid eine Expansion des Moleküls nach

Guinier-Auswertung

Experimente am JUSIFA-Instrument, HASYLAB in Hamburg

Enzymkonzentration: 5 g/l in 50 mM Tris/HCl, pH = 8, 10 % Glycerin
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3.3.4.2 Einfluß von Azid auf die Struktur der ATP-Synthase

Experimente zur strukturellen Azid-Titration der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus wurden

ebenfalls an der JUSIFA-Kleinwinkelstreuanlage in Hamburg [85] durchgeführt. Die Guinieranaly-

se der statischen Streukurven zeigte bei vollständiger ATP-Synthase in einem Konzentrationsbe-

reich von 0.1 bis 10 mM Azid die Ausbildung eines Plateaus. Es erfolgt im Vergleich zur nativen

ATP-Synthase eine Expansion des Moleküls um ∆ Rg = 2.6 Å (4.6 %). Bei einer Konzentration von

20 mM Azid tritt eine Kontraktion des Moleküls ein. Der Gyrationsradius beträgt in diesem Fall Rg

= 52.05 Å ± 1.02 Å (nicht gezeigt).

Abbildung 34: Der Inhibitor Azid induziert eine Expansion der ATP-Synthase

(5 g/l in 50 mM Tris-Ac, pH = 7.5, 5 mM TDOC, 10 % Glycerin) über einen

breiten Konzentationsbereich
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Der Vergleich der Streukurven der ATP-Synthase bei unterschiedlichen Azidkonzentrationen ist in

Abbildung 35 gezeigt. Es fällt auf, daß die Streukurve der nativen ATP-Synthase eine ausgeprägtere

Mehrfachschulter besitzt als diejenigen mit verschiedenen Azidkonzentrationen. Es findet eine Ver-

schiebung des Nebenmaximums bei q = 0.11 Å zu kleineren q-Werten statt. Dies bedingt eine Ver-

größerung des Domänenabstands innerhalb des Enzyms entsprechend der Beziehung d = 2π /q.

Nach molekularer Modellierung verschiebt sich die Distanz zwischen den α- und β-Untereinheiten

der ATP-Synthase von 57 Å auf 80 Å nach Inkubation mit Azid.

Abbildung 35: Röntgenstreukurven der ATP-Synthase (5 g/l, 50 mM Tris-Ac,

pH = 7.5, 5 mM TDOC, 10 % Glycerin) bei verschiedenen Azidkonzentrationen

In den Abstandsverteilungen der ATP-Synthase, die in der Abbildung 36 gezeigt sind, ist in Anwe-

senheit des Inhibitors Azid das erste Extrema, das auf einen ausgeprägten Hohlraum im Molekül

schließen läßt, weniger ausgeprägt. Weiterhin verminderte sich die Einsattelung (r ≈ 110 Å) unter

leichter Vergrößerung der maximalen Moleküldimension von rmax = 200 Å um circa 10 Å.
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Abbildung 36: Intramolekulare Abstandsverteilung der ATP-Synthase aus Micro-

coccus luteus in Abhängigkeit von der Azidkonzentration

Die hochfrequente Welligkeit der Abstandsverteilungsfunktion oberhalb von r = 150 Å

ist auf Meßfehler zurückzuführen und erlaubt eine Abschätzung der Signifikanz ( ± 0.01

in P(r) bzw. ± 5 Å für r max).
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3.4 Strukturmodelle der F1-ATPase und ATP-Synthase aus Micrococcus luteus

3.4.1 Strukturmodelle der F1-ATPase

Zur Interpretation der Struktur der F1-ATPase aus Micrococcus luteus wurde ein Strukturmodell

nach der FVM-Methode (Finite Volume Method [93]) erstellt. Durch den Vergleich der experi-

mentellen und theoretischen Streukurve bzw. Abstandsverteilungsfunktionen lassen sich Aussagen

über die Molekülform des untersuchten Proteins treffen. Im Falle der F1-ATPase aus Micrococcus

luteus wurde ein Molekülmodell konstruiert, dessen kleinste Einheit aus Würfeln mit der Kanten-

länge von 9.4 Å und einem Molekulargewicht von 412 000 g/mol bestand. Die Grundlage zur An-

ordnung der einzelnen Untereinheiten lieferte die Röntgenstrukturanalyse der F1-ATPase aus Rin-

derherzmitochondrien [27] und zusätzlich diejenige der ATP-Synthase aus Hefemitochondrien [41],

wobei der F0-Teil des Enzyms nicht berücksichtigt wurde. Die Anzahl von 606 Würfelelementen

wurde aus den Molmassen der Untereinheiten des Enzyms aus Micrococcus luteus abgeleitet [60].

Bei der Berechnung der theoretischen Streukurve wurde ein einzelnes Würfelelement in 27 Subwür-

fel (Splitfaktor=3) unterteilt.

Anfangs wurde bei der Konstruktion des F1-ATPase-Komplexes als Vorlage ein Modell verwendet,

daß der F1-ATPase nach Walker [27] ähnelte und für den Organismus Micrococcus luteus modifi-

ziert wurde (F1ml8). Da in der Kristallstruktur der F1-ATPase nach Walker die Untereinheiten δ und

ε und ein Großteil der γ-Untereinheit nicht aufgelöst werden konnten, war unklar, wo diese Unter-

einheiten im Enzymkomplex lokalisiert sind. Dies mußte anhand von Aussagen in der Literatur,

geltend für andere Organismen, abgeschätzt werden.

Im Fall des ersten Modells (F1ml8) zeigte sich, daß die Lage der Nebenmaximas der experimentelle

Streukurve der F1-ATPase aus Micrococcus luteus weitgehend mit denjenigen der theoretischen,

bestimmten Streukurve aus diesem Modell übereinstimmte. Jedoch die berechnete Abstandsvertei-

lung wich deutlich von der experimentell ermittelten Verteilung der intramolekularen Atomabstän-

de ab. Unterschiede waren besonders im Bereich größerer Atomabstände und bei der Bestimmung

des maximalen Atomabstandes des Moleküls (rmax) feststellbar [60].

Nach Veröffentlichung der Kristallstruktur der ATP-Synthase aus S. cerevisiae (Hefemitochondri-

en) im November 1999 ließ sich ein genaueres Modell erstellen, weil in diesem Fall die Unterein-

heiten α3, β3, γ, ε und 10 c-Untereinheiten des Enzyms aufgelöst werden konnten. Die folgende

Abbildung zeigt die Kristallstruktur der F1-ATPase aus Rinderherzmitochondrien von Walker (A)
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[27] und die Struktur der ATP-Synthase aus S. cerevisiae (Hefemitochondrien) (B) [41]. In der Ab-

bildung C wurden 10 c-Untereinheiten der ATP-Synthase entfernt, um allein den F1-Kopf der ATP-

Synthase zu erhalten. Der Unterschied in der Kristallstruktur von A und C liegt in der Existenz der

δ-Untereinheit und in der Auflösung der kompletten γ-Untereinheit, die im Gegensatz zur F1-

ATPase-Struktur nach Walker 25 Å weiter aus dem α3β3-Hohlkörper herausragt.

Abbildung 37: A Kristallstruktur der F1-ATPase nach Walker [27]

B Kristallstruktur der ATP-Synthase nach Stock [41]

C Kristallstruktur der ATP-Synthase nach Stock ohne F0-Teil
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B Streukurven der 3 verschiedenen Kristallstrukturen A B C aus Abb. 20

Die Abstandsverteilungsfunktionen der Kristallstruktur A und C differieren im Ausläufer bei gro-

ßen Atomabständen bis 130 Å, in Abbildung 38A durch einen roten Pfeil markiert. Dieser Ausläu-

fer wird durch den verlängerten und verdickten Stiel der γ- und δ-Untereinheit erzeugt.

Der zweite Ausläufer in der Abstandsverteilungsfunktion der Struktur B bei 130 Å läßt sich darauf

zurückführen, daß sich der F0-Teil mit seinen 10 c-Untereinheiten frei im Raum befindet. Solch ein

Zustand ist im nativen Enzym nicht möglich. Da sich die Untereinheiten a und b beim Kristallisie-

ren vom restlichen Enzymkomplex abgelöst haben [41], fand möglicherweise eine strukturelle Um-

ordnung im Kristall statt. Die 10 c-Untereinheiten können einen anderen Platz als im nativen En-

zym einnehmen.

Anhand der drei in Abbildung 38 B dargestellten Streukurven ist ersichtlich, daß mit zunehmender

Zahl von Untereinheiten unterhalb des F1-Hohlkörpers das 1. Nebenmaximum der Streukurve

schwächer ausgeprägt ist.

Nach diesen Ergebnissen wurde das ursprüngliche Modell (F1ml8) für die F1-ATPase aus Micro-

coccus luteus [60] im Bereich des Stiels in der Weise modifiziert, daß es große Ähnlichkeit mit Kri-

stallstruktur C besaß. Die folgende Abbildung zeigt das Modell (F1ml8) und das weiterentwickelte

Modell der F1-ATPase (F1-i8).

Abbildung 39: Strukturmodelle der F1-ATPase aus Micrococcus luteus

A  Modell F1ml8 [60]

B  Weiterentwickeltes Modell F1-i8

A B
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Im Modell F1ml8 befanden sich die δ- und ε-Untereinheiten beide am Fuße des α3β3-Komplexes,

weil die Position der ε-Untereinheit im Enzymkomplex nicht bekannt war (Abb.39). Da auch in der

Kristallstruktur der ATP-Synthase aus S. cerevisiae (Hefemitochondrien) die genaue Position der ε-

Untereinheit nicht aufgelöst werden konnte, wurde anhand von verschiedenen Aussagen in der Lite-

ratur die ε-Untereinheit in den Zwischenraum eines α,β-Paares des F1-Kopfes modelliert (blau).

Über die genaue Lokalisation der ε-Untereinheit am F1-Kopf ist man in der Literatur jedoch unter-

schiedlicher Meinung. Die Position der ε-Untereinheit bzw. der δ-Untereinheit im Falle von E. coli

wurde entweder in der Nähe des Fußes [97] oder am Kopf [98] des α3β3-Komplexes der F1-ATPase

diskutiert. Im Falle der F1-ATPase aus Micrococcus luteus wurde die ε-Untereinheit in den Mittel-

bereich der F1-Hohlkörpers modelliert.

Zur Kontrolle der Weiterentwicklung des Modells der F1-ATPase wurde die intramolekulare Ab-

standsverteilungsfunktion des Modellkomplexes mit der aus den experimentellen Daten ermittelte

Abstandsverteilungsfunktion verglichen. Es kam erwartungsgemäß zu einer guten Übereinstim-

mung der beiden Abstandsverteilungsfunktionen insbesondere bei großen Atomabständen. Der Gy-

rationsradius des Modells beträgt 45.58 Å gegenüber 45.0 Å im Experiment.

Abbildung 40: Intramolekulare Abstandsverteilungsfunktion des Molekülmodells

F1-i8 im Vergleich zum Profil aus der Röntgenkleinwinkelstreuung der F1-ATPase

aus Micrococcus luteus (DESY-HASYLAB/ Jusifa)
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3.4.2 Strukturmodelle der ATP-Synthase

Der Vergleich experimenteller und theoretischer Streukurven gibt annähernd Informationen über

die Molekülform des untersuchten Proteins. Zur Interpretation der Struktur der ATP-Synthase aus

Micrococcus luteus wurde ein Molekülmodell nach der FVM-Methode (Finite Volume Method

[93]) konstruiert, dessen kleinste Einheit aus Würfeln mit der Kantenlänge von 9.4 Å und einem

Molekulargewicht von 542 600 g/mol bestand. Die Grundlage zur Anordnung der einzelnen Unter-

einheiten lieferte das weiterentwickelte Modell der F1-ATPase aus Micrococcus luteus (F1-i8) und

die Röntgenstrukturanalyse der ATP-Synthase aus Hefemitochondrien [41]. Die Lokalisation der

Untereinheiten a, b und c wurde in Anlehnung an das von Wang und Oster [50] postulierte Modell

für die ATP-Synthase aus E. coli im Enzymkomplex durchgeführt.

Die Anzahl der 806 Würfelelementen wurde aus den Molmassen

der Untereinheiten des Enzyms abgeleitet [96]. Das aus 21 Schich-

ten bestehende Modell der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus

mit einer Stöchiometrie von α3 : β3 : γ :δ : ε : a : b2 : c12 wurde mit

dem Programm Finix [60] erstellt.

Abbildung 41 zeigt das Modell der ATP-Synthase aus Micrococcus

luteus (AS-i30). Bei der Konstruktion wurde die a-Untereinheit

(grün) außerhalb des multimeren Rings aus c-Untereinheiten (grau)

lokalisiert, das b-Dimer (blaugrün) diente als Verbindung zwischen

der a- Untereinheit des membranständigen Teils und ε-Untereinheit

des F1-Kopf des Enzyms.

Abbildung 41: Strukturmodell der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus (AS-i30)
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Abbildung 42: Vergleich der experimentellen und theoretischen Röntgenstreukur-

ven der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus

Der Vergleich der experimentellen Streukurve mit der theoretischen Streukurve ist in der Abbildung

42 dargestellt. Bei der Berechnung der theoretischen Streukurve wurde ein einzelnes Würfelelement

in 27 Subwürfel (Splitfaktor = 3) unterteilt. Die beiden Kurven zeigen im Bereich kleiner Im-

pulsüberträge einen nahezu identischen Verlauf. Nur die verwaschene Mehrfachschulter im Außen-

bereich der Streukurven ließ sich mit diesem Strukturmodell nicht nachweisen. Der Streumassenra-

dius (Rg) des Modells ergab einen Wert von 58.98 Å gegenüber eines experimentellen Wertes von

Rg = 57.0 ± 0.8 Å .
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Abbildung 43: Vergleich der Abstandsverteilungsfunktion des Molekülmodells

(AS-i30) mit der experimentell ermittelten Abstandsverteilungsfunktion der

ATP-Synthase aus Micrococcus luteus (Röntgenstreuung)

Der zur experimentellen Abstandsverteilung ähnliche Verlauf des Molekülmodells (AS-i30) zeigt

eine leichte Verschiebung vor und im Maximum der Abstandsverteilungsfunktion, d.h. bei dem im

Molekülkomplex am häufigsten vorkommenden Abstand (Abb.43). Im Bereich der maximalen

Ausdehnung des Moleküls (rmax = 200 Å) stimmte das Modell wiederum gut mit den Daten des Ex-

periments überein.
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3.5 Zeitaufgelöste Röntgenkleinwinkelstreuung

3.5.1 Zeitauflösende Streuexperimente an ATP-Synthase und F1-ATPase aus

Micrococcus luteus bei tiefer Temperatur

Seit 1997 konnten Experimente an Hochstromsynchrotrons zur Untersuchung der Strukturdynamik

der ATP-Synthase und ihres F1-Fragmentes in den Reaktionszyklen der enzymatischen ATP-

Hydrolyse durchgeführt werden. Nach anfänglichen Versuchen bei ELETTRA, Triest, wurde dazu

die Quelle des ESRF in Grenoble genutzt, die den für die zeitaufgelösten Experimente erforderli-

chen Fluß besitzt (10 13 Photonen/s bei 12.5 KeV am Probenort des Instruments ID2 [86]).

Die Abbildung 44 zeigt einen "strukturellen Film" der arbeitendenden F1ATPase nach rascher Ver-

mischung mit CaATP als Substrat bei einer Temperatur von 13°C. Benutzt wurde ein Fluoreszenz-

Detektor (Prototyp XRII-CCD), wobei in diesem Fall die Belichtungszeit 1 Sekunde und die Ausle-

sezeit 400 ms betrug. Im Gegensatz zu bekannten Vorarbeiten [60,66,69] konnten die Untersuchun-

gen ohne Repetition (single shot) und über einen Zeitraum, der mehrere Reaktionszyklen mit hoher

Zeitauflösung abdeckte, durchgeführt werden.

Abbildung 44: Änderung des Gyrationsradius Rg der F1-ATPase (5 mg/ml) nach

Zugabe von CaATP (5:1 mM) als Substrat bei einer Temperatur von 13°C

Die Belichtungszeit betrug 1 Sekunde bei einer Auslesezeit von 400 ms

(Prototyp XRII-CCD-Fluoreszenz-Detektor)
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Der Gyrationsradius (Rg), der sensitive Informationen über die Gestalt des Proteins liefert, wurde

verwendet um den zeitlichen Ablauf des Reaktionszyklus zu verfolgen. Nur in Gegenwart von Sub-

strat konnte eine Änderung der Ausdehnung des Moleküls mit der Zeit festgestellt werden. Die

molekulare Änderung wurde von alternierenden Expansionen (+∆Rg) und Kompressionen (-∆Rg)

begleitet. Zum Vergleich ist die F1-ATPase ohne ATP als Substrat in der folgenden Abbildung dar-

gestellt. Die Änderungen in Gegenwart von ATP betrugen bei einer Belichtungszeit von 1 s maxi-

mal 0.44 Å, während das Enzym ohne ATP Schwankungen im Rg von 0.15 Å (bei einem Fehler von

maximal 0.1 Å bei der Bestimmung des Gyrationsradius durch lineare Regression) zeigte. Als be-

sondere Schwierigkeit erwies sich hier die zyklische Unterbrechung der Datenerfassung während

der Auslesepausen jedes Bildes (readout-gap). Die Verwendung einer CCD-Kamera mit Fluores-

zenzschirm erwies sich jedoch als unverzichtbar, da der hohe Röntgenfluß (10 8 gestreute Ph /s) in

Testexperimenten (1997) mit einem Gasdetektor in Sekunden zur Photolyse des Zählgases führte.

Abbildung 45: Änderung des Gyrationsradius Rg der F1-ATPase mit einer Belich-

tungszeit von 1s bei einer Temperatur von 13°C

Bedingungen: 5 g/l Enzym in 100 mM Tris/HCl, pH = 8, 10 % Glycerin

Aufnahmen: 1s Belichtungsdauer (400 ms Auslesezeit) bei einem Röntgenfluß von

10 13 Ph/s in 0.15 mm2 Focus

a) ohne Zugabe von CaATP

b) nach Zugabe von CaATP (5:1 mM) als Substrat

0 10 20 30 40 50
45,0

45,2

45,4

45,6

45,8

46,0

46,2

46,4

46,6  F
1
-ATPase ohne ATP

 F
1
-ATPase mit ATP

R
g
 [Å]

Zeit [s]



                                                                                                                                                                          3. Ergebnisse

74

Abbildung 46: Änderung des Gyrationsradius Rg der arbeitenden F1-ATPase mit

unterschiedlichen Belichtungszeiten und einer Temperatur von 13°C

Bedingungen: 5 g/l Enzym in 100 mM Tris/HCl, pH = 8, 10 % Glycerin

Aufnahmen: 400 ms/1s Belichtungsdauer (400 ms Auslesezeit) bei einem Röntgenfluß

von 10 13 Ph/s in 0.15 mm2 Focus

Bei Verkürzung der Belichtungszeit auf 400 ms bei weiterhin 400 ms Lesepause pro Bild konnten

in Gegenwart von ATP Änderungen der F1-ATPase im Gyrationsradius (Rg) von maximal 0.8 Å

beobachtet werden. Die Strukturänderungen erschienen unerwartet kurz, da viele Strukturänderun-

gen, die bei einer Belichtungszeit von 400 ms vorhanden sind, bei einer Belichtungszeit von 1 s

durch zeitliche Mittelung der Ereignisse nicht sichtbar waren. Hinzu kommt noch die notwendige

Auslesezeit der CCD-Kamerabilder, die dazu führt, daß man die Hälfte der zu untersuchenden Zeit

blind ist und dadurch kurzlebige Strukturereignisse in diese Lesepausen hineinfallen können.

Bei dieser Experimentserie sollte die Strukturdynamik der arbeitenden F1-ATPase in Abhängigkeit

von der Temperatur untersucht werden. Durch Kühlung auf 13°C wurde die enzymatische Reakti-

onsgeschwindigkeit der Hydrolyse von ATP anhand der Ergebnisse der thermokinetischen Studie

[60] von 4 ms bei 37°C auf 20 s (13°C) verlängert. Leider ließ sich aufgrund der aufgeführten De-

tektoreigenschaften die Dauer eines Reaktionszyklus bei verschiedenen Temperaturen nur erahnen.

Dennoch ist ein Gang in der Strukturänderung mit der Temperatur zu erkennen. Je höher die ge-

wählte Temperatur des Enzyms, desto größer wurden zum einen die relativen Änderungen im Rg

und desto schneller wechselten Expansionen und Kompressionen miteinander ab. Zusätzlich ergab
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sich bei allen Messungen nach Normierung der Streukurven eine leichte Expansion des Enzyms um

0.5 Å bei einer Temperaturerhöhung um 5 °C. Dabei wurden die einzelnen Streukurven auf gleiche

Intensität mit Hilfe der Porod-Darstellung (I∙q gegen q4) scaliert und auf die Anfangsintensität Io

nach Pufferabzug normiert.

Mit vollständiger ATP-Synthase wurden ebenfalls erste Experimentserien bei tiefen Temperaturen

durchgeführt. Aufgrund der geringeren Proteinkonzentration, die bei Membranproteinen zur Ver-

meidung von Aggregaten nötig ist, und der gestreckten Gestalt des Moleküls wurde ein unschärfe-

res Streuprofil erhalten. Bei der Bestimmung des Gyrationsradius wurde aufgrund der schlechteren

Statistik auch der Fehler größer. Dieser Fehler lag im Falle der ATP-Synthase bei einer Belichtung

von 1s bei maximal 0.35 Å, bei einer Belichtung von 400 ms vergrößerte er sich auf 0.66 Å. Die

relativen Änderungen im Gyrationsradius der ATP-Synthase in Gegenwart von ATP betrug maxi-

mal 2 Å (400 ms Belichtungsdauer). Durch den recht hohen Fehler war das stärkste Signal gerade

noch erkennbar, d.h. der „Strukturpuls“ tritt aus einem Fehlerschlauch hervor. In der Abbildung 47

kann man zwei Strukturpulse erkennen, die nicht in die Lesepausen der CCD-Kamera fallen, und

zwar finden die Expansionen bei circa 3 s und 33 s statt.

Abbildung 47: Strukturänderungen der vollständigen ATP-Synthase nach rascher

Zugabe von MgATP als Substrat bei einer Temperatur von 18 °C

Bedingungen: 3 g/l Enzym in 50 mM Tris-Ac, pH = 7.5, 50 mM TCOC, 10 % Glycerin

Aufnahmen: 400 ms Belichtungsdauer/ 400 ms Auslesezeit bei einem Röntgenfluß von 10 13 Ph/s in 0.15 mm2 Focus
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3.5.2 Experimentelle Probleme und Lösungen

Bei den Zeitaufgelösten Röntgenstudien entstehen nach Tabelle 1 erhebliche Probleme, die in den

vergangenen Jahren zu einem großen Teil gelöst werden konnten. Die zeitauflösenden Röntgen-

streuexperimente wurden in Zusammenarbeit mit der Gruppe Heumann (MPI für Biochemie, Mar-

tinsried) durchgeführt. Die Studien waren am Instrument ID2 der ESRF die ersten Versuche mit

Proteinlösungen überhaupt. Weiterhin bestanden keinerlei Berichte in der Literatur zu Streuexperi-

menten mit Lösungen nativer Proteine in diesem Flußbereich (1012 - 1014 Photonen/s∙mm2).

1) Detektion der intensiven Streustrahlung

2) Verlangsamung der Protein-Reaktion in ein experimentell zugängliches Zeitfenster

3) Aufheizung der Probe durch den intensiven Röntgenstrahl (beam heating)

4) Bildung von Gasblasen in der Lösung unter intensiver Bestrahlung

5) Strahlenschädigung der Proteine (radiation damage)

Tabelle 1: Probleme der zeitaufgelösten Röntgenstreuung an Proteinen an der Hochfluß-Synchrotron-

strahlungsquelle ESRF

Am Instrument ID2 der ESRF wurde anfangs zur Detektion der intensiven Streustrahlung ein

2D-Gasdetektor eingesetzt (18 cm Durchmesser; Argon-Ethan-Zählgas). Ab 0.5 % Strahlöffnung

(400 000 counts bei 60% Totzeitverlust) wurden lokale Totzeiteffekte und lokale Photolyse des

Zählgases festgestellt. Dieses Detektionsproblem führt zu sehr verrauschten Streukurven der anson-

sten schon schwach streuenden Proteinproben. Die Abbildung 48 zeigt die radial gemittelte Rönt-

genstreukurve der F1-ATPase bei 1s-Belichtungsdauer und einem Detektorabstand von 3 m aufge-

nommen mit dem 2D-Gasdetektor. Das Nebenmaximum der F1-ATPase bei großen Impulsüberträ-

gen ist nicht zu erkennen. Dieser Detektortyp ist daher zur Studie schneller Reaktionen an wässri-

gen Proteinproben mit hohem Röntgenfluß ungeeignet.
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Abbildung 48: Röntgenkleinwinkelstreuung der F1-ATPase aus Micrococcus luteus

aufgenommen mit einem 2 dim. Gasdetektor bei einem Detektorabstand von 3m

1s Belichtungszeit bei einer Strahlöffnung von 0.5 % am ESRF

(~ 5 ∙ 10 10 ph/s in 0.15 mm2 Focus)

Ab September 1997 wurde ein neuartiger Kameraprototyp, ein XRII-CCD Fluoreszenz-Detektor,

der ESRF mit einer Auflösung von 512×512 Pixeln eingesetzt. Dadurch konnte erstmalig der volle

Fluß des ESRF- Instrumentes ID2 genutzt werden. Nachteilig war die limitierte Zeitauflösung durch

die Auslesepausen zwischen den Bildern des strukturellen Films, wie die Abbildung 44 (S.72) zeigt.

Zeitlich gesehen ist man in einem Teil des Reaktionszyklus „blind“. Ab Januar 1999 stand dann

eine weiterentwickelte CCD-Kamera zur Verfügung, die Messungen mit einer minimalen Belich-

tungszeit von 150 ms (Auslesezeit: 150 ms) erlaubte und die doppelte räumliche Auflösung besaß

(1024×1024 Pixel). Die folgenden Abbildungen zeigen den Vergleich der ersten CCD-Kamera mit

dem zweiten Modell anhand einer F1-ATPase-Streukurve bei gleicher Belichtungszeit (1s). Das

Nebenmaximum der F1-ATPase ist mit Hilfe des neueren Modells bei gleicher Belichtungsdauer

sehr detailliert zu erkennen.
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Abbildung 49: Radial gemitteltes Streuprofil der F1-ATPase aus Micrococcus

 luteus aufgenommen mit dem 2-dimensionalen XRII-CCD Fluoreszenz-Detektor

der ESRF

Auflösung von 512×512 Pixel bei einem Detektorabstand von 3m und 1 s-Belichtungsdauer

Abbildung 50: Radial gemitteltes Streuprofil der F1-ATPase aus Micrococcus

 luteus aufgenommen mit dem verbesserten 2-dimensionalen XRII-CCD

Fluoreszenz-Detektor der ESRF und optimaler Instrumenteneinstellung

Auflösung von 1024×1024 Pixel bei einem Detektorabstand von 3m und 1 s-Belichtungsdauer
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Eine technische Schlüsselentwicklung war die Konstruktion einer Probenumgebung (Probenbox)

[88] mit Helium-Jet gekühlter Quarz-Durchflußkapillare, Dreikreis-Wärmetauscher und Mischzelle

für Hochfluß-Röntgenexperimente (Abbildung 14/ S.39). Durch den Dreikreiswärmetauscher

konnte die Proteinreaktion in situ durch Kühlung soweit verlangsamt werden, um ein experimentell

zugängliches Zeitfenster zu erhalten. Weiterhin wurde die Aufheizung der Probe durch den intensi-

ven Röntgenstrahl durch das Anblasen der Kapillare mit Helium vermindert (∆T < 1K).

Die Probleme der unerwarteten Gasblasenentwicklung und der Strahlenschädigung der Protei-

ne, die bei den ersten Messungen bei ESRF und ELETTRA festgestellt worden waren, konnten zum

einen durch Entgasen der Proben und durch Zusatz von Radikalfängern weitgehend gelöst werden.

Durch die intensive Röntgenstrahlung werden aus wässrigen Lösungen Radikale erzeugt, die dann

in Folgereaktionen neben Wasserstoff auch Wasserstoffperoxid als sehr reaktionsfähiges Produkt

bilden. In Gegenwart von Sauerstoff wird dieser Vorgang noch verstärkt [99]. Wasserstoffperoxid

kann Proteine durch Oxidation in Bezug auf ihre funktionelle Aktivität schädigen. Durch Entgasen

der Proben direkt vor jeder Meßreihe bei 15 Torr (1 h) wurde der zuvor in den Lösungen enthalten-

de Sauerstoff weitgehend entfernt.

Weiterhin wurde 10 % Glycerin als Radikalfänger den Puffer- und Protein-Lösungen zugesetzt. In

Bezug auf die Partikelkonzentration ist dies ein circa 100-facher Überschuß gegenüber dem Protein.

Unter diesen Bedingungen wurde die in Abbildung 51 gezeigte Stabilität der F1ATPase unter Be-

strahlung mit dem vollen Fluß der ESRF ermittelt.
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Abbildung 51: Stabilität der F1-ATPase im intensiven Röntgenstrahl

Bedingungen: 10 g/l Protein in 10 % Glycerinpuffer

Das Zeitfenster der strukturellen Biologie beträgt im Falle der F1-ATPase bei vollem

Strahl der ID2-ESRF-Beamline circa 30 s. Erst danach findet eine Stahlenschädigung

des Proteins statt, die durch eine Verminderung des Streumassenradius Rg angezeigt

wird. Die Belichtungszeit betrug jeweils 2 s bei einer Auslesezeit von 400 ms.

Danach steht das Protein für circa 30 s Bestrahlungszeit ungeschädigt der Untersuchung zur Verfü-

gung. Danach erfolgt eine Proteinschädigung durch geringe Fragmentierung des Proteins und erst

später nach zwei Minuten Belichtungszeit die Entstehung einer Luftblase. Nach diesen Ergebnissen

besteht also ein genügend langes Zeitfenster zur Strukturuntersuchung am ungeschädigten Protein.

Zusätzlich wurde der Einfluß des Strahlungs-Reaktionsproduktes H2O2 auf die ATP-

Hydrolyseaktivität der F1-ATPase überprüft. Dies konnte jedoch nicht direkt nach Bestrahlung der

Proteinprobe durchgeführt werden, da das bestrahlte Volumen der Probe mit circa 1 µl zu klein war

und nicht isoliert werden konnte. Die bekannte Abhängigkeit der ATP-Hydrolyseaktivität von der

Temperatur und der Inkubationszeit nach Verdünnung wurde in diesem Fall ausgenutzt (siehe Ka-

pitel 3.2.1.1). Die Messung erfolgte durch Zusatz von H2O2 in den Inkubationspuffer. Es zeigte sich

bis zu einer Konzentration von 1 mM H2O2 in den Inkubationspuffer keine signifikante Änderung in

der Aktivierungskinetik (Dissoziation der δ-Untereinheit) oder der spezifischen Enzymaktivität der

F1-ATPase.
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3.5.3 Ergebnisse der zeitaufgelösten Kleinwinkelstreuung zum Reaktionszyklus der ATP-

Hydrolyse durch die F1-ATPase aus Micrococcus luteus

Ab 1999 wurden die experimentellen Bedingungen durch den Einsatz der weiterentwickelten XRII-

FRELON CCD-Kamera soweit verbessert, daß ein detaillierter Einblick in den Reaktionszyklus der

ATP-Hydrolyse durch die F1-ATPase aus Micrococcus luteus möglich war. Dies wurde durch eine

erhöhte räumlichen Auflösung von 1024 × 1024 Pixel und die verkürzte Belichtungszeit und Ausle-

sezeit von je 150 ms ermöglicht.

3.5.3.1 Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse durch die F1-ATPase aus Micrococcus luteus bei

einer Temperatur von 20°C

Bei einer Temperatur von 20°C war die Lebensdauer der arbeitenden F1-ATPase aus Micrococcus

luteus im intensiven Röntgenstrahl lang genug, um Strukturänderungen während mehreren Reakti-

onszyklen zu beobachten. Der Gyrationsradius (Rg), der sensitive Informationen über die Gestalt

des Proteins liefert, wurde verwendet um den zeitlichen Ablauf des Reaktionszyklus zu verfolgen.

Nach Synchronisation des Reaktionszyklus der F1-ATPase, ausgelöst durch einen schnellen Kon-

zentrationssprung mit CaATP mittels Stopped-flow-Technik, wurden Strukturänderungen des En-

zyms mit der Zeit festgestellt (Abbildung 52).

Diese Änderungen im Gyrationsradius (Rg) zeigten sich sowohl in Einzelschüssen (150 ms Belich-

tungszeit) als auch nach Addition von 6 Schüssen (6×150 ms). Nach der Synchronisation der Probe

konnte eine Serie von Expansionen beobachtet werden, die von typischen „Schrumpfpulsen“ termi-

niert wurden. In Einzelschüssen betrug die maximale Änderung im Rg bis zu 0.82 Å ± 0.16 Å beim

Erscheinen eines Schrumpfpulses. Die Änderung im Rg verkleinerte sich bei der Summe von 6 Ein-

zelschüssen auf 0.45 Å. Nach einer Experimentdauer von ungefähr 15 s nahm das Rauschen zu.

Kontrollmessungen, bei denen anstatt CaATP Puffer mit Enzym gemischt wurde (nicht abgebildet),

zeigten diesen Effekt nicht.

Im Laufe der enzymatischen ATP-Hydrolyse durch F1-ATPase konnte man fast alle 3 Sekunden

einen „Schrumpfpuls“ beobachten, währenddessen der Dritte erst nach 4 s erschien. Weil diese Zeit

der enzymatisch bestimmten Zyklusdauer τ der ATP-Hydrolysedauer durch F1-ATPase bei 20°C

ähnelt [60], kann die Zeit zwischen 2 Schrumpfpulsen als die Dauer eines Reaktionszyklus ange-

nommen werden. Da der Dritte der drei Reaktionszyklen circa 1/3 mehr Zeit im Vergleich der er-

sten zwei Zyklen von 3 s Dauer benötigt, ist dies ein Hinweis auf die Existenz eines kinetischen

Überzyklus, der aus 3 Unterzyklen im ATP-Hydrolysemechanismus der F1-ATPase besteht. Dieses
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spezielle Verhalten kann durch die Asymmetrie der arbeitenden F1-ATPase erklärt werden. Die

Existenz einer der drei großen Untereinheitenpaare (α,β) im F1-Kopf mit einer zusätzlichen kleinen

Untereinheit (δ bei Micrococcus luteus ; ε bei E. coli) (siehe Abb. 2, S. 3) könnte dieses Verhalten

hervorrufen.

Abbildung 52: Die Änderung des Gyrationsradius der arbeitenden F1-ATPase im

Laufe mehrerer Reaktionszyklen der ATP-Hydrolyse bei einer Temperatur von

20°C

Bedingungen: 5 g/l F1-ATPase in 100 mM Tris/HCl, pH = 8, 10 % Glycerin

Aufnahmen: 150 ms Belichtungsdauer (150 ms Auslesezeit) bei einem Röntgenfluß von

10 13 Ph/s in 0.15 mm2 Focus

Genauere Betrachtung der Nebenmaximas der Streukurven

Außer den Expansionsänderungen (∆Rg) sind molekulare Bewegungen innerhalb der arbeitenden

F1-ATPase in den schwachen Nebenmaxima der Streukurven (I/I0 ~1%) zu erkennen. Abbildung 53

zeigt die zyklische Änderung der charakteristischen Extrema der arbeitenden F1-ATPase nach Sub-

traktion der Pufferstreuung als Funktion der Zeit.
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Abbildung 53: Die Nebenmaximas der Streukurven der arbeitenden F1-ATPase bei 20°C in Abhängigkeit von

der Zeit (Belichtung 300 ms/Auslesezeit 150 ms)

A: Mischung mit CaATP bei t = 0

B: Mischung mit Puffer (Kontrollexperiment)

Die Änderungen im Minimum und im Nebenmaximum der Streukurven in A repräsentieren direkt die Bewegung der

Untereinheiten innerhalb des Enzyms

In Kontrollmessungen mit Puffer anstatt ATP wurden keine vergleichbaren Änderungen im Außen-

bereich der Streukurven detektiert (Abbildung 53 B).

Abbildung 54: Vergrößerung des Außenbereichs einzelner Streukurven des zeit-

aufgelösten ATP-Hydrolysezyklus der F1-ATPase bei einer Temperatur von 20°C

A B
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Einzelne ausgewählte Streuprofile des zeitaufgelösten Reaktionszyklus sind zur besseren Unter-

scheidung in Abbildung 54 vergrößert dargestellt. Die 1. Zeitscheibe (frame 1 - schwarz dargestellt)

ähnelt dem Streuprofil der F1-ATPase im substratfreien Zustand. Charakteristische Extrema sind

dabei der Wendepunkt bei q = 0.073 Å-1, das Doppelmaximum bei q = 0.0863/ 0.1 Å-1 und das

deutlich erkennbare 2. Nebenmaximum bei q = 0.16 Å-1. Während des ATP-Hydrolysezyklus je-

doch trat das Doppelmaximum (q = 0.086 Å-1) und das 2. Nebenmaximum nicht mehr so ausgeprägt

hervor.

Nach Zugabe von CaATP ändert sich das Minimum bei q ~ 0.08 Å-1 im Laufe des Reaktionszyklus

in Bezug auf Lage und Streuintensität deutlich. Dabei ist die Position des Minimums beim Auftre-

ten der ausgeprägten „Täler“ nicht immer gleich, z.B. wenn man die 2. Zeitscheibe mit der 7. Zeit-

scheibe vergleicht. Es scheint sich um zwei unterschiedliche Konformationen im Hydrolysezyklus

der F1-ATPase zu handeln. Im Vergleich dazu ähneln sich wiederum die Zeitscheiben 5 und 10, was

auf ähnliche Konformationen des Enzyms hindeutet.

Zur Interpretation wurden Experimente mit molekularer Modellierung (nach der FVM-Methode

[93]) durchgeführt. Danach stellt das Minimum der Streukurve den „Schaft“ zwischen den α,β-

Untereinheiten und der zentralen γ-Untereinheit dar. Möglicherweise korreliert hier die zyklische

Änderung in der Tiefe und der Position des Minimums mit der Änderung des Hohlraums zwischen

diesen Untereinheiten.

Parallel zu der zyklischen Änderung in der Tiefe und der Position des Minimums verschiebt sich

auch das 1. Nebenmaximum der Streukurve in geringem Maße. Diese Änderungen im Nebenmaxi-

mum korrespondieren nach der molekularen Modellierung mit der Verschiebung der großen Unter-

einheiten im F1-Kopf des Enzyms. Die Position des Nebenmaximums qs repräsentiert den Abstand

d der Untereinheiten innerhalb des hohlen Proteins über folgende Beziehung d = 2π/q, wobei q der

Streuvektor ist. So ist das 1. Nebenmaximum bei q = 0.1 Å der Abstand zwischen den beiden gro-

ßen Untereinheiten α und β im Enzymkomplex.

Während sich das Minimum der Streukurve zu kleineren q-Werten verschob, kam es gleichzeitig

auch zu einer Verschiebung des 1. Nebenmaximas zu kleineren q-Werten. Nach obiger Beziehung

vergrößerte sich der α,β-Untereinheitenabstand von 59.8 Å im Anfangszustand der F1-ATPase auf

61.6 Å im Laufe eines Reaktionszyklus. Nach Glätten der Streukurve wurde die genaue Position des

Nebenmaximums durch Bestimmung des Achsenabschnitts der x-Achse anhand der 1. Ableitung

ermittelt. In der folgenden Tabelle ist die Position des Nebenmaximums und des daraus resultieren-
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den α,β-Untereinheitenabstands d der in Abbildung 54 gezeigten Zeitscheiben aufgeführt. Daraus

ergab sich nach Zugabe von CaATP eine maximale Abstandsänderung der α,β-Untereinheiten von

1.8 Å und im Laufe des Reaktionszyklus eine Abstandsänderung von 0.9 Å.

Zeitscheibe q-Wert [Å-1] Abstand d αααα/ββββ [Å]

Frame 1 0.1050 59.8

Frame 2 0.1020 61.6

Frame 5 0.1035 60.7

Frame 7 0.1020 61.6

Frame 10 0.1035 60.7

Tabelle 2: Änderungen der α,βα,βα,βα,β-Untereinheitenabstände während des

zeitaufgelösten Reaktionszyklus der F1-ATPase

Die strukturellen Änderungen der arbeitenden F1-ATPase werden durch eine Bewegung der Unter-

einheiten oder Domänen im Molekülkomplex hervorgerufen. Molekulare Modellierung (FVM-

Methode [93]) zeigte, daß diese Bewegung nicht durch die Rotation der zentralen γ-Untereinheit

entsteht. Offenbar verschieben sich im Laufe eines Reaktionszyklus die großen Untereinheiten

(α,β) oder zumindest der membranseitige Teil davon wesentlich. Genauere Aussagen lassen sich

erst durch Modellierung einzelner ausgewählter Zwischenzustände treffen.

Zum Schluß wurde die Abstandsverteilungsfunktion der F1-ATPase für einzelne Zeitscheiben er-

mittelt. Dabei wurde eine semidirekte Fourrier-Transformation für jede einzelne Streukurve durch-

geführt, wobei das fehlenden Kurventeil ab q < 0.02 Å-1 durch Guinier-Extrapolation ergänzt wurde

und die Streukurve bis zu einem q-Wert von 0.2 Å-1 in diese Berechnung einging. In der Abbildung

55 sind einzelne intramolekulare Abstandsverteilungen des Proteins der in Abbildung 54 aufge-

führten Zeitscheiben dargestellt. Während der häufigste Atomabstand im Molekül und die maxi-

male Dimension des Molelüls rmax1 bei circa 107 Å im Laufe des Reaktionszyklus konstant blieben,

war eine Veränderung in der zweiten maximalen Dimension des Moleküls (rmax) bei 140 Å erkenn-

bar. Nach Extrapolation konnten Änderungen der herausstehenden Domäne von bis zu 7.6 Å im

Reaktionszyklus ermittelt werden.
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Da die zweite maximalen Dimension des Moleküls (rmax2) nach Konstruktion des Strukturmodells

(F1-i8) durch die aus dem F1-Kopf herausragende γ- und δ-Untereinheit hervorgerufen wird, könn-

ten diese Änderungen durch die Rotation der γ- und δ-Untereinheit hervorgerufen werden, die asy-

metrisch im Hohlkörper lokalisiert sind (siehe Kristallstruktur S.66, Abb.37C)

Abbildung 55: Intramolekulare Abstandsverteilung der F1-ATPase aus Micrococcus luteus im Laufe des ATP-

Hydrolysezyklus bei 20°C (Belichtungszeit 300 ms)

Dieses Experiment bei einer Temperatur von 20 °C wurde in einem anderen Meßtermin mit einer

anderen Enzympräparation und in einem anderen Synchrotronmodus (16-Bunch-Modus statt 2/3-

Fill-Modus) der Europäischen Synchrotronstahlungsquelle (ESRF) reproduziert.
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3.5.3.2 Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse durch dieF1-ATPase aus Micrococcus luteus

bei einer Temperatur von 15°C

Um den zeitlichen Ablauf des Reaktionszyklus zu verfolgen, wurde der Gyrationsradius (Rg), der

sensitive Informationen über die Gestalt des Proteins liefert, verwendet. Nach Synchronisation des

Reaktionszyklus der F1-ATPase, ausgelöst durch einen schnellen Konzentrationssprung mit CaATP

mittels Stopped-flow-Technik, wurden auch bei dieser Temperatur Strukturänderungen des Enzyms

mit der Zeit festgestellt. Nach der Synchronisation der Probe konnte bei einer Temperatur von

15 °C eine Serie von Expansionen beobachtet werden, die von den typischen „Schrumpfpulsen“

terminiert wurden. Die folgende Abbildung zeigt zwei Einzelschüsse mit einer Belichtungszeit von

je 150 ms (Auslesezeit 150 ms), die eine große Ähnlichkeit besitzen (Abb.56). Nach einer be-

stimmten Anfangsphase erschienen die Schrumpfpulse in Abständen von circa 6.5 Sekunden. Diese

Zeit korrelierte gut mit den enzymatischen Messungen der ATP-Hydrolyse durch F1-ATPase

[60,66]. Allgemein betrug jedoch bei einer Temperatur von 15°C im Einzelschuß (150 ms-

Belichtungsdauer) die maximale Änderung im Rg nur noch 0.4 Å ± 0.16 Å beim Erscheinen eines

Schrumpfpulses.

Abbildung 56: Die Änderung des Gyrationsradius der F1-ATPase im Laufe der

ATP-Hydrolyse bei einer Temperatur von 15°C

Bedingungen: 5 g/l F1-ATPase in 100 mM Tris/HCl, pH = 8, 10 % Glycerin

Aufnahmen: 150 ms Belichtungsdauer (150 ms Auslesezeit) bei einem Röntgenfluß von 1013 Ph/s in 0.15 mm2 Focus
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Bei einer Temperatur von 15°C kam es zu unerwarteten Problemen mit der Reaktionsführung. Die

folgende Abbildung 57 zeigt beispielhaft 2 Schüsse, die zeitlich nicht gut übereinstimmen. Im all-

gemeinen konnte man feststellen, daß die Dauer der Anfangsphase von Schuß zu Schuß variiert.

Dadurch und durch die geringeren Änderungen im Gyrationsradius von 0.4 Å speziell bei dieser

Temperatur war es schwierig Strukturpulse zu erkennen. Dieses Beispiel zeigt, daß sich die einzel-

nen Schüsse sich nicht mehr einfach addieren ließen, d.h. die Schüsse besaßen einen zeitlichen Ver-

satz zueinander (delay). Mit Hilfe eines Korrelationsprogramms, das den zeitlichen Versatz inner-

halb der einzelnen Schüsse analysiert, könnten diese Probleme eliminiert werden. Es stand jedoch

keines für diesen speziellen Fall (nicht zyklische Ereignisse) geeignetes Korrelationsprogramm zur

Verfügung.

Dieses Verhalten wurde auch bei noch tieferen Temperaturen (12°C) festgestellt. Die Kühlung des

Systems scheint noch unbekannte Auswirkungen auf die Startreaktion des ATP-Hydrolysezyklus

der F1-ATPase zu besitzen, z.B. die ATP-Beladung vor Beginn der Reaktion.

Abbildung 57: Die Änderung des Gyrationsradius der F1-ATPase im Laufe der

ATP-Hydrolyse bei einer Temperatur von 15°C

Bedingungen: 5 g/l F1-ATPase in 100 mM Tris/HCl, pH = 8, 10 % Glycerin

Aufnahmen: 150 ms Belichtungsdauer (150 ms Auslesezeit) bei einem Röntgenfluß von 1013 Ph/s in 0.15 mm2 Focus
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Molekulare Bewegungen innerhalb der F1-ATPase sind auch bei einer Temperatur von 15 °C in den

schwachen Nebenmaxima der Streukurven (I/I0 ~1%) qualitativ zu erkennen. Sie sind jedoch bei

15 °C nicht so ausgeprägt wie bei einer Temperatur von 20°C. Abbildung 58 zeigt die zyklische

Änderung der charakteristischen Extrema der arbeitenden F1-ATPase nach Subtraktion des isotro-

pen Puffers als Funktion der Zeit.

Abbildung 58: Die Nebenmaximas der Streukurven der F1-ATPase bei 15°C in

Abhängigkeit von der Zeit (Belichtung : 150 ms/Auslesezeit 150 ms)

Um mehrere Zyklen der ATP-Hydrolyse durch synchronisierte F1-ATPase verfolgen zu können,

mußte die Meßdauer verlängert werden. Dies erfolgte durch Erhöhung der Belichtungsdauer auf

300 ms bei einer Auslesezeit von 150 ms, weil die maximale Anzahl der Zeitscheiben bei diesem

Modell der CCD-Kamera auf 110 beschränkt war. Jedoch viele Strukturänderungen, die bei einer

Belichtungszeit von 150 ms vorhanden sind, sind bei 300 ms- Belichtungsdauer durch zeitliche

Mittelung der Ereignisse nicht sichtbar. Die Änderungen im Gyrationsradius verkleinerten sich da-

durch auf maximal ∆Rg = 0.3 Å bei einem Fehler von 0.07 Å. Bei einer Temperatur von 15°C

konnten weitere Aussagen über den Reaktionszyklus aus diesen Gründen nicht getroffen werden.
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3.5.4 Modellierung der Strukturdynamik der F1-ATPase

Zur Interpretation der Strukturdynamik der F1-ATPase wurden Strukturmodelle nach der FVM-

Methode (Finite Volume Method [93]) erstellt. Einzelne Zwischenzustände des zeitaufgelösten Re-

aktionszyklus der ATP-Hydrolyse mittels der F1-ATPase wurden durch Vergleich der experimen-

tellen Streukurven mit den theoretischen Modellstreukurven charakterisiert. Ursprungsmodell war

das Strukturmodell F1-i8 für Micrococcus luteus, das der Kristallstruktur von ATP-Synthase aus

Hefemitochondrien [41] nachempfunden wurde (Kapitel 3.4.1, S.65). Bei der Berechnung der theo-

retischen Streukurve wurden die 606 Modellelemente à 9.4 Å in 27 Subwürfel (Splitfaktor=3) un-

terteilt.

In Anlehnung an das Bewegungsmodell von Wang und Oster [37], die eine Kippbewegung des un-

teren Teils der katalytischen β-Untereinheit während des Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse vor-

schlugen, wurde der Hohlraum zwischen der γ-Untereinheit und des unteren Drittels einer β-

Untereinheit geschlossen (Modell F1-i14). Dabei wurden einzelne Würfel der 3 untersten Schichten,

die sich im Außenbereich der β-Untereinheit befanden, in diesen Hohlraum verschoben. Die Abbil-

dung 59 zeigt den Unterschied der Anordnung der Würfelelemente im Außenbereich einer β-

Untereinheit, im rechten Bildbereich, anhand der erstellten Modelle F1-i8 und F1-i14.

A
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B
A
bbildung 59: Strukturmodelle der F1-A

tand (A) und mit eingeschobener memb

F1-i8
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90
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B F1-i14

odells wurde von einer Änderung der daraus resultierenden

ie entsprechende Abstandsverteilungsfunktion keine signifikan-
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ten Unterschiede auf. Im Modell F1-i15 (hier nicht gezeigt) wurde dieser direkte Kontakt der γ-

Untereinheit zu zwei β-Untereinheiten hergestellt. In der folgenden Abbildung sind die theo-

retischen Streukurven dieser 3 Modelle abgebildet. Dabei unterscheiden sich die theoretischen

Streukurven der Modelle 14 und 15 kaum.

Abbildung 60: Theoretische Streukurven einzelner Strukturmodelle der

F1-ATPase zur Charakterisierung der einzelnen Zwischenzustände im

ATP-Hydrolysezyklus

Allgemein konnte man festzustellen, daß je geringer der Hohlraum zwischen der γ-Untereinheit und

den β-Untereinheiten im unteren Bereich der F1-Kopfes war, desto größer war auch die Verschie-

bung des Minimums und des 1. Nebenmaximums in der berechneten Streukurve zu größeren Im-

pulsüberträgen, d.h. der α,β-Untereinheitenabstand zueinander wurde immer kleiner. Weiterhin war

das 1. Nebenmaximum schwächer ausgeprägt, je weniger Hohlraum im α,β-Kopf des Enzyms vor-

handen war.

Diese Ergebnisse korrelieren gut mit den experimentell ermittelten molekularen Bewegungen in-

nerhalb der F1-ATPase, die in den schwachen Nebenmaxima der Streukurven bei einer Temperatur

von 20°C sichtbar waren (siehe Abbildung 54, S.83). Wie der Vergleich mit dem Modell F1-i8

zeigt, entspricht demnach die Zeitscheibe 7 des Experiments einem Zustand des Enzyms, indem die

γ-Untereinheit frei im Hohlraum des F1-Kopfes lokalisiert ist. Die Streukurve der Zeitscheiben 5
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und 10 des Reaktionszyklus ähnelt derjenigen des Modells F1-i14, in der eine oder zwei β-

Untereinheiten in direktem Kontakt zur γ-Untereinheit stehen. Weiterhin stimmt die im Experiment

erhaltene Streukurve der Zeitscheibe 1 mit derjenigen des Modells F1-i14 gut überein. Nur das zu-

sätzliche Doppelmaximum bei q = 0.0863 Å-1, das nach der Aktivierungsphase (50 ms) während

des ganzen Reaktionszyklus nicht mehr erscheint, ließ sich nicht in einem Molekülmodell nachwei-

sen.

Diese Verschiebung des unteren Drittels der β-Untereinheiten in den Hohlraum zwischen der γ-

Untereinheit und den β-Untereinheiten bewirkt jedoch keine signifikanten Änderungen im Gyrati-

onsradius der F1-ATPase. Maximale Änderungen waren in diesem Fall ∆ Rg = 0.3 Å zwischen den

oben abgebildeten Modellen.

Um größere Veränderungen im Gyrationsradius zu erreichen, wurde nun ein kleiner Teil der  β-

Untereinheit im unteren Drittel nach außen modelliert. Ausgehend vom Modell F1-i8, indem die γ-

Untereinheit frei im Hohlraum des F1-Kopfes liegt, wurden jeweils zwei Würfel der untersten 2

Schichten einer β-Untereinheit nach außen verschoben. Dieser Vorgang wurde an einer bzw. zwei

β-Untereinheiten (F1-i26) durchgeführt. Abbildung 61 zeigt den Unterschied der Anordnung der

Würfelelemente anhand der Modelle F1-i8 und F1-i26.

Abbildung 61: Strukturmodelle der F1-ATPase aus Micrococcus luteus

im Ruhezustand (A) und mit ausgeschobener membranseitiger ββββ-Domäne (B)

A F1-i8 B F1-i26

In der folgenden Tabelle sind resultierenden Gyrationsradien aller entwickelten Strukturmodelle zur

Charakterisierung des Reaktionszyklus der F1-ATPase aufgeführt. Erwartungsgemäß war eine Ver-

A B
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größerung des Gyrationsradius festzustellen, je weiter die β-Untereinheiten in ihrem unteren Drittel

(membranseitige Domäne) von der γ-Untereinheit entfernt waren.

Modell Gyrationsradius [Å] Membranseitige ββββ-Domänen

eingeklappt ausgeklappt

F1-i8 47.92 – –

F1-i14 47.61 1 –

F1-i15 47.63 2 –

F1-i25 48.28 – 1

F1-i26 48.63 – 2

Tabelle 3:Gyrationsradien der entwickelten Strukturmodelle der F1-ATPase (FVM-Methode [93])

Neben einer Erhöhung des Gyrationsradius für die Modelle F1-i25 und F1-i26 war auch eine Verän-

derung in den entsprechenden Streukurven erkennbar. Das Minimum der Streukurven dieser Mo-

delle war weniger stark ausgeprägt, währenddessen sich die Streuintensität des 1. Nebenmaximums

nicht ändert (Abb.62).

Der Vergleich der Streukurven dieser beiden Modelle mit den im Experiment ermittelten Änderun-

gen im Nebenmaximum zeigte weitere Übereinstimmungen. Die Zeitscheibe 2 war vergleichbar mit

dem Modell F1-i25, bei dem ein Teil des unteren Drittels einer einzelnen β-Untereinheit in den Au-

ßenbereich des Enzyms modelliert wurde (ausgeklappte membranseitige β-Domäne).
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Abbildung 62: Theoretische Streukurven berechnet für verschiedene Strukturmo-

delle der F1-ATPase

Nach der molekularen Modellierung scheint im Laufe des ATP-Hydrolysezyklus eine Art Kippbe-

wegung des unteren Drittels der β-Untereinheit stattzufinden. Dabei kann anhand der Streukurven

nicht klar unterschieden werden, ob während des Hydrolysezyklus eine oder zwei β-Untereinheiten

gleichzeitig herausklappen oder im anderem Extrem in direktem Kontakt zur γ-Untereinheit stehen;

der Unterschied in den Streukurven der jeweiligen Modelle ist zu gering.

Zum Schluß wurde überprüft, ob die Kippbewegungen der membranseitigen Domänen der β-

Untereinheiten auch mit der experimentellen Änderung des Gyrationsradius im Reaktionsmecha-

nismus korreliert. Dazu wurden zwei Zeitscheiben des Reaktionszyklus ausgewählt, die eine Ände-

rung im Gyrationsradius um ∆ Rg = 0.8 Å („Schrumpfpuls“) aufwiesen (Abb.52, S.82). Die entspre-

chenden experimentellen Streukurven der Zeitscheiben 11 und 15 sind in der Abbildung 63 darge-

stellt. Die Streukurven unterscheiden sich hauptsächlich in der Ausprägung des Minimums und in

der Höhe des 1. Nebenmaximums. Nach Vergleich der Streukurven mit denjenigen der erstellten

Modelle entspricht die Zeitscheibe 15 dem Modell F1-i14/15 und die Zeitscheibe 11 dem Struktur-

modell F1-i25/26. Diese beiden Modelle unterscheiden sich nach der Tabelle 3 im Gyrationsradius

um 1 Å.
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Abbildung 63: Experimentell ermittelte Streukurven der Zeitscheiben 11 und 15

des ATP-Hydrolysezyklus der F1-ATPase bei einer Temperatur von 20 °C

Durch die Konstruktion der obrigen Strukturmodelle konnte der ATP-Hydrolysezyklus der F1-

ATPase anhand der Streukurven charakterisiert werden. Die Veränderungen im Nebenmaximum

der einzelnen Streukurven wiesen auf eine Art Kippbewegung der β-Untereinheiten in ihrem unte-

ren Drittel hin, die zu einem direkten Kontakt zur γ-Untereinheit führte. Ob im Laufe des Reakti-

onszyklus die membranseitige Domäne von einer oder zwei β-Untereinheiten diese Kippbewegung

durchführen, konnte anhand der erstellten Modelle nicht unterschieden werden. Diese molekularen

Bewegungen korrelieren gut mit den festgestellten Änderungen im Gyrationsradius (Rg), d.h. in der

Ausdehnung des Moleküls.
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3.5.5 Ergebnisse der zeitaufgelösten Kleinwinkelstreuung zum Reaktionszyklus der ATP-

Hydrolyse durch die ATP-Synthase aus Micrococcus luteus bei 20°C

Durch zeitaufgelöste Röntgenkleinwinkelstreuung, die zur Charakterisierung der Größe und Kon-

formation gelöster biologischer Makromoleküle besonders geeignet ist, konnten Stukturänderungen

der arbeitenden ATP-Synthase im Laufe eines ATP-Hydrolysezyklus beobachtet werden. Nach en-

zymatischen Untersuchungen der ATP-Hydrolyse durch die ATP-Synthase aus Micrococcus luteus

ergab sich bei einer Temperatur von 20 °C für die Dauer eines Reaktionszyklus eine Zeit von circa

τ = 20 s (siehe Kapitel 3.2.1.3). Um einen einzelnen Reaktionszyklus der ATP-Synthase zeitaufge-

löst verfolgen zu können, war im Gegensatz zur F1-ATPase zur Verlängerung des Reaktionszyklus

keine weitere Kühlung notwendig.

Der Gyrationsradius (Rg), der sensitive Informationen über die Gestalt des Proteins liefert, wurde

auch hier verwendet um den zeitlichen Ablauf des Reaktionszyklus zu verfolgen. Nach Synchroni-

sation des Reaktionszyklus der ATP-Synthase, ausgelöst durch einen schnellen Konzentrations-

sprung mit MgATP als Substrat mittels Stopped-flow-Technik, wurden Strukturänderungen des

Enzyms mit der Zeit festgestellt (Abbildung 64).

Abbildung 64: Die Änderung des Gyrationsradius der ATP-Synthase im Laufe ei-

nes einzelnen Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse bei einer Temperatur von 20°C

Bedingungen: 3 g/l ATP-Synthase in 50 mM Tris-Ac, pH = 7.5, 5 mM TDOC, 10 % Glycerin

Aufnahmen: 150 ms Belichtungsdauer (150 ms Auslesezeit) bei einem Röntgenfluß von 10 13 Ph/s in 0.15 mm2 Focus
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Diese Änderungen im Gyrationsradius (Rg) zeigten sich sowohl in Einzelschüssen (150 ms Belich-

tungszeit) als auch nach Addition von 3 Schüssen (3×150 ms), wenn auch mit im Vergleich zur F1-

ATPase vergrößerten Fehler. Nach der Synchronisation der Probe konnte eine Serie von Expansio-

nen beobachtet werden, die von typischen „Schrumpfpulsen“ terminiert wurden. Besonders der

„Schrumpfpuls“ nach circa 22 Sekunden Zyklusdauer ist deutlich zu erkennen. Die maximale Än-

derung im Rg betrug hier bis zu 1.5 Å ± 0.36 Å, währenddessen sich die Änderung im Rg bei der

Summe von 3 Einzelschüssen auf 0.8 Å verkleinerte. Der erhöhte Fehler bei der Bestimmung des

Gyrationsradius resultiert zum einen aus der geringeren Proteinkonzentration des Enzyms (3 g/l)

und dem verkürzten auswertbaren Guinierbereich der ATP-Synthase. Da der Schrumpfpuls nach 22

Sekunden Zyklusdauer gut mit der enzymatisch bestimmten Zyklusdauer der ATP-Synthase korre-

liert, kann man die Zeit bis zu diesem Schrumpfpuls als die Dauer ein Reaktionszyklus vermuten.

Aufgrund der langgestreckten Gestalt der ATP-Synthase wurde neben der Bestimmung des Gyrati-

onsradius (Rg) auch die Stäbchenlänge L ermittelt, um den Reaktionszyklus zu verfolgen. Die

Stäbchenlänge L des Enzyms wurde mit Hilfe der Kratky-Darstellung und Gleichung 2.7 bestimmt.

Dabei zeigte sich eine maximale Änderung der Stäbchenlänge von 3.4 Å im Reaktionsverlauf. Fer-

ner korrelierten die Änderungen der Stäbchenlänge L mit den Änderungen des Gyrationsradius. Die

folgende Abbildung zeigt den Vergleich der zeitlichen Änderungen der Stäbchenlänge L und des

Gyrationsradius (Rg) für einen Einzelschuß mit einer Belichtungszeit von 150 ms je Bild. Anhand

der Änderungen der Stäbchenlänge der ATP-Synthase kommt es im Laufe des Reaktionszyklus zu

einer Art Kontraktion in der Längenausdehnung der ATP-Synthase um circa 3 Å (2 %).

Dieser weitere Bewegungsmodus der ATP-Synthase tritt vermutlich zusätzlich zu den Struktrände-

rungen im F1-Kopf des Enzyms auf. Jedoch im Falle der ATP-Synthase waren bei Betrachtung der

schwachen Nebenmaxima der Streukurven keine Änderungen zu erkennen. Hervorgerufen durch

den zusätzlichen membranständigen F0-Teil im Enzym zeigen die Streukurven der ATP-Synthase

nur eine verwaschene Mehrfachschulter, die keine detaillierte Aussage über molekulare Bewegun-

gen innerhalb des Enzyms zuläßt. In der Abbildung 66 sind die Nebenmaximas der Streukurven der

ATP-Synthase bei 20°C in Abhängigkeit von der Zeit dargestellt.
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Abbildung 65: Die Änderung des Gyrationsradius (Rg) und der Stäbchenlänge (L)

der arbeitenden ATP-Synthase im Laufe eines einzelnen Reaktionszyklus der

ATP-Hydrolyse bei einer Temperatur von 20°C

Abbildung 66: Die Nebenmaximas der Streukurven der ATP-Synthase bei 20°C in

Abhängigkeit von der Zeit (Belichtung 300 ms/Auslesezeit 150 ms)
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4 Diskussion

4.1 Enzympräparation und Charakterisierung der ATP-Synthasen

Die Reinigung der ATP-Synthasen aus Micrococcus luteus, der F1-ATPase und der ATP-Synthase,

mittels chromatographischer Trennmethoden wurde auf präparativen Maßstab übertragen. Zur

Analyse von Strukturumwandlungen der Enzyme im Laufe des Reaktionszyklus mittels zeitaufgelö-

ster Röntgenkleinwinkelstreuung wurde ein Produkt in großer Menge und hoher Reinheit benötigt.

Der Start des ATP-Hydrolysezyklus erfolgte durch Substratsättigung der ATP-Synthasen mit Hilfe

des „stopped-flow“-Mischverfahrens (Konzentrationssprung). Pro hergestellter Reaktionsmischung

wurden je 80 µl Enzym- (c = 5-10 g/l) und Substratlösung (cATP = 16 mM) eingesetzt.

Wie im Kapitel 3.1 gezeigt ist, konnte bei den Präparationen neben der großen Menge auch die für

Streuversuche notwendige Reinheit von 98 % erzielt werden. Hilfreich war die Verwendung von

SDS-Mini-Gelen (Biorad-System) im Lauf der Präparationen zur Analyse der einzelnen Reini-

gungsschritte. Der Vorteil lag in der schnellen Herstellung, d.h. 3 Stunden nach Elution des jeweili-

gen Enzyms lag das gefärbte Mini-Gel vor. Die empfindlichen Proteine konnten durch dieses

schnelle Verfahren während der Präparation geschont und ohne mehrtägige Salz-Inkubation in ihrer

aktiven Form isoliert werden. Der Zusatz von 10 %-Glycerin zu den Enzymlösungen erfüllte zwei

wichtige Aufgaben. Zum einen besitzt Glycerin eine stabilisierende Wirkung auf Proteine und fun-

giert zusätzlich als Radikalfänger während der zeitaufgelösten Strukturuntersuchung der Proteine

mittels Röntgenstrahlung zur Vermeidung von Strahlenschäden. Der Nukleotidgehalt beider En-

zympräparate wurde nach der Methode von Garret und Penefsky [95] ermittelt. Die Präparate ließen

auf einen Anfangszustand des ATP-Hydrolysezyklus schließen, der 3 Purinnukleotid-Moleküle

(ATP/ADP+GTP/GDP) enthält, die vermutlich an den 3 nicht-katalytischen Bindungsstellen lokali-

siert sind (Kapitel 3.1.2, 3.1.4).

Die Überprüfung der Funktionalität der Enzyme erfolgte mittels enzymatischer Methoden. Durch

Vorarbeiten in den vergangenen Jahren waren die Funktionsänderungen beider Enzyme in Abhän-

gigkeit von der Zeit und der Temperatur analysiert worden [60,66,69]. So konnte im Fall der F1-

ATPase aus Micrococcus luteus die langsame Dissoziation des Inhibitorsproteins und die Um-

wandlung in eine andere Enzymmodifikation gut beobachtet werden, da der Prozeß bei 37 °C 90

Minuten dauert (Abb.22, S.50). Die ATP-Synthase zeigte als charakteristisches Merkmal einen An-

stieg der ATP-Hydrolyseaktivität in Abhängigkeit von der Temperatur und der Inkubationszeit
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(Abb.24, S.52). Im Fall der ATP-Synthase konnte zusätzlich zur ATP-Hydrolyseaktivität die ATP-

Syntheseaktivität des Enzyms überprüft werden (Abb.26, S.54), um ein strukturell und funktionell

intaktes Enzym nachzuweisen.

4.2 Statische Röntgenkleinwinkelstreuung der ATP-Synthasen aus Micrococcus luteus

4.2.1 Statische Röntgenkleinwinkelstreuung und Modellierung der F1-ATPase

Die Experimente am Synchrotron DESY-HASYLAB in Hamburg führten zu einem Röntgenklein-

winkelstreuprofil des Enzyms in hoher Auflösung. Dies wurde durch die sehr gute Kalibrierung der

Meßeinrichtung des JUSIFA-Instruments [85] und die Verwendung eines hochreinen Enzympräpa-

rats möglich. Wegen der geringen Strahlstärke am Instrument B1-Jusifa (1/200000 des ID2-

Instrumentes, ESRF in Grenoble) konnten Artefakte durch Strahlenschädigung des Proteins in 10 %

Glycerin ausgeschlossen werden. Die am JUSIFA-Instrument ermittelten Daten dienten daher als

Referenz für die weiteren zeitaufgelösten Experimente.

Die Genauigkeit des Streuprofils der nativen F1-ATPase bildete die Grundlage zur Erstellung des

Molekülmodells der F1-ATPase aus Micrococcus luteus mit der FVM-Methode [93]. Anhand der in

der Literatur aktuell vorliegenden Kristallographiedaten für die F1-ATPasen aus anderen Organis-

men [27,41] wurde das bis dato vorliegende Molekülmodell die F1-ATPase aus Micrococcus luteus

[60] modifiziert. Insbesondere im Bereich des Stiels, der im F1-Hohlkörper rotiert und aus dem F1-

Hohlkörper herausragt, war die Kristallstruktur der ATP-Synthase aus Hefemitochondrien [41] bei

der Weiterentwicklung des Modells sehr hilfreich. In der Kristallstruktur konnte 1999 erstmals die

vollständige γ-Untereinheit und die δ-Untereinheit aufgelöst werden, die gemeinsam um 25 Å aus

dem F1-Hohlkörper herausragen. Mit Hilfe des Programms Multibody [94] wurden aus den Kri-

stallographiedaten mit atomarer Auflösung die zugehörigen theoretischen Kleinwinkelstreuprofile

und die Abstandsverteilungsfunktionen ermittelt. Dadurch konnten beide Methoden zur Strukturbe-

stimmung von Proteinen direkt miteinander verglichen werden.

Die Lokalisation der ε-Untereinheit innerhalb des F1-Komplexes wurde anhand von verschiedenen

Aussagen in der Literatur in den Zwischenraum eines α,β-Paares des F1-Kopfes modelliert. Über

die genaue Lokalisation der ε-Untereinheit am F1-Kopf ist man in der Literatur jedoch unterschied-

licher Meinung. Die Position der ε-Untereinheit bzw. der δ-Untereinheit im Falle von E. coli wurde

entweder in der Nähe des Fußes [97] oder am Kopf [98] des α3β3-Komplexes der F1-ATPase disku-
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tiert. Im Falle der F1-ATPase aus Micrococcus luteus wurde die ε-Untereinheit in den Mittelbereich

der F1-Hohlkörpers modelliert.

Die Modifizierung des Strukturmodells der F1-ATPase aus Micrococcus luteus (F1-i8) in Bezug auf

die veränderten Positionen der γ, δ und ε-Untereinheit im Enzymkomplex führte beim Vergleich der

experimentellen mit der theoretisch ermittelten intramolekularen Abstandsverteilung zu einer sehr

guten Übereinstimmung (Abb.40, S.68). Dies trifft insbesondere bei großen Atomabständen im Be-

reich des Stiels zu. Weiterhin korrelierte der im Experiment ermittelte Streumassenradius (Rg =

45.0 Å), der ein Maß für die Ausdehnung des Moleküls ist, mit demjenigen des weiterentwickelten

Strukturmodells (Rg = 45.58 Å).

Weiterhin wurden statischen Kleinwinkelstreuexperimente zur Charakterisierung der Strukturände-

rungen der F1-ATPase, die in Abhängigkeit von dem Inhibitor Azid auftraten, durchgeführt. Diese

Ergebnisse werden in Abschnitt 4.3 diskutiert.

4.2.2 Statische Kleinwinkelstreuung und Modellierung der ATP-Synthase

Im Falle der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus wurden zur Charakterisierung der Größe und

Form des Membranproteins zwei unterschiedliche Streumethoden angewendet. Es ergab sich bei

Streuversuchen mit Röntgenlicht sowie mit Neutronen ein einheitlicher Gyrationsradius von Rg =

57 Å. Obwohl verschiedene Enzympräparationen eingesetzt und die Kleinwinkelstreuprofile des

Enzyms an zwei verschiedenen Einrichtungen ermittelt worden sind, kam es zu dieser guten Über-

einstimmung.

Die Röntgenkleinwinkelstreukurve der ATP-Synthase, die am Synchrotron DESY-HASYLAB in

Hamburg ermittelt wurde, besaß eine hohe Auflösung. Die gute Kalibrierung der Meßeinrichtung

des JUSIFA-Instruments [85] und die Verwendung eines hochreinen Enzympräparats machte es

möglich. Diese Genauigkeit des Profils bildete die Grundlage zur Erstellung des Molekülmodells

der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus mit der FVM-Methode [93].

Die Konstruktion dieses Strukturmodells der ATP-Synthase erwies sich schwieriger als im Falle der

F1-ATPase. Zwar war die Form des katalytischen Kopfes, der F1-ATPase, durch das vorliegende

Modell (F1-i8) bekannt, jedoch war die Lokalisation der kleineren Untereinheiten a, b2 und c10-14 des

membranständigen F0-Teils unklar.

In der Kristallstruktur der ATP-Synthase aus Hefemitochondrien [41] konnten nur die Untereinhei-

ten α3, β3, γ, ε und 10 c-Untereinheiten des Enzyms aufgelöst werden. In verschieden Arbeiten
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wurde die Anordnung der c-Untereinheiten in Form eines Ringes [22,46-49] vermutet, was nach

Erscheinen der Kristallstruktur der ATP-Synthase bestätigt wurde. Jedoch befindet sich im Kristall

der F0-Teil mit seinen 10 c-Untereinheiten relativ frei im Raum. Solch ein Zustand ist im nativen

Enzym nicht möglich. Da sich die Untereinheiten a und b beim Kristallisieren vom restlichen En-

zymkomplex abgelöst haben, fand möglicherweise eine strukturelle Umordnung im Kristall statt

und die 10 c-Untereinheiten können einen anderen Platz als im nativen Enzym einnehmen. Die ge-

naue Lokalisation der c-Untereinheiten im Enzymkomplex bleibt jedoch unklar. Hinzu kommt, daß

nach aktuellem Wissensstand abhängig vom Organismus eine unterschiedliche Anzahl der c-

Untereinheiten existiert, was sich in der Größe des F0-Teils bemerkbar macht. Im Fall von E. coli

existieren 12 c [38], bei Hefemitochondrien 10 c-[41] und bei Chloroplasten 14 c-Untereinheiten

[42]. Diese unterschiedliche Untereinheitenstöchiometrie wird auch als low-, medium- und high-

gear bezeichnet. Nach Aussagen der Literatur liegen die a- und b-Untereinheiten der ATP-Synthase

außerhalb des multimeren Rings aus c-Untereinheiten [22,46-49].

Die Konstruktion des Strukturmodell für der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus wurde in An-

lehnung an das Modell für E. coli nach Wang und Oster (siehe Abb.4) [50] durchgeführt. Hierbei

wurde die a-Untereinheit außerhalb des multimeren Rings aus c-Untereinheiten lokalisiert und das

b-Dimer diente als Verbindung zwischen der a-Untereinheit des membranständigen Teils und ε-

Untereinheit des F1-Kopf des Enzyms.

Durch den Vergleich der experimentellen und theoretischen Streukurve bzw. Abstandsverteilungs-

funktionen lassen sich Aussagen über die Molekülform des untersuchten Proteins treffen. Es führte

zu einer leidlichen Übereinstimmung beim Vergleich der intramolekularen Abstandsverteilungs-

funktionen des Modells und des Experiments im Gegensatz zur F1-ATPase aus Micrococcus luteus.

In der Abstandsverteilung bestehen restliche Differenzen bei kleinen Abständen, während die ma-

ximale Dimension eine recht gute Übereinstimmung aufwies (Abb.43, S.71). Die verwaschene

Mehrfachschulter des Nebenmaximums der experimentellen Streukurve ließ sich nicht mit Hilfe

dieses Modells darstellen (Abb.42, S.70). Der Gyrationsradius des Strukturmodells (Rg = 58.98 Å)

der ATP-Synthase wich um 2 Å von dem experimentell ermittelten Wert von 57 Å ab.

Zur Charakterisierung der Strukturänderungen der ATP-Synthase, die in Abhängigkeit von dem

Inhibitor Azid auftraten, wurden ebenfalls Kleinwinkelstreumessungen durchgeführt. Diese Ergeb-

nisse wurden in Abschnitt 4.3 diskutiert.
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4.3 Einfluß des Inhibitors Azid auf die Struktur und Funktion der ATP-Synthase und F1-

ATPase aus Micrococcus luteus

Azid ist ein bekannter Inhibitor der funktionellen Kooperativität bei ATP-Synthasen [68]. In einer

Menge von 1 mM hemmt es die kooperative Katalyse am Multidomänen-Enzym (Multisite-

Katalyse). Bei der F1-ATPase aus E. coli inhibiert Natriumazid die ATPase-Aktivität der Multisite-

Katalyse um mehr als 90 %, währenddessen es keine Wirkung auf die Unisite-Katalyse besitzt. Bei

hoher Azid-Konzentration wird auch die restliche Aktivität, die an einer einzigen katalytischen

Domäne stattfindet, unterdrückt. Aus diesem Grund kann Azid ein möglicher Schlüssel zur Aufklä-

rung der funktionellen und energetischen Kopplung der ATP-Synthasen sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Azidhemmung zeigten, daß ein qualitativer Zusammenhang zwi-

schen den kooperativitätsabhängigen Strukturänderungen beider Enzyme, der ATP-Synthase und

dem katalytischen Kopf (F1-ATPase), und ihrer Funktion besteht. Die Strukturänderungen der En-

zyme wurden durch strukturelle Inhibitortitration mit statischer Röntgenkleinwinkelstreuung ermit-

telt.

4.3.1 Einfluß von Azid aus die F1-ATPase

Im Falle der F1-ATPase aus Micrococcus luteus kommt es bei der Inkubierung mit einer geringen

Menge Azid strukturell zu einer Kontraktion des Moleküls um 0.7 Å, das verbunden ist mit einer

leichten Erhöhung der ATP-Hydrolyseaktivität des inhibitorfreien Proteins. Die weitere Zugabe von

Azid als nicht-kovalenter Inhibitor führte zu einer stetigen Expansion der F1-ATPase um maximal 1

Å, was von einer stetigen Abnahme der ATP-Hydrolyseaktivität begleitet wurde (Abb.33, S.61/

Abb.23, S.51).

Es ließ sich eine allgemeine Tendenz bei der Azidhemmung der F1-ATPase feststellen, obwohl bei

diesen Untersuchungen zwei verschiedene Enzymformen (strukturell: δ-haltiges Enzym, enzyma-

tisch: δ-freies Enzym) miteinander verglichen wurden. Dies ist darauf zurückzuführen, daß der Un-

terschied in der Temperaturabhängigkeit beider Enzymformen nicht sehr groß ist. Um genauere

Aussagen zur Azidhemmung treffen zu können, müßten die Untersuchungen unter exakt denselben

Reaktionsbedingungen stattfinden, da die Enzyme von vielen Umgebungsfaktoren abhängig sind,

wie z.B. der Konzentration und der Temperatur. Zusätzlich besteht eine Abhängigkeit der Azid-

hemmung von der Temperatur und von der Dauer der Einwirkung. Diese Faktoren machen eine

Studie extrem aufwendig. Eine derartige Analyse war nicht Gegenstand der Arbeit.
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Allgemein könnte sich im Fall der ATP-Synthasen der Inhibitor Azid als negativ geladenes Molekül

an die Peptidkette der α und β-Untereinheiten des Enzymkomplexes anlagern. Da diese Unterein-

heiten zu mehr als 90 % homolog sind, findet die Azidinhibierung an den einzelnen α- und β-

Untereinheiten in gleicher Weise statt. Eine ähnliche Anlagerung eines Azid-Moleküls an die Pep-

tidbindung wurde für eine Mutante des Bakteriorhodopsins [101] und für das Halorhodopsin in der

Literatur beschrieben [102]. Die Asp-Mangelmutante (Asp gegen Asn) des Bakteriorhodopsins

wurde durch Zugabe von Azid wieder in ihre funktionsfähige, protonentransportierende Form über-

führt. Im Fall des Halorhodopsins wurde durch Einsatz von Azid die Clorid-Pumpe zu einer Proto-

nenpumpe umgewandelt. Durch Austausch einer einzigen Aminosäure (Thr gegen Asp) wurde diese

Ionenspezifität hervorgerufen.

Abbildung 67: Mögliche Inhibierung der Kooperativität der ATP-Synthasen durch

Anlagerung von Azid an die großen α,βα,βα,βα,β-Untereinheiten

Die zusätzlichen negativen Ladungen im Enzymkomplex (Abb.67) rufen zusätzliche elektrostati-

sche Kräfte zwischen den α,β-Untereinheiten hervor, die zu einer Einschränkung der Beweglichkeit

untereinander (α,β) führen könnte. Diese Kräfte sind abhängig von der Anzahl der Ladungen und

der direkten Umgebung innerhalb des Enzymkomplexes. Da die Kooperativität der 3 katalytischen

β-Untereinheiten über die α-Untereinheiten geregelt wird [103], hat die durch Azid hervorgerufene

„Versteifung“ des Enzyms einen direkten Effekt auf die Kooperativität der β-Untereinheiten.

– –

–

– –

–
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Bei einer Konzentration von 10 mM Azid fand die ATP-Hydrolyse durch F1-ATPase aus Micrococ-

cus luteus nur noch an einem einzelnen Zentrum statt (Unisite-Hydrolyse), da die Signalübertra-

gung zwischen den α,β-Untereinheiten unterbrochen ist. Eine Resthydrolyseaktivität der F1-ATPase

von 15 % war bei dieser Konzentration noch meßbar.

Die Wirkung von Azid auf den Hydrolysezyklus der F1-ATPase wird in der Literatur unterschied-

lich interpretiert (c =10 mM). Die Gruppe von Allison [104] vertritt die These, daß Azid im Laufe

des Reaktionszyklus den Mg-ADP-Zustand stabilisiert. Der Auslaß von MgADP aus dieser Bin-

dungstasche ist danach der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der ATP-Hydrolyse. Dadurch

entstehen inaktive Moleküle, die nicht mehr in der Lage sind, ATP zu hydrolysieren. Weber und

Senior [105] schließen auf eine Blockierung der konformationellen Signalübertragung zwischen den

3 β-Untereinheiten, wodurch gar kein ADP gebildet werden kann. Die enzymatisch bestimmte

Restaktivität wird danach durch Enzymmoleküle erzeugt, die kein Azid angelagert haben.

Im Falle der F1-ATPase aus Micrococcus luteus spricht jedoch die relativ hohe gemessene Restakti-

vität von 15 % bei einer Konzentration von c = 10 mM Azid für die erste Interpretation, in der der

Mg-ADP-Zustand durch Azid stabilisiert wird. Hinzu kommt, daß eine direkte strukturelle Wirkung

des Azids (c = 10 mM) durch die Bildung einer expandierten Form der F1-ATPase (∆ Rg = 2 %)

nachgewiesen werden konnte. In diesem Konzentrationsbereich scheint die Kooperativität des En-

zyms durch Abstoßung der α,β-Untereinheiten und den daraus resultierenden Verlust des Kontaktes

zur den benachbarten Untereinheiten nicht mehr möglich zu sein. Dies erklärt auch den vergrößer-

ten Gyrationsradius.
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4.3.2 Einfluß von Azid auf die Funktion und Struktur der ATP-Synthase

Die ATP-Synthase aus Micrococcus luteus reagierte im Gegensatz zur F1-ATPase viel empfindli-

cher bei der Inkubation mit Azid. Schon bei Zugabe von kleinen Mengen Azid kam es zu einer dra-

stischen Strukturänderung in Form einer Expansion des Enzyms um 3 Å, die über einen weiten

Konzentrationsbereich bis hin zu 10 mM Azid konstant blieb. Weiterhin zeigten die Kleinwinkel-

streudaten, daß in Gegenwart von Azid eine Strukturmodifikation mit einem α,β-

Untereinheitenabstand von 80 Å anstatt 57 Å im nativen Enzym stattfindet und sich ein um 10 Å

vergrößerter maximaler Atomabstand ausbildet (Abb.35/36, S.63 ff). Parallel führte dies zu einer

raschen Abnahme der ATP-Hydrolyseaktivität der Inhibitorprotein-freien ATP-Synthase (Abb.25,

S.53). Auch im Fall der ATP-Synthase wurden zwei ähnliche Enzymformen miteinander vergli-

chen, die nur allgemeine Aussagen zur Azidhemmung ermöglichten.

Die ATP-Synthase bietet aufgrund ihrer Komplexibilität durch ihre zusätzlichen kleineren Unter-

einheiten a, b und c eine größere Angriffsfläche für die Anlagerung von negativ geladenen Azid-

Ionen an die Peptidkette. Vermutlich wird im Gegensatz zur F1-ATPase zusätzlich zur Anlagerung

von Azid an die α,β-Untereinheiten (siehe Abb.67, S.104) auch die Funktion einzelner Aminosäu-

ren der a, b- und c-Untereinheiten des F0-Teils durch Azid verändert. Der um 10 Å vergrößerte ma-

ximale Atomabstand der Azid-inhibierten ATP-Synthase weist darauf hin, daß möglicherweise der

direkte Kontakt der F1-Domäne mit dem membranständigen F0-Teil gestört ist.

Die ATP-Synthesereaktion der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus zeigte im Gegensatz zur

ATP-Hydrolyse bei Zugabe von Azid eine schrittweise Hemmung. Bei einer Konzentration von 10

mM Azid findet die ATP-Synthese noch zu 58 % statt (Abb.26/27, S.54/55). Diese Hemmung

scheint im Gegensatz zur ATP-Hydrolysereaktion nach einem anderen Mechanismus abzulaufen,

obwohl die ATP-Synthese in der Literatur als der umgekehrte Prozeß zur ATP-Hydrolyse des En-

zyms beschrieben wird [57,58]. Dies ist ein Hinweis, daß die protonenabhängige ATP-Synthese, die

durch die ATP-Synthase katalysiert wird, nicht die einfache Umkehr der protonenflußproduzieren-

den ATP-Hydrolyse ist. Ein ähnliches Ergebnis wurde von der Gruppe Vinogradov [106] für die in

Partikeln arbeitende ATP-Synthase beschrieben. Bei einer Azidkonzentration von 0.1 mM wurde

die ATP-Hydrolyse blockiert, während die ATP-Synthese durch Zugabe von Azid nicht inhibiert

wurde.

Das unterschiedliche Verhalten der ATP-Synthase in Gegenwart des Inhibitors Azid im Laufe ihrer

Reaktionszyklen, der ATP-Hydrolyse und ATP-Synthese, könnte man mit Hilfe eines molekularen



                                                                                                                                                                          4. Diskussion

107

„Slips“ erklären. Dieser molekulare „Slip“ wird in der Literatur [107] als die Abweichung von einer

festen Stöchiometrie zwischen zwei gekoppelten Reaktionen, katalysiert durch ein Enzym, be-

schrieben. Die folgende Abbildung zeigt die Kopplung der γ-Rotation mit dem Protonentransport

und der ATP-Hydrolyse bzw. ATP-Synthese innerhalb des Enzymkomplexes. Bei einem

Kopplungsgrad von τ = 1 findet der jeweilige Prozeß mit einer 100%-igen Ausbeute statt.

Abbildung 68: Energiekopplung zwischen dem Protonentransport durch den

F0-Sektor und der ATP-Hydrolyse und ATP-Synthese im F1-Sektor der ATP-

Synthasen, hervorgerufen durch die mechanische Rotation der γγγγ-Untereinheit

Da vermutlich im Laufe der ATP-Synthese- und der ATP-Hydrolysereaktion voneinander verschie-

dene Zwischenzustände durchlaufen werden, tritt auch eine veränderte Hemmwirkung von Azid

abhängig vom jeweiligen Reaktionsweg auf.

Im Fall der ATP-Hydrolysereaktion wäre durch die Anlagerung von Azid als negativ geladenes

Molekül die Kooperativität an 3 Bindungszentren (α,β) gestört. Möglicherweise kommt es zu einer

Beeinträchtigung der γ-Rotation und die bei der ATP-Hydrolyse freiwerdende Energie würde an-

statt zum Protonentransport über die Membran in Form von Wärme an die Umgebung abgeben. In

diesem Fall liegt der Kopplungsgrad unter einem Wert von 1.

Im Fall der ATP-Synthese scheint die Hemmung durch Azid an einem anderen Zwischenzustand

des Reaktionszyklus als im Fall der ATP-Hydrolyse stattzufinden. Die ATP-Synthese ist nur mög-

lich, wenn ein Protonenfluß und die Rotation der γ-Untereinheit stattfindet. Bei einer Syntheserate

HH++-Transport-Transport

γγγγγγγγ-Rotation-Rotation

NukleotidreaktionNukleotidreaktion
(ATP-(ATP-HydrolyseHydrolyse/ATP-/ATP-

Synthese)Synthese)

τ = 1

τ = 1
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von 58 % (10 mM Azid) könnte die γ-Untereinheit zeitweise „durchrutschen“ und somit den Kon-

takt zum F0-Teil verlieren.

4.4 Zeitaufgelöste Röntgenkleinwinkelstreuung

Mit Hilfe der zeitaufgelösten Röntgenkleinwinkelstreuung, die zur Charakterisierung der Größe und

Konformation gelöster biologischer Makromoleküle geeignet ist, wurden weiträumige Konformati-

onsänderungen innerhalb des Enzyms bei seiner Regulation nachgewiesen. Der Vorteil der Klein-

winkelstreuung gegenüber der statischen Proteinkristallographie liegt in der Tatsache, daß unter

nativen nahezu physiologischen Bedingungen gearbeitet werden kann und auch Konformationsän-

derungen eines Enzyms im Laufe der Katalyse sichtbar gemacht werden können. Die Proteinstruk-

turanalyse liefert nur einen einzelnen Schnappschluß im Laufe eines Reaktionszyklus, jedoch in

atomarer Auflösung. Grundlage für die zeitaufgelösten Strukturuntersuchungen war die hohe Akti-

vierungsenergie der ATP-Synthasen aus Micrococcus luteus im ATP-Hydrolysezyklus. Die Dauer

eines Hydrolysezyklus lag bei Temperaturen von 20 °C im Sekundenbereich [Abschnitt 3.2.3,

60,66,69].

Die zeitaufgelösten Messungen zur Enzymkinetik, an hydrolytisch aktiver F1-ATPase und ATP-

Synthase, fanden vor allem an der ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) in Grenoble,

Frankreich, statt. Die lange Strahlstabilität und die sehr hohe Brillianz des Instrumentes (ID2) wa-

ren die Grundlage zur Studie schneller Reaktionen (Abschnitt 2.8.1) [86]. Im Gegensatz zu Vorun-

tersuchungen [66,69] konnten die arbeitenden Enzyme direkt, d.h. ohne Repetition und mit hoher

Genauigkeit untersucht werden (single shot-Technik).

Da es sich um die ersten Streuversuche mit Proteinlösungen in diesem Flußbereich handelte, liefer-

ten die anfänglich durchgeführten Experimente an den Synchrotronstrahlungsquellen ESRF (Gren-

oble) und ELETTRA (Triest) wichtige Hinweise zur Methodenentwicklung.

Die Detektion der intensiven Streustrahlung war abhängig von der technischen Entwicklung der

Detektorgruppe am ESRF. Zuerst wurde ein 2D- Gasdetektor eingesetzt, der die volle Intensität der

Streustrahlung nicht detektieren konnte. Ein neuartiger Kameraprototyp, ein XRII-CCD Fluores-

zenz-Detektor, konnte erstmalig den vollen Fluß des ESRF-Instrumentes ID2 nutzen. Nachteilig bei

diesem Prototyp war die limitierte Zeitauflösung, bedingt durch die notwendigen Auslesepausen

zwischen den einzelnen Bildern des strukturellen Films von jeweils 400 ms-Dauer. Später stand ein

weiterentwickeltes Modell einer CCD-Kamera mit sehr hoher Auflösung (1024×1024 Pixel), einer
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Belichtungszeit von 150 ms und einer Auslesezeit von 150 ms zur Verfügung. Die Abbildung 69

zeigt die zeitliche Abdeckung der Strukturuntersuchung beider CCD-Kameras im Vergleich.

Abbildung 69:Vergleich der zeitlichen Abdeckung der Strukturuntersuchung bei einer

Belichtungsdauer und Auslesezeit von jeweils 400 ms und 150 ms

Kurzlebige Zwischenzustände des zeitaufgelösten ATP-Hydrolysezyklus der F1-ATPase und ATP-

Synthase, die bei einer Belichtungszeit von 400 ms durch zeitliche Mittelung der Ereignisse nicht

sichtbar waren oder Ereignisse, die eventuell in die Lesepausen hineinfielen, konnten bei kürzeren

Belichtungs- und Auslesezeiten (150 ms) genauer analysiert und nachgewiesen werden.

Die Probenumgebung, die speziell für Hochfluß-Röntgenexperimente entwickelt wurde (Abbildung

14/ S.39, [88]), hatte mehrere Funktionen. Durch Anblasen der Durchflußkapillare mit Helium wur-

de die Aufheizung der Proteinprobe durch den intensiven Röntgenstrahl vermindert. Dadurch

konnte die Reaktionstemperatur weitgehend konstant gehalten werden. Durch den Dreikreiswär-

meaustauscher für Enzym, Substrat und Verdünnungspuffer wurde die Proteinreaktion speziell im

Fall der F1-ATPase durch Kühlung soweit verlangsamt, um ein experimentell zugängliches Zeitfen-

ster zu erhalten [60,66,69].

Durch Zusatz von 10 % Glycerin als Radikalfänger und durch Entgasen der Proben direkt vor den

Messungen konnten die Probleme der unerwarteten Gasblasenentwicklung und der Strahlenschädi-

gung der Proteine weitgehend gelöst werden. Danach stand das Protein im intensiven Röntgenstrahl

für circa 30 s ungeschädigt der Strukturuntersuchung zur Verfügung. Die hohe Stabilität der Enzy-
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me aus Micrococcus luteus im Röntgenstrahl könnte man dadurch erklären, daß die ATP-Synthase

als Membranprotein im Organismus neben den Proteinen der Atmungskette lokalisiert ist. In ihrer

direkten Umgebung finden also viele Elektronentransportprozesse statt, die auch zur Bildung freier

Radikale führen können (Nebenreaktionen). Möglicherweise existieren bestimmte Schutzmecha-

nismen im Enzym für den Umgang mit freien Elektronen oder mit Radikalen. Das Chaperonsystem

GroE aus E.coli, dessen Reaktionszyklus parallel zu unseren zeitaufgelösten Messungen analysiert

wurde, hielt dem intensiven Röntgenstrahl nicht so lange stand [108]. Als Helferprotein repariert es

in der Zelle denaturierte oder falsch gefaltete Proteine. Die Strahlenempfindlichkeit dieses Enzyms

ist aber etwa eine Größenordnung höher als die der Micrococcus-ATPasen.

Um eine Strahlenschädigung der Proteine zu Beginn der zeitaufgelösten Messung auszuschließen,

wurden die statische Streukurven, gemessen an der JUSIFA-Kleinwinkelstreuanlage in Hamburg,

als Referenz herangezogen. Dort konnte eine Strahlenschädigung der Proteine ausgeschlossen wer-

den, da direkt auf der Probe eine viel geringere Röntgenstrahlintensität (1 : 200 000 (ESRF)) vorlag.

Da die Streukurve der ersten aufgenommenen Zeitscheibe der zeitaufgelösten Strukturuntersuchung

keinen Unterschied zu der Referenzstreukurve zeigte, lag ein intaktes Enzym vor.

Um Artefakte während der Analyse der Reaktionszyklen auszuschließen, wurden die Enzyme aus

verschiedenen Präparationen und Bakterienkulturen verwendet. Außerdem wurde die Reaktion-

stemperatur variiert und Kontrollversuche durch schnelles Mischen mit Puffer anstelle von ATP

durchgeführt. Der ATP-Hydrolysezyklus wurde durch Substratsättigung der ATP-Synthasen mit

Hilfe des „stopped-flow“-Mischverfahren gestartet. Nach den verfügbaren Voruntersuchungen

[60,66,69] ist die verwendete Substratkonzentration c = 1 mM mehr als sechsmal größer als die

apparente Substratbindungskonstante Km = 0.16 M (csubstrat = 6.25∙Km). Daher führt der Konzentra-

tionssprung bei Mischen des Enzyms praktisch vollständig in den Enzym-Substrat-Komplex ES. Da

der Mischvorgang mit t = 50 ms bei der älteren Apparatur [60,66,69] und 20 ms bei der neueren

Apparatur [108] viel rascher als die Dauer der Reaktionszyklen war (tR = 3-20 s), konnten Teil-

ereignisse im Verlauf der Reaktion beobachtet werden. In der folgenden Abbildung ist der allge-

meine Ablauf der zeitaufgelösten Strukturuntersuchung für eine Belichtungsdauer von 150 ms

schematisch dargestellt. Vor dem Beginn der Datenaufnahme existiert technisch bedingt eine Ver-

zögerungsphase (delay), in der die Probenmischung (50 ms) hergestellt wird.
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Abbildung 70: Schematischer Ablauf der zeitaufgelösten Strukturuntersuchung an der ESRF (Grenoble)

Ausgelöst wurde der Mischvorgang (max. 50 ms) mit Hilfe eines externen Triggers. Die Strukturanalyse

des ATP-Hydrolysezyklus der ATP-Synthasen erfolgte nach einer Verzögerung (delay) in Zeitscheiben

von jeweils 150 ms Dauer (Auslesezeit 150 ms).
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4.4.1 Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse durch die F1-ATPase aus Micrococcus luteus bei

einer Temperatur von 20°C

Bei einer Temperatur von 20°C wurden während des Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse Struktu-

ränderungen der F1-ATPase mit der Zeit festgestellt (Abb.52/53/55 S.82 ff). Aus den Streukurven

der zeitaufgelösten Messungen konnten Informationen über die Änderungen bezüglich der Größe

des Proteins, des Abstands einzelner Domänen innerhalb des Hohlkörpers (α,β-Untereinheiten) und

der maximalen Moleküldimension entnommen werden.

Anhand des Gyrationsradius (Rg), der sensitive Informationen über die Größe des Proteins liefert,

zeigten sich eine Serie von Expansionen, die von Kontraktionsbewegungen terminiert wurden. In

Einzelschüssen betrug die maximale Änderung im Gyrationsradius (Rg) bis zu 0.82 Å (= 1.75 %)

beim Erscheinen dieser Kontraktionsbewegung. Die Änderungen zeigten sich auch in der Summe

von Einzelschüssen, was die Annahme der Synchronisation der Probe [60,66,69] unterstützt. Dieses

Verhalten zeigt, daß zumindest der größte Teil der Proteine zur selben Zeit die gleichen molekula-

ren Konformationen des Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse durchlaufen. Das zunehmende Rau-

schen nach 22 s Experimentdauer (Abb.52, S.82) kann durch teilweise Proteinschädigung und Aus-

einanderlaufen der unterschiedlich reagierenden Enzyme erklärt werden (Desynchronisation).

Die Kontraktionsbewegung („Schrumpfpuls“) erfolgte im zeitaufgelösten Reaktionszyklus fast alle

3 Sekunden, währenddessen die dritte erst nach 4 s sichtbar war. Da die Zeit von 3 s der enzyma-

tisch bestimmten Zyklusdauer τ der ATP-Hydrolysedauer durch F1-ATPase bei 20°C entspricht

[60], kann die Zeit zwischen zwei Kontraktionsbewegungen als die Dauer eines Reaktionszyklus

angenommen werden. Der Dritte der drei Reaktionszyklen benötigte jedoch circa 1/3 mehr Zeit im

Vergleich der ersten zwei Zyklen von 3 s Dauer. Dieses Ergebnis weist auf einen Überzyklus hin,

der aus 3 Unterzyklen im ATP-Hydrolysemechanismus der F1-ATPase besteht. Der Grund für die

längere Dauer des dritten Subzyklus könnte die Existenz der zusätzlichen kleinen Untereinheit (δ

bei Micrococcus luteus ; ε bei E. coli) (siehe Abb.2, S.3) sein, die sich an einer der drei großen Un-

tereinheitenpaare (α,β) befindet.

Bei der Betrachtung der Nebenmaximas der Streukurven waren zusätzliche molekulare Bewegun-

gen innerhalb der F1-ATPase zu erkennen, die im Kontrollexperiment bei der Mischung mit Puffer

anstatt Substrat nicht auftraten (Abb.53 B). Die Änderungen im Minimum und im Nebenmaximum

der Streukurven repräsentieren bei der F1-ATPase aufgrund der speziellen Hohlstruktur direkt die
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Bewegung der Untereinheiten innerhalb des Enzyms. So konnte im Laufe des Reaktionszyklus eine

Veränderung des α,β-Untereinheitenabstands im Bereich von 59.8 Å bis 61.6 Å ermittelt werden.

Die intramolekulare Abstandsverteilung in den einzelnen Zeitscheiben des strukturellen Films

zeigte eine zusätzliche, jedoch kleine Bewegung in der maximalen Moleküldimension (Rmax)

(Abb.55, S.86). Nach Konstruktion des Strukturmodells für die F1-ATPase aus Micrococcus luteus

(F1-i8) wird der Ausläufer bei großen Atomabständen durch die aus dem α,β-Hohlkörper herausra-

gende Domäne der γ- und δ-Untereinheiten hervorgerufen (Kapitel 3.4.1). Die Rotation der (γ + δ)-

Untereinheit im Hohlkörper, die bereits von verschiedenen Gruppen nachgewiesen wurde

[33,36,51,56], könnte für diese Änderungen verantwortlich sein. Die asymmetrische Position der

γ-Untereinheit im F1-Hohlkörper und die δ-Untereinheit, die sich unsymmetrisch am Ende der

γ-Untereinheit befindet, führen bei einer Rotationsbewegung zu Änderungen der maximalen Mole-

küldimension.

4.4.2 Modellierung der Strukturdynamik der F1-ATPase im Reaktionszyklus

Der Reaktionszyklus der F1-ATPase wurde durch Konstruktion verschiedener Strukturmodelle

(FVM-Methode [93]) für einzelne ausgewählte Zwischenzustände charakterisiert. Aussagen über

die Änderungen der Molekülform während des ATP-Hydrolysezyklus ließen sich durch den Ver-

gleich der theoretischen und experimentellen Streukurven (20°C) treffen. Die Modellierung einzel-

ner Zwischenzustände führte zu einer Art Kippbewegung der β-Untereinheiten in ihrem unteren

Drittel, die zu einem direkten Kontakt zur γ-Untereinheit führte. Diese sogenannte Kippbewegung,

die anhand von 3 verschiedenen Molekülmodellen durchgeführt wurde (Kapitel 3.5.4), korreliert

gut mit den zeitlich festgestellten Änderungen im Gyrationsradius (Rg), d.h. mit der Ausdehnung

des Moleküls im Reaktioszyklus und der Topologie der experimentellen Streukurven.

In dem Modell von Wang und Oster [37] wurde eine ähnliche Bewegung der katalytischen β-

Untereinheit vorgeschlagen. Grundlage für das Erstellen dieses Bewegungsmodells waren die Kri-

stallographiedaten der F1-ATPase aus Rinderherzmitochondrien [27]. Die Abbildung 71 zeigt zur

Verdeutlichung nochmals diese Kippbewegung in Richtung der γ-Untereinheit, wie sie von Wang

und Oster vorgeschlagen wurde, anhand eines Querschnitts. Die dargestellte Bewegung kommt der

in dieser Arbeit mittels zeitaufgelöster Kleinwinkelstreuung experimentell und anschließend durch
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Strukturmodelle nachgewiesene Kippbewegung während des ATP-Hydrolysezyklus der F1-ATPase

aus Micrococcus luteus sehr nahe.

Abbildung 71: Konformationsänderungen innerhalb der ββββ-Untereinheit

der F1-ATPase [37]

Durch eine Kippbewegung der β-Untereinheit im unteren Drittel erfolgte ein direkter

Kontakt zur γ-Untereinheit

Nach der Kristallstruktur von Walker [27] ist die β-Untereinheit nach außen geklappt, wenn kein

Nukleotid in der katalytischen Bindungstasche gebunden ist. Wenn Nukleotide jedoch gebunden

sind, ist die β-Untereinheit eingeklappt und es existiert vermutlich ein direkter Kontakt der β-

Untereinheit zur γ-Untereinheit. Strukturell besteht jedoch kein Unterschied innerhalb der „einge-

klappten“ Konfiguration, egal ob es sich um ADP oder ATP als Nukleotid handelt. In der neueren

Literatur wird der strukturell eingeklappte Zustand der β-Untereinheit bzw. der mit Nukleotid be-

setzte Zustand auch als „Closed“-Konfiguration und der ausgeklappte Zustand ohne Nukleotidbe-

setzung als „Open“-Konfiguration bezeichnet [100,103,109]. Boyer [1] hingegen benutzt diese Be-

griffe je nach der Zugänglichkeit der Bindungstasche für die Reaktanten.
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Nach dem Bindungswechselmechanismus von Boyer [26] durchläuft jedes der 3 katalytischen Nu-

kleotidbindungszentren der F1-ATPase nacheinander bestimmte strukturelle Zustände im Laufe

eines Reaktionszyklus. Diese Zustände, nach Boyer „tight“, „loose“ und „open“ genannt, charakte-

risieren die unterschiedliche Substratbindung an den katalytischen β-Untereinheiten. Bei einer ho-

hen Nukleodidkonzentration findet die enzymatische Reaktion an allen 3 β-Untereinheiten mit ho-

her Kooperativität untereinander statt (Multisite-Katalyse).

In der folgenden Tabelle sind zur besseren Übersicht die in der Literatur und dieser Arbeit verwen-

deten Definitionen zur Beschreibung einzelner Zwischenzustände des Reaktionszyklus aufgeführt.

Definition Ort Auswirkung Ausmaß

tight,loose,open katalytisches Zentrum Bindungskonstante der Reaktanten 1 Å

Open, closed [1] katalytisches Zentrum Zugänglichkeit der Reaktanten 5 Å

Ausgeklappte/ein-
geklappte β-Domäne

Untereinheiten F1-Untereinheitenanordnung 10 Å

expandiert,kompakt ganzes Enzym Länge 100 Å

Tabelle 4: Verschiedene Definitionen zur Beschreibung einzelner Zwischenzustände

im Laufe des Reaktionszyklus

Die vorliegenden strukturellen Ergebnisse zum zeitaufgelösten ATP-Hydrolysezyklus geben keinen

direkten Aufschluß über einen ADP oder ATP-gebundenen Zustand der F1-ATPase im Laufe des

Reaktioszyklus. Ein struktureller Unterschied ließ sich jedoch für den nukleotidfreien und mit nu-

kleotidbesetzten Zustand des Enzyms ermitteln. Das Röntgenprofil der F1-ATPase im statischen

Zustand gibt den unbeladenen Zustand des Enzyms wieder (ohne ATP). Die F1-ATPase enthält im

statischen Zustand drei Purinnukleotid-Moleküle (ATP/ADP+GTP/GDP), die sich vermutlich in

den drei nicht-katalytischen Bindungstaschen befinden (Kapitel 3.1.2). Das Profil der ersten aufge-

nommenen Zeitscheibe (frame 1) des zeitaufgelösten ATP-Hydrolysezyklus ähnelt demjenigen der

statischen Messung des Enzyms. Charakteristisches Merkmal der beiden Streuprofile ist die Exi-

stenz des Doppelmaximums bei q = 0.086/ 0.1 Å 1. Das Doppelmaximum der Streukurve weist auf

zwei unterschiedliche Abstände der α,β-Untereinheiten im F1-Kopf hin. Während des Reaktionszy-

klus jedoch trat das Doppelmaximum nicht mehr so ausgeprägt hervor. Genauere Aussagen über die

Anfangsphase und die zeitliche Nukleotidbeladung waren nicht möglich, da apparativ zwischen

dem Start der Reaktion und der Datenaufnahme ein „Delay“ existierte (Abb.70, S.111).
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Ferner konnten zusätzlich zu den zwei extremen, in Abbildung 71 gezeigten eingeklappten und aus-

geklappen Konfiguration der katalytischen β-Untereinheit, die anhand der Ausdehnung der F1-

ATPase (Rg) erkennbar sind, Zwischenzustände im Reaktionszyklus nachgewiesen werden.

Zum Beispiel existiert ein Zustand, in dem die γ-Untereinheit offensichtlich frei im Hohlraum des

α,β-Hexamers lokalisiert ist. Diese sogenannten Zwischenzustände sind eventuell für die unter-

schiedlichen Nukleotidbindungsaffinitäten für ATP mit verantwortlich, die mit der Lokalisation der

γ-Untereinheit im F1-Kopf korrelieren [34].

Die expandierte Form der F1-ATPase aus Micrococcus luteus, die während des Reaktionszyklus

nachgewiesen werden konnte (z.B. in den Zeitscheiben 2 und 11) ist nach den Theorien von Allison

[103] und Weber [109] essentiell für den Produktauslaß. Beide Gruppen sind Vertreter der Trisite-

Katalyse, d.h. im Lauf des Reaktionszyklus finden Teilreaktionen zur ATP-Hydrolyse an allen 3

katalytischen β-Untereinheiten nacheinander statt. Des weiteren findet im Laufe der Multisite-

Hydrolyse (unter Substratsättigung) die Bindung eines neuen ATP-Moleküls an diese ausgeklappte

β-Domäne statt, falls die anderen zwei β-Untereinheiten schon mit Nukleotid gefüllt sind.

Eine fortlaufende Kippbewegung der β-Untereinheiten während des Reaktionszyklus der F1-

ATPase konnte zeitaufgelöst anhand der Ergebnisse zur Strukturdynamik nachgewiesen werden.

Weitere Aussagen, ob und wann die Besetzung der katalytischen β-Untereinheiten mit ATP oder

ADP als Nukleotid im Reaktionszyklus erfolgt, können nicht getroffen werden, da hierzu eine ex-

trem aufwendige zeitauflösende Studie mit radioaktivem Nukleotid erforderlich wäre. Dieser Um-

stand und der völlige Mangel an zeitauflösenden Strukturstudien in der Literatur, macht es schwie-

rig, einen Vergleich mit anderen aufgestellten Theorien [103,109,110] durchzuführen und genauere

Aussagen über den Mechanismus des ATP-Hydrolysezyklus zu treffen.

4.4.3 Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse durch die F1-ATPase aus Micrococcus luteus bei

einer Temperatur von 15°C

Bei einer Temperatur von 15°C wurden während des Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse ebenfalls

Strukturänderungen der F1-ATPase mit der Zeit festgestellt. Jedoch betrug die maximale apparente

Änderung im Gyrationsradius (Rg) im Einzelschuß (150 ms) nur noch 0.4 Å ± 0.16 Å beim Erschei-

nen der typischen Kontraktionsbewegung. Durch Kühlung des Reaktionsgemisches auf 15°C ver-

längerte sich der Reaktionszyklus von 3 s bei 20 °C auf 6.5 s (Abb.56). Die strukturell ermittelte
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Dauer korrelierte mit den entsprechenden Daten zur Enzymkinetik [60,66,69]. Die molekularen

Bewegungen innerhalb der F1-ATPase waren bei 15°C im Vergeich zu 20°C nicht so ausgeprägt in

den Nebenmaxima der Streukurven zu erkennen (Abb.58, S.89).

Bei 15°C ließen sich die Einzelschüsse nicht immer aufaddieren, d.h. sie besaßen untereinander

einen zeitlichen Versatz (delay). Da die typischen Kontraktionsbewegungen nach jeweils etwa 6.5 s

sichtbar sind, kann man davon ausgehen, daß jede einzelne Enzymmischung weitgehend synchron

arbeitet. Schon bei früheren enzymatischen Messungen war eine schlechtere Kontrolle des Reakti-

onszyklus bei tieferen Temperaturen [60,66,69] sichtbar.

Eventuell werden diese Probleme durch den Zusatz von 10 % Glycerin zu den Enzymlösungen aus-

gelöst. Glycerin hat die essentielle Aufgabe, während der Röntgenbestrahlung des Enzyms als Ra-

dikalfänger zu fungieren und das Protein vor Strahlenschädigung zu schützen. Weiterhin kann Gly-

cerin durch seine drei Hydoxylgruppen Wassermoleküle der Hydrathülle des Proteins teilweise er-

setzen und schließt dadurch Teilbereiche des Proteins in Form einer Klammer ein. Das Protein ist in

seiner Flexibilität eingeschränkt und wird geschützt. Dieses Verhalten wird auch beim Einfrieren

von Proteinen, speziell bei der Gefrierlagerung [66], wegen der stabilisierenden Wirkung von Gly-

cerin ausgenutzt. Bei höheren Temperaturen besitzt das Enzym eine höhere thermische Energie und

kann sich mehr bewegen. Durch die größere Bewegung des Enzyms wird die stabilisierende Wir-

kung des Glycerins teilweise aufgehoben. Diese Annahme erklärt die klareren Ergebnisse des ATP-

Hydrolysezyklus bei einer Temperatur von 20°C im Gegensatz zu 15°C. Die Änderungen im Gyra-

tionsradius verkleinerten sich von 0.82 Å (20°C) auf 0.4 Å (15°C) und die molekularen Bewegun-

gen im Hohlkörper der F1-ATPase waren bei tieferen Temperaturen weniger deutlich zu erkennen.

Die stabilisierende Wirkung von Glycerin könnte zusätzlich Auswirkungen auf die Startreaktion des

ATP-Hydrolysezyklus der F1-ATPase besitzen.

4.4.4 Ergebnisse der zeitaufgelösten Kleinwinkelstreuung zum Reaktionszyklus der ATP-

Hydrolyse durch die ATP-Synthase aus Micrococcus luteus bei 20°C

Im Fall der ATP-Synthase zeigten sich während des ATP-Hydrolysekyklus eine Serie von Expan-

sionen, die von Kontraktionsbewegungen terminiert wurden (Abb.64). In Einzelschüssen betrug die

maximale Änderung im Gyrationsradius (Rg) bis zu 1.5 Å beim Erscheinen dieser Kontraktionsbe-

wegung („Schrumpfpuls“). Da diese Änderungen sowohl im Einzelexperiment als auch in der

Summe von Einzelschüssen erkennbar waren, konnte man davon ausgehen, daß die Enzymmi-
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schung synchron arbeitet [60]. Das Erscheinen des „Schrumpfpulses“ stimmt mit der enzymatisch

bestimmten ATP-Hydrolysezyklusdauer von 20 s gut überein.

Die festgestellten Änderungen waren fast doppelt so groß wie die Änderungen der F1-ATPase im

Reaktionszyklus. Aus diesem Grunde wurde die Stäbchenlänge der ATP-Synthase analysiert. Dabei

zeigte sich eine maximale Änderung der Stäbchenlänge von 3.4 Å im Reaktionsverlauf. Ferner kor-

relierten die Änderungen der Stäbchenlänge L mit den Änderungen des Gyrationsradius Rg

(Abb.65). Dieser weitere Bewegungsmodus der ATP-Synthase tritt vermutlich zusätzlich zu den

Strukturänderungen im F1-Kopf des Enzyms auf. Die ATP-Synthase zeigte aufgrund ihres zusätzli-

chen F0-Teils in den nur schwach ausgeprägten Nebenmaxima der Streukurven keine signifikanten

Änderungen. Dies ließ keine Aussage über molekulare Bewegungen der großen Untereinheiten

(α,β) innerhalb des Enzyms zu (Abb.66).

Ein ähnliches Ergebnis wurde von der Gruppe Capaldi in der Literatur beschrieben [111]. Die elek-

tronenmikroskopischen Aufnahmen an E. coli-ATP-Synthase zeigten eine Kontraktion des Enzyms

um 10 % in seiner Längsachse in Anwesenheit von AMP-PNP, einem nicht hydrolysierbaren

MgATP-analogen Substrat. Dabei schieben sich die γ- und δ-Untereinheiten des Stiels teilweise in

den Ring aus c-Untereinheiten und die ε-Untereinheit verändert ihre Position unterhalb des F1-

Hohlkörpers.

Im Fall der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus waren dies die ersten Messungen zur Struktur-

dynamik des arbeitenden Enzyms. Im Einzelschußexperiment konnten zwar keine Aussagen über

molekulare Bewegungen innerhalb des katalytischen F1-Teils gemacht werden, da das Kleinwin-

keltreuprofil eine verwaschene Mehrfachschulter zeigte. Jedoch konnte ein zusätzlicher Bewe-

gungsmodus, der bei der F1-ATPase während des ATP-Hydrolysezyklus nicht stattfand, nachgewie-

sen werden.
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5 Zusammenfassung

Die ATP-Synthase ist eine reversibel arbeitende molekulare Maschine, die eine zentrale Rolle im

Energiestoffwechsel der Zellen spielt. Der große membranständige Proteinkomplex (500000 Masse)

koppelt den Transport von Protonen über die biologische Membran mit der Synthese des energie-

speichernden Moleküls ATP aus ADP und Phosphat. Ferner kann das Enzym beim umgekehrten

Prozeß zur ATP-Synthese, der Hydrolyse von ATP, Protonen in die entgegengesetzte Richtung

pumpen. ATP-Synthasen bestehen aus 2 Subkomplexen (F0 und F1), wobei der katalytische F1-Teil

von der membranständigen Domäne abgelöst werden kann und isoliert nur zur ATP-Hydrolyse fä-

hig ist. Der hochkooperative Reaktionsmechanismus der dreizentrigen ATP-Synthasen ist noch

weitgehend unklar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der ATP-Synthasekomplex und ihr wasserlösliches katalytisches

F1-Fragment aus dem Bakterium Micrococcus luteus in präparativem Maßstab mittels chromatogra-

phischer Trennmethoden isoliert. Die Überprüfung der Funktionalität beider Enzyme erfolgte mit

enzymatischen Methoden. Durch zeitaufgelöste Röntgenkleinwinkelstreuung wurde die Strukturdy-

namik der arbeitenden ATP-Synthase und ihres F1-Fragmentes aus Micrococcus luteus im Laufe

des ATP-Hydrolysezyklus untersucht. Diese Methode diente zum Nachweis weiträumiger Konfor-

mationsänderungen innerhalb der arbeitenden Enzyme unter nahezu nativen physiologischen Be-

dingungen. Die zeitaufgelösten Streuexperimente fanden an der ESRF (Europäische Synchrotron-

strahlungsquelle) in Grenoble, Frankreich statt. Die starke Strahlungsquelle, kombiniert mit einem

hochentwickelten Detektorsystem (CCD-Kamera), ermöglichte es, Einzelaufnahmen der arbeiten-

den Enzyme im Laufe des ATP-Reaktionszyklus mit hoher Genauigkeit bei einer Zeitauflösung von

150 ms zu machen (single-shot-Technik). Die Enzyme wurden durch einen Konzentrationssprung

mit dem Substrat ATP synchronisiert. Dies erfolgte durch schnelles Mischen (< 20 ms) mit Hilfe

der Stopped-flow-Technik. Für beide Enzyme konnten von der Temperatur abhängig molekulare

Bewegungen im Laufe des ATP-Hydrolysezykus nachgewiesen werden.

Statische Messungen zur Strukturuntersuchung der Proteine wurden am schwächeren Deutschen

Elektronen-Synchrotron (DESY) in Hamburg durchgeführt. Sie dienten aufgrund der hohen Ge-

nauigkeit des Kleinwinkelstreuinstrumentes als Referenz zu den zeitaufgelösten Messungen an der

ESRF. Anhand dieser Strukturdaten wurden Molekülmodelle der F1-ATPase und ATP-Synthase aus

Micrococcus luteus mit Hilfe der FVM-Methode konstruiert. Dies erfolgte durch Kombination der

statischen Röntgenstreuprofile mit den aktuell vorliegenden Kristallographiedaten für die Enzyme
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anderer Organismen im Ruhezustand (statisch). Das Molekülmodell der F1-ATPase aus Micrococ-

cus luteus stellte die Grundlage der Modellierung einzelner Teilschritte des ATP-Hydrolysezyklus

des arbeitenden Enzyms bei einer Temperatur von 20°C dar. Die experimentellen Daten konnten

mit einer Kippbewegung der membranseitigen Domäne der katalytischen β-Untereinheiten der F1-

ATPase interpretiert werden.

Zusätzlich wurde die Wirkung von Azid auf die ATP-Synthasen untersucht. Azid ist ein bekannter

Inhibitor der funktionellen Kooperativität bei ATP-Synthasen. Anhand der funktionellen und

strukturellen Inhibitortitration der ATP-Synthasen mit Azid konnten Aussagen zur Inhibierung der

Kooperativität der ATP-Synthasen durch Anlagerung von Azid getroffen werden.
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Macro 1: Zeitaufgelöste Porod- und Intensitätsnormierung der Streukurven

#pragma rtGlobals=1 // Use modern global access method.

macro poro_rg(baseName, lnwave, startIndex, endIndex)

String baseName

String lnwave

Variable startIndex, endIndex

Variable m

Variable index = startIndex

do

Make/N=766/D/O $(lnwave + num2istr(index))

Make/N=766/D/O poro

porod(baseName,  index)

CurveFit /Q line  poro[305,484] /X=q4_scale

m=W_coef[1]

subbuf (baseName, lnwave, index,m)

CurveFit /Q line  $(lnwave  + num2istr(index))[63,128]/X=qq_scale

Rg [(index-startindex)][0] = K0

Rg [(index-startindex)][1] = sqrt(-3*K1)

sigma [(index-startindex)][0] = W_sigma

sigma [(index-startindex)][1] = sqrt(-3*(K1-W_sigma)) -sqrt(-3*K1)

$(basename+num2istr(index))=$(basename+num2istr(index))/exp(K0)

KillWaves $(lnwave + num2istr(index))

KillWaves poro

index += 1

while (index <= endIndex)

end

function porod(basename, index)

String baseName

Variable index

wave q4=q4_scale
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Wave w = $(baseName + num2istr(index))

wave p=poro

p=w*q4

return p

end

function subbuf(baseName, lnwave, index,m)

String baseName

String lnwave

Variable index,m

wave buffile = buf_3m

Wave w = $(baseName + num2istr(index))

Wave v = $(lnwave + num2istr(index))

w = w*((1.003*(1+7.9497))/(1+m)) - buffile

v = ln(w)

return v

return w

end

Function rate(w, x)

wave w;Variable x

return w[0]/(1+e^(-w[1]*1/(1/x-1/w[2]))) + w[3]

End

Function dumpedsinus(w,x)

wave w;

Variable x;

return w[0]*(exp(-w[1]*w[2]*x))*sin(x*w[2]+w[3])

End
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Makro 2: Zeitaufgelöste Fourier-Transformation

#pragma rtGlobals=1 // Use modern global access method.

macro pofr(waveName, maxIndex, prWave,rWave,anzahl, Dmax)

String waveName

String prWave,rWave

Variable anzahl, maxIndex

Variable point, r_point, index=1

Variable Dmax

Variable r=Dmax/anzahl

Variable qr,dq,Iq

Variable flaeche

Make/N=(anzahl)/D/O $(rWave)

Make/N=766/D/O lnwave

Variable a=0

Variable dvq=q_scale[63]/63

do

    q_scale[a]=dvq*a

    a+=1

while (a<=62)

do

       $(rWave)[point]=r*(point)

point +=1

while(point <= anzahl)

do

lnwave=ln($(waveName+num2istr(index)))

CurveFit /Q line  lnwave[63, 128] /X=qq_scale

a=0

do

$(waveName+num2istr(index))[a]=exp(K0)*exp(K1*((q_scale[a])^2))

a+=1

while(a<=62)
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Interpolate/T=2/N=180/E=2/Y=atest1_CS/X=q_scale_CS

$(waveName+num2istr(index)) /X=q_scale

r_point=1

do

Make/N=(anzahl)/D/O $(prWave+num2istr(index))

$(prWave+num2istr(index))[r_point]=0

point=1

do

qr=((q_scale_CS[point]+q_scale_CS[point-1])/2)*$(rWave)[r_point]

dq=q_scale_CS[point]-q_scale_CS[point-1]

Iq=(atest1_CS[point]+atest1_CS[point-1])/2

$(prWave+num2istr(index))[r_point]

 =$(prWe+num2istr(index))[r_point]+Iq*sin(qr)*qr*dq

point+=1

while (point <= anzahl)

r_point+=1

while (r_point <= anzahl)

flaeche=area($(prwave+num2istr(index)),0,anzahl)

$(prwave+num2istr(index))=$(prwave+num2istr(index))/flaeche

index+=1

while(index<=maxIndex)

End
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