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Im Forschungsvorhaben 03-Nad-Ma wurden im Berichtszeitraum bakterielle ATP-Synthase, ihr
kataytisches Fragment FqATPase und Cytochromproteine aus Membranen der biologischen
Energiekonsarvierung (Atmungskette) [1-3] isoliert und satische sowie zetaufl ésende Untersuchungen
mit Rontgen- und Neutronerklenwinkestreuung vorgenommen. Weiterhin wurden be Cytochrom-
Oxidasen Subprozesse der Reaktionszyklen durch zeitaufgeloste optische Spektroskopie nach
Lasarblitz-Aktivierung von CO - inhibiertern Enzym durchgefihrt.

Zur effizienten Nutzung der gerade bel kleineren Projekten beschrénkten Ressourcen wurde die offene
Arbetsgemenschaft " Strukturdynamik von Proteindoméanen” gebildet (Nutzergruppe fur Strahlzeit und
Geréde; zaitwellige Persondgemeinschaft fir Experimente an Grol¥orschungsenrichtungen). Daran sind
gegenwartig vier Tellprojekte des VB42 und eine externe Gruppe betelligt (Nawroth, Heumann, Koch-
Brandt, Doster/ Petry, Decker). Dieses 1996 und 1997 efolgreich erprobte Modell ist von
weitreichender Bedeutung, z.B. fir andee BMBF-Projekte. Insbesondere wurde die
Arbeitsgemeinschaft fur Gruppen, die nicht dem VB42 angehdren offen gehdten; die Struktur erlaubt
daher die Einbindung von Gruppen mit Forderung durch die DFG.

Bereitstellung der Untersuchungsobjekte

Zur Studie der Struktur und Dynamik ist die Isolierung der Proteine nicht nur in chemisch reiner Form
eforderlich, wie de zu Arbeten mit biochemischen und molekulargenetischen Methoden gentgt,
sondern die besonders bei Membranproteinen komplexen und empfindlichen Makromoleklle miissen
in srukturdl und in Bezug auf die Bio-Kadyse einhatlicher Form gewonnen werden. Dies gilt um s
mehr, wenn Erscheinungen der molekularen Regulation [4] untersucht werden sollen. Dartiber hinausist
die Isolierung in erheblicher Menge eforderlich, insbesondere fir zetaufgeoste Studien oder
Neutronenstreuung. Die strukturdle Studie stdllt demnach spezifisch erhohte Anforderungen an Quditét
und Menge der Untersuchungsobjekte.

Zu Beginn des Forschungsprojektes wurden daher unter zuséizlicher finanzidler Forderung mit
Landesmitteln [5] die Umstellung der Methoden zur Isolierung der ATP-Synthase, F{ ATPase und der
Cytochromproteine aus Micrococcus luteus vom Labor-Entwicklungsmal3stab auf  habtechnische
Verfaren durchgefiihrt. Dabel wurde der Einsatz an Zdlimasse um ene Grolenordnung auf 1/4 kg
erhoht, die bis zu funfstufigen Reinigungsschritte [6-14] werden jetzt mit pr8parativen HPLC- und
FPLC-Saulen von 26 und 5 cm Durchmesser durchgefiihrt (bis zu 50 g Rohprotein im
Ausgangsmaterid). Diese Schritte, die auf Ergebnisse des BMBF-Projektes 03-Na3-Mai im kleineren
Malistab aufbauen, sind enersats eforderlich, da im gegenwértigen Vorhaben nur beschrankt
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Persondmittel zur Verfligung sehen (Ersatiz von "Manpower" durch technische Ressourcen),
anderersaits werden fur die jetzt begonnen Forschungsarbeiten zur Strukturdynamik mit zeitlicher
Auflésung erhdhte Mengen an Untersuchungsmaterid bendtigt (bis zu 200 mg).

Grindung der offenen Arbeitsgemeinschaft
"Strukturdynamik von Proteindoméanen”

Protonen-trangportierende Membranproteine snd Multidoménenproteine, die sich durch strukturelle
und energetische Kopplung mehrer Doménen im funktionellen Resktionszyklus auszeichnen. Einersaits
handelt es Sch bel diesen Makromolekilen um Proteine universdler Bedeutung, die in Membranen
praktisch dler Zelen vorkommen. Anderersats zeigen Se enen Aufbau aus interagierenden und
beweglichen Strukturdoménen, der auch bel anderen Multidoménenproteinen vorkommen, die im
Verbundprojekt VB42 untersucht werden. Aufgrund dieser  Ubergeordneten  strukturellen
Gemeinsamkeiten zwischen den Objekten mehrere Tellprojekte und den hieraus resultierenden
gemeinsamen Untersuchungsmethoden wurde 1996 die offene Arbeitsgemeinschaft " Strukturdynamik
von Proteindoménen” as Unterstruktur des VBA42 initiiert. Der erst Antrag dieser Gruppierung auf
gemeinschaftliche Mefzeit an HASYLAB liegt ds Anlagel bei. Die Kriterien dieser Struktur sind:

- ahnliche Problemstellung: weitrdumige Bewegungsvorgdnge von Doménen in grof3en
Proteinen, z.B. von Untereinheiten in Komplexen, im Mikrosekunden bis Sekundenbereich

-ahnliche Experimentfihrung: a) zetauflésende Untersuchung von strukturbestimmien
Reaktionen (dynamisch, trandent) und b) Vergleich stabiler strukturdler Zusténde (tatisch)

- gemeinschaftliche Nutzung von Geréten: z.B. von Probenumgebungen; stopped-flow
Mischungsgeréte, Blitzphotolyse Einrichtung: Aktivierung von caged-ATP, Photoaktivierung

- gemeinschaftliche Durchfihrung von Experimenten: zetwese Persondgemenschaft
durch Bildung einer "Mefruppe” je Experiment an Groligeréten; gleiche Bass-Auswertung

Im Zentrum dieser Studien steht die Anwendung und Entwicklung zeitauflGsender Streumethoden.
Solche Experimente wurden 1997 an den Synchrotrons ESRF, Grenoble, und ELETTRA, Triedt,
durchgefihrt; zeitaufgeldste Neutronenstreuexperimente sind am D22-Instrument des ILL vereinbart
(R.P. May). Der Zusammenschlul? erméglicht die effiziente Nutzung der Ressourcen trotz beschrankter
Mittel auch fir kleinere Arbeitsgruppen. Die Gruppe soll in Zukunft, wie im Berichtszeitraum erprobt,
auch fur nicht-VB Mitglieder offen gehdten werden, z.B. fir Gruppen mit DFG-Forderung. Dies
erscheint insbesondere fir die fernere Zukunft von Bedeutung. 1996 und 1997 wurden in diesem
Rahmen Kooperation mit den Gruppen Heumann [18], Koch-Brandt [17], Doster/ Petry
[Jahresbericht 1995/96], Decker [15] etabliet und vertieft. Interesse zur Zusammenarbeit zur
Strukturuntersuchung des strukturell verwandten System des Tubulins und der damit assoziierten
Proteine wurde von der Gruppe M andelk ow gedulert.
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Untersuchungen an Cytochrom-Oxidase

Die Untersuchungen zur Strukturdynamik von Protonen-transportierenden Membranproteinen wurden
an der Cytochrom-c Oxidase COX aus Micrococcus |uteus begonnen. Dieses Redox-Enzym ist wie
die im Projekt 03-Na3-Mai untersuchte Chinol-Oxidase QOX aus den gleichen Membranen en
Cytochrom-aag Komplex [6,7,14]. Sie besteht aus vier Protein-Untereinheiten mit 45.000, 38.500,
21.500 und 10.000 g/Mol molekularer Masse. Mit zusammen 115.000 g/Mol besitzt das bakterielle
Enzym dso nur kngpp die habe Molmasse der mitochondridlen Cytochrom-c Oxidase aus 13
Untereinheiten [1-3]. Das Protein katalysiert in vivo und in vitro die Oxidation des kleinen
Eisenproteins Cytochrom-c (12.000 g/Mol Masse) mit molekularem Sauergtoff in @nem mehrstufigen
Reaktionszyklus von etwa 2 ms Dauer (bei 37°C). Der Schliissdl fur die Studie der Strukturdynamik ist
diein Abb.1a gezeigte Inhibition mit Kohlenmonoxid. Be beiden terminalen Oxidasen COX und QOX
aus Micrococcus luteus konnte diese fiir Sauerstoff-bindende Ham-Proteine typische Inhibition gezeigt
werden [7]. Wesentlich fur die Untersuchung der Strukturdynamik mit Kleinwinkelstreuung und
anderen Methoden sind die dabel auftretenden spektraen Veranderungen der Enzyme: Bel der CO-
Bindung an die reduzierte Cytochrom-c Oxidase COX erhtht sich die Lichtabsorption im Bereich von
470 -610 nm @- und (-Bande der Cytochrome), gleichzeitig verschiebt sch die intensve g-Bande
(Soret-Bande im Bereich 410 - 460 nm) zu kirzeren Wellenldngen. Daraus ergibt sch die in Abb.1b
skizzierte Moglichket durch Eindrahlung von intensvem Licht im Bereich von 500 - 600 nm den CO-
Liganden kurzzeitig vom Ham-Protein abzuspaten und wahrend dieser kurzen Zeit, typisch 10 - 500
ms, an dem trangent und synchron aktivierten Enzym strukturele und funktiondle Untersuchungen
durchzufihren. Waterhin kann die mit einer Zeitkonsdante t g folgende Rekombination mit dem
Inhibitor zur Studie der Ligandenbindung an das Protein genutzt werden; derartige Untersuchungen sind
z.B. am Hamoglobin und am Myoglybin bekannt geworden. Handelt es sch bel dem Ham-Protein
weiterhin um ein Enzym, wie die Cytochrom-c Oxidase, S0 kann dieser Versuch in der in Abb.1c
dargestellten Weise erweitert werden: In Anwesenheit der Enzymsubsirate, z.B. von Sauerstoff und
reduziertem Cytochrom-c, lauft am trangent &ktivieten Enzym en isolierter, synchroner
Reaktionszyklus der mehrstufigen Redoxkatadyse ab. Anschlie3end findet die Rekombination von
Enzym und Inhibitor zur inaktiven Protenmodifikation dtett. Entsprechende Experimente snd mit
zeitaufgelOster  optischer  Spektroskopie (Absorption, FT-IR und Raman) an mitochondrialer
Cytochrom-c  Oxidase bekannt [1-3,23], an bakteridlen Enzymen und mit Methoden der
Strukturforschung liegen aber noch keine Untersuchungen vor.

Die Versuche zur Untersuchung der Strukturdynamik im Reaktionszyklus der Cytochrom-c Oxidase
aus Micrococcus luteus wurden in Zusammenarbeit mit PD Dr. W. Doger, Munchery Garching, im
Rahmen des Verbundprojektes VB42 durchgefihrt. Wie in Jahresbericht 1995/96 skizziert, wurde
dabei im Labor ("offling”) hergestellte Kohlenmonoxid-inhibierte Cytochrom-c Oxidase (COX-CO)
durch Laserblitzbestrahlung (532 nm, 5 ps, 60 mJ) trandgent in aktives Enzym tberfihrt. Mit Hilfe der
von PD. Dr. Dogter entworfenen Apparatur konnte die Rekombination (Abb.1b) und Teilschritte des
Reaktionszyklus (Abb.1c) durch zetaufgelOste Absoptiosspektroskopie im Bereich der Soret-Bande
der Oxidase (445 nm) untersucht werden. Der neuartige Aufbau erlaubt die Verfolgung spektraer
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Anderungen tber 11 Dekaden in der Zeit und 7 Dekaden in der Signalamplitude. Die spektroskopisch
gezeigten Ubergdnge zwischen transienten Zusténden der Cytochrom-Oxidase sollen im weiteren
Verlauf des Vorhabens durch zetaufgedste Rontgenkleinwinkelstreuung am Synchrotron strukturell
charakterisert werden.

a) Probenvorbereitung :

COX + CO  o——lge  COX -CO

aktive Oxidase + inhibierte Oxidase
Kohlenmonoxid

b} Transiente Enzym-Aktivierung ohne Substrat :

Blitz
Rekombination

COX-CO —y  COX + CO —e——e COX-CO

T
inhibierte Oxidase aktive Oxidase + R inhibierte Oxidase
Kohlenmonoxid
¢) Transiente Enzym-Aktivierung mit Substrat :
\Blitz
COX-CO +0, +5 —f  COX +0, +8 + CO

inhibierte Oxidase + Sauerstoff aktive Oxidase + Sauerstoff +

+ Redox-Substrat Redox-Substrat + Kohlenmonoxid
1 Reaktionszyklus (Tq = T)

Rekombination
R inhibierte Oxidase

aktive Oxidase + Wasser +
Redox-Produkt + Kohlenmonoxid

Abb.1: Resktionen zur Untersuchung der Strukturdynamik im Resktionszyklus der Cytochrom-c
Oxidase durch zeitauflésende Verfahren. (a) Das aktive Enzym wird bel der Probenvorbereitung durch
Inkubation mit Kohlenmonoxid in eine inaktive Modifikation Uberfihrt, dabel &ndert sch das optische
Absorptionsspektrum. (b) Der CO-Ligand kann durch intensve Besrahlung bel 532 nm (Laser-
Blitzphotolyse) vom Cytochrom geldst werden. Das transent erzeugte aktive Enzym rekombiniert nach
enigen 100 ms wieder mit dem Inhibitor. (c) Ist wahrend des Photolyseversuchs Sauerstoff und
Substrat zugegen, so kann das transent erzeugte aktive Enzym zur Untersuchung von Tellschritten des
einen ablaufenden Reaktionszyklus genutzt werden.
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Abb.2: Zeitaufgel0ste Absorptionsspekiroskopie der durch Laserblitz-Photolyse trangent aktivierten
reduzierten Cytochrom-c Oxidase aus Micrococcus luteus in Anwesenhelt von Subgrat (reduziertes
Cytochrom-c, 100 nM und Ascorbat, 30 mM) und von molekularem Sauerstoff im Vergleich zur
Rekombination mit CO unter anaeroben Bedingungen (obere Kurve) [7].

Im Jahresbericht 1995/96 ist das Ergebnis der Versuche mit reduzierter Cytochrom-c Oxidase in
Abwesenheit von Substrat nach Abb.1b gezeigt. Danach kann die Reaktion (Rekombination mit CO)
repetitiv mit der selben Mef3probe durchgefiihrt werden. Dies igt fur die geplanten Streuexperimente
essentiell, da wegen des schnellen Resktionszyklus (2 ms) eine Resktionsfiihrung mit einer "stopped-
flow" Apparatur, wie Se bei der ATP-Synthase eingesetzt wird, nicht rediserbar is. Beim gezeigten
Experiment mit einer offenen Kivette konnten funf bis zehn Experimente mit der gleichen Probe durch-
gefhrt werden, bevor durch Verlust an CO eine Veranderung der Kinetik auftrat (Verschiebung der
Kurven). Durch erneute Séttigung mit CO konnte jedoch die urspriingliche Kinetik wieder hergestel It
werden, so dal3 eine bis zu 100-fache Repetition rediserbar erscheint. Die Zetkongante fir die
Rekombination von CO mit reduzierter Cytochrom-c Oxidase aus M. luteus in Abwesenheit von
Sauerstoff betragt tr = 3,8 - 1001 s(Rate: 2,6 s°1).

In Abb.2 ist das Ergebnis der andogen Versuche in Anwesenheit von Subgrat (reduziertes
Cytochrom-c, 100 nM und Ascorbat, 30 mM) und von molekularem Sauerstoff nach Abb.1c gezeigt.
Unmittelbar erkennbar ist die Beschleunigung der Rekombination mit dem Inhibitor CO unter aeroben
Bedingungen um den Faktor 40 im Vergleich zu anaerober Versuchsfihrung in Abb.3 (tgr = 3 - 102s
bei 25°C). Dieses Ergebnis weist auf eine Strukturdnderung des Enzyms durch Anderung des
Redoxpotentids hin [20,21]. Vermutlich handelt es sich dabe um eine Erscheinung der molekularen
Regulaion. Die zetaufgddde drukturdle Untersuchung mit Rontgen- und Neutronerkleinwinkd-
streuung (datisch) it fur die Forderperiode ab 1998 geplant.
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Fir ene Abfolge von n Tellschritten in einem Resktionszyklus 18% sch das optische Sgnd nach
Gleichung 1 bis 3 durch eine Serie gedtreckter Exponentidfunktionen darstdlen. Die Teilprozesse
korrespondieren dann mit den zugehdrigen Zeitkonstanten tj und den Amplituden N; o.

Die genaue Untersuchung der trandienten spektralen Anderungen im Resktionszyklus der Cytochrom-c
Oxidase in Gegenwart von Substrat und Sauerstoff und die Fit-Anadyse durch Reiherentwicklung mit
gedireckten Exponentidfunktionen ist in Abb.3 gezeigt. Die Ermittiung der in Tabellel gezeigten der
Parameter erfolgte mit dem Programm MathCad 5.0 in Mainz. Neben der langsamen Rekombination

des Enzyms mit CO (Beitrag FR) waren noch vier weitere, schnellere Prozesse nachweisbar (Prozesse
F1 - F4), diemit Talschritten des Resktionszyklus einhergehen.
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Abb.3: Parameterandyse zur zeitaufgel 6sten Absorptionsspektroskopie der durch Laserblitz-Photolyse
trangent aktivierten reduzierten Cytochrom-c Oxidase aus Micrococcus luteus in Anwesenheit von

Substrat (reduziertes Cytochrom-c, 100 nM und Ascorbat, 30 mM) und von molekularem Sauerstoff
durch funf gestreckte Exponentiafunktionen [7].
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Tabellel: Zeitkonstanten und Resktionsraten von Tellprozessen des Resktionszyklus (F1 - F4) der
Cytochrom-c Oxidase aus Micrococcus luteus und der Rekombination mit Kohlenmonoxid (Prozef3
FR) in Anwesenheit von Substrat und Sauerstoff (aus [7]).

Prozefd Fa F3 Fo F1 FR
Zeitkongante| 2,9-10-8 1-10°7 3.-106 1,1-10°3 28-10°2
t [s]
Reaktionsrate| 3.4-107 1-107 3,3-10° 9,09 - 102 3,6-101
R[s]

Waiterhin konnten in Kontrollexperimenten mit mitochondrider Cytochrom-c Oxidase, die vom
Kooperationspartner Dr. T.A. Link, Frankfurt/M. zur Verfligung gestdllt wurde, die aus der Literatur
[23] bekannten kinetischen Parameter dieses Enzyms reproduziert werden [7].

Im Vergleich zum mitochondriden Enzym [23] lauft bel der Cytochrom-c Oxidase aus Micrococcus
luteus die Rekombination mit CO und der langsamste Subprozefd im Reektionszyklus (Fq) mit
vergleichbarer Reaktionsgeschwindigkeit ab. Die Prozesse B bis F4 jedoch sind, sowet Se eine
direkte Entsprechung im Reektionszyklus des mitochondridlen Enzyms bestzen, etwa zwel Grofen-
ordnungen schndler. Moglichewese ig die verschiedene Geschwindigkeit des zugeordneten
Ubergangs vom O- in den F-Zustand des binucledren Eisen-Kupferzentrums der Cytochrom-c
Oxidasen eine Konsequenz der unterschiedlichen Untereinheitenstdchiometrie der bakterielen und
mitochondridlen Enzyme. Mit beiden Systemen ist bidang unbekannt, ob und zu welchem Zeitpunkt die
im optischen  Spektrum nachweisbaren  eektronischen  Ubergdnge mit  den  vermuteten
Strukturumwandlungen verbunden sind.

Auch be diesen Versuchen gdang ene repetitive Versuchsfihrung (5 Subexperimente). Durch
Verbesserung der Bedingungen (geschlossene Kivette, Beflillung mit einer "stopped-flow” Einrichtung
unter einem Gaspolgter aus reinem Sauerstoff) kann die Repetitionsrate wahr scheinlich auf 50 gestelgert
werden, bevor die Probe gewechsalt werden mul3. Damit kann die fUr die geplanten zeitaufgel6sten
Streuexperimente  erforderliche Proteinmenge abgeschétzt werden: Mit der bei den bisherigen
Streuexperimenten  [15-19] efolgrech engesatzten Quarz-Durchflul¥kepillare von 100 pl
Probenwechsavolumen sind demnach fir eine Sekunde integrae Strahlzeit Uber einen Reektionszyklus
von 2 ms Dauer 10 Probenwechsd mit zusammen 1 ml Probervolumen und eiwa 5mg Enzym
erforderlich. Die insgesamt fir eine Experimentserie nétige Proteinmenge betragt, je nach Grad der
Zatauflosung (100-256) logarithmisch eingetellte Zeitscheiben in der integrden Strahlzeit) und
Strahistérke des Synchrotrons (ESRF, DESY) etwa 50 - 500 mg. Daher it der Einsaiz der
Europdischen Synchrotrongrahlungsquelle ESRF erforderlich. Entsprechende Experimente sind in
Arbeitgellung mit der Gruppe Heumann im VB42 in Vorbereitung (so.). Dabel bea der
gemeinschaftlichen Durchfiihrung der Experimente in Form einer Arbeitsgemeinschaft (Nutzergruppe),
wie bel den Experimenten an DESY, ESRF und ELETTRA, der gemeinsame Aufbau und Nutzung von
Geréten (neu entwickelte Blitz-Probenumgebung und "stopped-flow" Apparatur aus Fordermitteln des
Projektes) geplant.
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Untersuchung der Membranproteine mit Neutronen- und Rontgenkleinwinkelstreuung

Im Berichtszeitraum wurden Protonen-transportierende Membranproteine mit Neutronen- vor alem
aber mit Rontgenkleinwinkestreuung untersucht. Von saiten der Untersuchungsobjekte wurden die
meisen Vesuche an ATP-Synthase und ihrem kataytischen Fl-Fragment (F1ATPase) aus
Micrococcus luteus vorgenommen. Erste Streuversuche fanden jedoch auch an der Cytochrom-c-
Oxidase (COX) aus dem gleichen Bakterium datt.

Aufgrund der gegenliber dem Projektantrag stark reduzierten Mitted mufden die Experimente auf en
Minimaprogramm beschrénkt werden. Das Programm wurde auf die langerfridig interessanteste
Perspektive ausgerichtet, die zeitauflsende Studie von Strukturanderungen. Dazu waren auch datische
Streuexperimente notwendig, die vor dlem an enem spezidlen Insrument an DESY/ HASYLAB,
Hamburg, mit hoher Auflésung gewonnen wurden. Diese dienten enesdats ds Referenz fir die
zeitaufgd6den Experimente, die technisch bedingt an den Insrumenten mit hohem Hul®3 nur mit
beschrankter Auflosung durchgefiinrt werden konnen. Diese genauen Streuprofile (1073 von 1(0); bis
zu0,5A-1) snd zur Ergebnis-Interpretation durch molekulare Moddlierung erforderlich. Anderersaits
snd die durch datische Messungen ermittelten Streuprofile in Abhéngigkeit von Inhibitoren der
intramolekularen Kooperativitdt oder im Zusammerhang mit molekularen Regulationsprozessen zur
Vorbereitung von zetauflésenden Experimenten notwendig, bel denen zwischen gekoppeten
Teilschritten im Resktionszyklus unterschieden wird.

Genutzte und erprobte Instrumente

Zu Anfang des Projektes wurden Experimente zur Klenwinkesreuung mit Rontgensrahlung am
DESY-HASYLAB an den Ingrumenten R6Fo (A1, Stuhrmann) und testweise am D1.2 (X33 des
EMBL, Koch) durchgefiihrt. Besonders im ersteren Fall erwiesen sich diese Versuche jedoch wegen
mangdhafter Strahl- und Instrumentestabilitét als zunehmend schwierig, so dal3 andere Alternativen
gefunden werden mufden. Mit dem JUSIFA-Insrument (B1 im DESY-HASYLAB, Haubold/
Goerigk, |FF des FZ Jilich) wurde ein fir unsere Zwecke optimales Instrument gefunden. Obwohl die
ese Experimenteserie im Sommer 1996 die erse mit Proteinldsungen an diessm Experiment
Uberhaupt war, konnten hier Streukurven hervorragender Qualitét ermittelt werden [15-17]. Die
Quditét erklart sch durch a) das bemerkenswverte Design des Instruments mit nachtréglicher Piezo-
Ausregelung der Strahllageschwankungen (£ 1 mm) und b) die gute Wartung, Justage und User-
Betreuung durch enen permanent angestdlten Mitarbeter. Erfolgreiche Experimente  zur
Neutronenkleinwinkelstreuung wurden im November 1996 an der bewshrten KWS-2 Kamera am
DIDO-Resaktor des Forschungszentrums Jilich durchgefihrt.

1997 konnten welterhin erste Experimente zur zetauflosenden Klenwinkestreuung nach Synchro-
nisation der arbeitenden Enzymproben mit einem "stopped-flow" Mischgerét durchgefiihrt werden. Die
Experimente an den Synchrotrons ELETTRA, Triest, am Insrument SAXS (6sterr. Akademie d.
Wissenschaften, Laggner, Graz) und ESRF, Grenoble, amn Instrument 1D2/BL4 (Diat/ Boesecke)
durchgefihrt. In beiden Féllen waren die in Kooperation mit der Gruppe Heumann durchgefuihrten
Versuche die ersten Experimente mit ProteinlGsungen tberhaupt.
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Strukturuntersuchung der Cytochrom-Oxidase auMlicrococcus luteus
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Abb.4: Rontgenkleinwinkestreuung der Cytochrom-c Oxidase aus Micrococcus luteus (1,6 g/l) in
Ldsung des Detergens Laurylmadtosd (0,1 mM). (Instrument RoFo / A1, HASYLAB).

Die Rontgenkleinwinkelstreuung der in der Struktur bidang nicht untersuchten Cytochrom-c Oxidase
COX aus Micrococcus luteus igt in Abb.4 gezeigt. Die Streukurve konnte aufgrund experimenteller
Schwierigkeiten am R6Fo-Instrument nur bei q > 0.07 A1 besimmt werden und muR daher ds
vorlaufig gelten. Im Bereich um g = 0,15 + 0,5 A-1 bestanden Schwierigkeiten in der Eliminierung der
Streuung von Detergens-Mizellen, die bel der vorausgehenden Ultr&filtration mit dem Protein zusammen
ankonzentriert wurden (Protein-abhéngig). Daher konnten nur Proteinldsungen untersucht werden,
deren Konzentration 1.6 g/l nicht Uberstieg. Der Streumasserradius von Ry=325+05 A wurde
durch Guinier-Funktion Iteration des Zentral peaks bestimmt. Er entspricht dem nach der Molekilmasse
(105.000 g/Mal) zu erwartenden Wert.

Die in Abb.5 gezeigte intramolekulare Abstandsvertellung ergab eine maximale Molekildimension von
'max = 85 * 3 A. Der strukturelle Vergleich mit der kristallographischen Analyse der Cytochrom-
Oxidase aus Paracoccus denitrificans [Miche & Ludwig 1995 und mit der im Vorprojekt
untersuchten mitochondriden Cytochrom-Oxidase (nach Monomeriserung) zeigte einen dhnlichen
generdlen Aufbau. Die Cytochrom-c Oxidase aus Micrococcus [7] liegt jedoch ohne Manipulation
monomer vor, d.h. vermutlich auch in der Natur. In dieser Hingcht dhndt das Enzym demnach der
terminalen Chinol-Oxidase QOX aus Micrococcus luteus [6], die im Vorprojekt untersucht wurde
(ebenfals ein Cytochrom-aag Komplex, was zunéchst zu ener Fehl-Klassfizierung as Cytochrom-c
Oxidase COX fihrte).
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Abb.4: Intramolekulare Abstandsverteilung der Cytochrom-c Oxidase aus Micrococcus luteus (1,6
g/l) in Lésung des Detergens Laurylmaltosid ergibt eine Dimension von rygx = 85+ 3 A.

Nach den Ergebnissen der zeitauflosender Spektroskopie und der statischen Kleinwinkestreuung ist
die Cytochrom-Oxidase COX aus Micrococcus luteus ein geeignetes Objekt zur geplanten Studie der
Strukturdynamik  im  Reektionszyklus durch zetafgeose RoOntgenkleinwinkedreuung.  Die
Schwierigketen durch Streuung von Detergensmizdlen konnen durch Wechse auf ein Detergens, das
nur kleine Mizdlen bildet umgangen werden, zB. das be der ATP-Synthase bewdhrte
Taurodeoxycholat TDOC. Wie enzymatische Experimente ergaben, schadigt dieses Detergens in
geringer Konzentration (5 mM) die Oxidase nicht.

Statische Kleinwinkelstreuung der ATP-Synthase und ihres f+Fragmentes

Die statische Kleinwinkel streuung des F1-Fragmentes der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus war
zu Beginn des Vorhabens aus Vorprojekten in ihrem ungeféhren Verlauf bekannt. Das Enzym eignet
sch ds Objekt fur die zeitaufge 6ste Strukturuntersuchung im Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse, da
es nach den 1995/96 durchgefiihrten Verbesserungen (upscaling) in grof3er Menge (100 mg / Batch),
Reinheit (>99%) und in kinetisch einhetlicher Form gewonnen wird. Nach unseren enzymatischen
Studien kann das arbeitende Enzym durch Konzentrationssprung an seinem Substrat (ATP) aktiviert
und synchronisert werden. In Abb.6 ig die Rontgenkleinwinkestreuung des Enzyms in hoher
Auflésung nach Experimenten am Instrument JUSIFA am DESY-HASYLAB gezeigt. Die Streukurve
(4* 3 hind. Puffermessung) ist bis zu einem Fehler von 5 * 10-4 1(0) aufgeldst und zeigt eine Reihe
von Nebenmaxima (dgnifikant: 1 - 5).
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Abb.6: Rontgenkleinwinkestreuung des F1-Fragmentes der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus
(10 g/l) in Lésung (20% Glyzerin-Puffer, pH8) (Instrument JUSIFA / B1, HASYLAB).

Der hohe Gehdt der Proben an Glyzerin, einem effektiven Radikafénger (scavenger), it fur die
folgenden Experimente mit zeitaufldsender Rontgenstreuung wichtig, da die Proben an den Undulator-
Instrumenten in Triest (ELETTRA) und Grenoble (ESRF) mit bis zu 1018 Photonen belastet werden (1
mmZ Flache, E = 10 - 12 keV). Das Doppemaximum in der Streukurve zeigt die Présenz
unterschiedlicher Abstéande der grolien Untereinheiten im Molekil (Asymmetrie), wie Se auf in der
kristdlographischen Analyse des inhibierten Enzyms aus Mitochondrien schtbar ist [Wealker et d.
Nature 1995]. Die Auswertung der Streukurve nach Guinier ergab einen Streumassenradius von Rg=
450+ 0,2A.

Die semi-direkte Fourier-Transformation der Streukurve (Interpolation nur der fehlenden Kurventelle
fir g <001 A und g > 05 A; direkte Varwendung des experimentellen Streuprofils) ergab die in
Abb.7 gezagte intramolekulare Abstandsvertellung des Proteins mit den auffdligen Extrema (A - D),
die auf Losungsmittel-separarierte Massen im Molekil-Komplex aus 9 Untereinheiten (a 3f33gde)
hinveisen. Der Haupttell der Masse zeigte mit der Extrapolation E1 die schon friher ermittelte
maximale Dimension fpg = 115 + 2 A. Nach dem Kurvenaudéufer S 143 sich eine um 15 A aus
dem Molekll herausstehende kleine Doméne podtulieren, die mit der Extrgpolation E2 zu einer
maximaen Molekidimension von g2 = 130 + 5 A fihrt.

Die vorlaufige molekulare Moddlierung der Ldsungs-Streukurve nach der verbesserten FVM-
Methode [Nawroth 1989; Wirfedmodelle] ergab eine Interpretation der Position der Nebenmaxima
durch Abstdnde von separaten Massen der Untereinheiten im Abstand d = 20 / g; die moddlierte
Struktur stimmte gut dem Experiment und mit den bekannten kristallographischen Daten Uberein. Das
Moddl wird gegenwéartig optimiert, besonders im Hinblick auf die aufgefundenen Strukturénderungen
bel der kompletten ATP-Synthase mit dem Inhibitor Azid.
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Abb.7: Die Intramolekulare Abstandsverteilung des Fl-Fragmentes der ATP-Synthase aus
Micrococcus luteus (10 g/l; JUSIFA / B1, HASYLAB) zeigt eine hervorstehende Doméne S.

Azid ig en bekannter Inhibitor der funktionellen Kooperativitét bei ATP-Synthasen. In madger Menge
(1 mM) hemmt es auch be ATP-Synthase und ihrem F1-Fragment aus Micrococcus luteus die
kooperative Katalyse am Multi-Doméanen-Enzym (multisite catalyss). In grofier Menge (> 10 mM)
wird auch die restliche Aktivitét einzelner Doménen (unisite cataysis, 0,1% der multiste-Katayserate)
unterdrickt. Es it danach ein moglicher Schltisse zur Aufklarung der funktionellen und energetischen
Kopplung der ATP-Synthasen. Daneben it es ds Inhibitor und Effektor aber auch bel anderen
Protonen-transportierenden  Membranproteinen  bekannt, z.B. bei Cytochrom-Oxidasen und
Bacteriorhodopsin.

Durch Inhibitor-abhéngige Rontgenkleinwinke streuung am JUSIFA-Instrument, Hamburg, wurde diein
Abb.8 gezeigte Abhdngigkeit der Struktur von der Azid-Konzentration gefunden. Die
Zusammenfassung der Ergebnisse der Guinier-Naherung der Streukurven zeigt, dal3 bei geringer Azid-
Konzentration (< 0,1 mM; "l5g" der multisite Katalyse) zunéchst eine nicht aufgel6ste Kontraktion des
Molekils entritt. Im fir die Untersuchung der Uniste-Kadyse relevanten Bereich um ¢ = 1 mM
kommt es zu einer Sgnifikanten Expanson der FfATPase. Bel 0,1 mM betrégt der Streumassenradius
Rg=44,225+ 0,27 A, bei 1 mM Azid Ry = 45,09 + 0,24 A. Im Bereich um 10 mM und dariiber
tritt eine tellweise irreversble Hemmung ein (unphysiologisch). Bel spéteren Experimenten sollen noch
Zwischenwerte ermittelt werden.

Die erhatenen Ergebnisse zur Azid-Inhibition des kataytischen Fl1-Fragmentes der ATP-Synthase
zeigen enasdats ene bidang unbekannte Korrdation von Strukturénderungen und Inhibition des
Enzyms. Anderersaits 6ffnen sSe einen Zugang zur Studie der energetischen und kooperativen Kopplung
im Resktionszyklus der Katayse durch Vergleich der zetaufgd 6sten Rontgenkleinwinkelstreuung in
An- und Abwesenheit des Inhibitors Azid.
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Abb.8: Der Koopertivitéts-Inhibitor Azid bewirkt beim kataytischen Fl-Fragment der ATP-
Synthase aus Micrococcus luteus im Berech um 1 mM Inhibitor eine Expangon des Molekiils
(Experimente am Instrument JUSIFA / B1, HASY LAB nach Guinier-Auswertung).

Statische Kleinwinkelstreuung der ATP-Synthase auMicrococcus luteus

Die ATP-Synthase kann aus Micrococcus luteus durch Extraktion und Chromatographie in
Gegenwart von Detergentien (sukzessve CHAPS, Triton, TDOC) in reiner, homodisperser Form
(99%) gewonnen werden. Die Isolierung ist dlerdings um eine Grolienordnung aufwendiger wie die des
F1-Fragmentes. Se liefert nur 20 mg Enzym ba enem zatlichen Aufwand von 4 - 6 Wochen aus 250
g Bakterien. Das Enzym ig fur Streuversuche dennoch besonders interessant, da es sich durch ene
bemerkenswerte Stabilitét in Struktur, enzymatischer ATP-Hydrolyse und ATP-Synthese auszeichnet
(nach Ko-Recondtitution mit monomerem Bacteriorhodopsin). Die Stabilitéde und Freheit von
Aggregaten zeichnet das Protein aus diesem Organismus vor dem in friheren Projekten untersuchten
Enzym aus Rhodospirillum rubrum aus.

Die Strukturuntersuchung des Membranproteins gelingt in Abwesenheit von Lipiden in Gegenwart des
Detergens Taurodesoxycholat (TDOC) ohne Stérung des Streubildes. Der schwache Streubeitrag der
Mizellen aus TDOC kann durch Subtraktion der Puffer-Referenzkurve vollstandig eiminiert werden, da
die Mizdlen ene extrem geainge Mase aufwesen (Teramer; M= 2100 g/Mol). Die
Rontgenkleinwinkelstreuung der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus in Gegenwart von 5 mM
TDOC und 10% Glyzerin (Scavenger und Protein-Stabilisator) nach Experimenten am JUSIFA-
Instrument des HASYLAB, Hamburg ist in Abb.9 gezeigt (Melizat: 4 x 3 h incl. Puffer). Anaoge
Bilder von dlerdings etwas htherem Fehler und vor alem im Kleinwinkelbereich beschrankter g-Skala
(g > 0.025) wurden anfangs auch am Rdofo-Instrument (A1) des HASYLAB erhalten.
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Abb.9: Rodntgenkleinwinkdsreuung der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus (5 gl) in
Detergend ésung (5 mM TDOC,10% Glyzerin-Puffer, pH8; JUSIFA / B1, HASYLAB).

Die Streukurve ist durch eine verwaschene Mehrfach-Schulter um ¢ = 0,1 A charakterisiert - mit der
durch den zusiizlichen Fo-Tell bedingten Verschmierung ist dies die Entsprechung zu den Neben-
maxima in der Streukurve des Fl-Fragmentes aus dem gleichen Organismus (Abb.6). Der
Streumassenradius betrégt nach Abb.10 Ry=57,0 + 0,85 A. Das Enzym ist Aggregat-frei.
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Abb.10: Die Guinier-Auftragung der Rontgenstreuung der ATP-Synthase aus Micrococcus zeigt die
Abwesenheit von Aggregaten und ergibt einen Streumassenradius von Rg=57,0 £0,85 A.
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Abb.11: Die intramolekulare Abstandsverteilung der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus (5 gf;
JUSIFA / B1, HASYLAB) zeigt eine Gliederung des Molekiils in zwei groflie Domanen.

Die semi-direkte Fourier-Transformation der Streukurve ergab die in Abb.11 gezeigte intramolekulare
Abgtandsverteilung des Proteins mit den auffdligen Extrema (A - F), die ene ausyeprégte
Strukturierung des Molekiils belegen (Hohlrdume). Die Welligkeit oberhab r = 150 A beruht auf
Me¥ehlern. Die Abgtandsverteilung zeigt eine Gliederung des Molekiils in zwe grole Doménen an
(stak-Moddl zwischen den Teilkomplexen F1 und FO). Die Extrapolation der Abstandsverteilung
fihrte zu einer maximalen Molekiildimension von rygx = 190 + 5 A. Die molekulare Modellierung der
Losungs-Streukurve nach der verbesserten FVM-Methode [Nawroth 1989; Wirfelmodelle] wird
gegenwartig durchgefiihrt, besonders im Hinblick auf die aufgefundenen Strukturénderungen bel der
kompletten ATP-Synthase mit dem Inhibitor Azid.

Die srukturelle Wirkung des Kooperations-Inhibitors Azid auf die komplette ATP-Synthase igt in
Abb.12 ads Zusammenfassung der Ergebnisse der Guinier-Auswertung der Streukurven gezeigt.
Danach bewirkt der Inhibitor hier Uber einen breiten Konzentrationsbereich eine Strukturanderung in
Form einer Expansion des Proteins um 2,6 A (4,6%). In den Abstandsverteilungen verschwand dabei
die Einsattelung E (Abb.11) unter leichter VergroRerung der maximalen Molekiildimension um 10 A.

Der analoge Effekt zeigte sch bei der Neutronenstireuung des gleichen Enzyms in DyO- und HO-
Puffer, 5mM TDOC, 10% Glyzerin am KWS2 Ingrument am DIDO-Resktor des
Forschungszentrums Jilich. In Abwesenheit des Inhibitors ergab sich ein Streumassenradius von Rg=
59,0+ 1,3 A (in HpO). In Gegenwart von 1 mM Azid zeigte der Anstieg auf Ry = 63,0 + 1,6 A eine
Expanson des Moleklls an. Die Experimente missen jedoch nach Komplementierung des
Instrumentes mit einem verbesserten 2D-Detektor fiir groRRe Impulsiibertrage (g > 0,08 A1) erganzt
werden. Hieraus und aus der begonnenen Kontrastvariation durch H/D-Austausch im Losungsmittel
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erhoffen wir uns genaueren Aufschlul? tiber die Anordnung der hydrophilen und hydrophoben Doménen
(Membran-integraler Fo-Tell der ATP-Synthase) in Bezug auf die bel der Azid-Inhibition verschobene
Substruktur.

Gegenwartig wird die molekulare Moddlierung zur Interpretation durchgefiihrt. Nach vorléufigen
Abschétzungen spricht die aufgefundene Strukturénderung fir eine Verschiebung einer Protein-
Untereinheit entlang der Hauptachse (an der Oberflache) der ATP-Synthase.

Die Brete des Effektbereiches 18% einen Erfolg bel der geplanten Untersuchung der Strukturdynamik
der ATP-Synthase im Resktionszyklus der ATP-Hydrolyse in An- und Abwesenheit des
Kooperationsinhibitors Azid durch zeitaufl 6sende Rontgenkle nwinke streuung erwarten.
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Abb.12: Der Koopertivitéts-Inhibitor Azid bewirkt bei der ATP-Synthase aus Micrococcus luteus
im Bereich um 1 mM Inhibitor eine Expanson des Molekils um 2,6 A (4,6%) (Experimente am
Instrument JUSIFA / B1, HASY LAB nach Guinier-Auswertung).

Erste zeitauflosende Streuexperimente an ATP-Synthase und F1-Fragment

1997 konnten vorbereitende Experimente an Hochstrom-Synchrotrons zur Untersuchung der Struktur-
dynamik der ATP-Synthase und ihres F1-Fragmentes in den Resktionszyklen der enzymatischen ATP-
Hydrolyse durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Quellen ELETTRA, Triest (User-Inbetriebnahme
11/1996) und ESRF, Grenoble genutzt. Beide Instrumente verfigten Uber Undulatoren, gekihlte
Doppe-Monochromatoren und Toroid-Spiegel zur Fokusserung der Strahlung auf die Probe,
wodurch der fur die weiteren Versuche erforderliche hohe Hul® eemdglicht wird. Bel voller Strahl-
Offnung betragt die Intensitét am SAXS Instrument, Triet, etwa das 104-fache der Bestrahlungsstarke
am JUSFA-Ingrument (Quelle: Biegemagnet ohne Spiegd), am 1D2-Instrument der ESRF wird noch
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ene ca 5 md hohere Leisung ezidt. Gegenwartig handdt es sch um das wdtweit fluRstarkste
Instrument fir Rontgenstreuung.

Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit der Gruppe Heumann, Martingied (GroEL/ES
Sysem) mit einer von uns kondruierten kompletten Probenumgebung (Probenbox) mit Helium-
gekuhlter Quarz-Durchfluf¥kapillare, Proben-Warmetauscher und Mischzdlle durchgefiihrt (in Opti-
mierung begriffener Prototyp). Die Studien waren bel beiden Insrumenten die ersten Versuche mit
ProteinlGsungen tberhaupt. Als merkliche Einschrénkung in der Nutzung erwiesen sich in beiden Fdlen
die an den Ingrumenten noch eingesstzten Gasdetektoren mit beschrénkter Zéhirate (1D an
ELETTRA; 2D an ESRF; CCD-Kameras snd hier gerade in Erprobung). Als Fazit 18% sich feststellen,
dal? eine Nutzung des vollen FlulZes mit Gasdetektoren unmaglich i, die teuren CCD-Kameras snd
unabdingbar, obwohl damit nur eine beschrankte Zetauflosung erreicht wird (50 ms). Be den
Cytochromproteinen ist dagegen wegen der durch den kurzen Resktionszyklus (1,8 mg)
erforderderlichen hohen Zetauflsung (10 ps) der Einsatz der Gasdetektoren notwendig. Dabel miissen
die Versuchen hochgradig repetitv gefiihrt werden (103).
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Abb.13: Ergtes Experiment zur zeitaufl6senden Rontgenstreuung des F1-Fragmentes der arbeitenden
ATP-Synthase aus Micrococcus luteus am ELETTRA-Synchrotron, Triet (Rohdaten vom
Instrument SAXS). Zum Zeitpunkt "0" wurde das Enzym (5 g/l in 10% Glyzerin-Puffer / scavenger)
durch Konzentrationssprung an seinem Substrat CaATP (1 mM) mit einem "stopped-flow"
Mischgerét be 13°C aktiviert und synchronisiert.
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In Abb.13 it die zatauflésende Kleinwinkestreuung des arbeitenden Fl1-Fragmentes der ATP-
Synthase aus Micrococcus luteus in einem Experiment an neuen ELETTRA-Synchrotron, Triedt,
gezeigt. Die Aktivierung und Synchroniserung des Enzyms erfolgte durch schnelles Mischen (stopped
flow). Zur  Erhbhung des Sgnd/Rausch-Vehdtnissss wurde die  enzymatische
Reaktionsgeschwindigkeit anhand der Ergebnisse der thermokinetischen Studie [14] durch Kihlung
von 4 ms (37°C) auf 20 s (13°C) gedehnt. Die Zeitauflosung erfolgte logarithmisch geteilt mit ener
Auflosung von 50 ms - 10 s, dadurch snd die ersten 50 Zeitschelben (scheinbar) Ubermddg
verrauscht.

Die Auswertung der Experimente (%-Effekt !) wird leider noch einige Zeit erfordern, da hierzu wegen
der grofen Datenmenge und -Komplexitdt die Fertiggdelung der WindowsVerson unseres
Auswerteprogrammes "KINEX 2" notwendig ist. Auch von Seiten der Insirumente-Betrelber werden
hierfir Programme entwickelt (Datenmenge ca. 10 - 100 GB bei repetitiven Versuchen). Anhand der
durchgefuihrten Testexperimente mit und ohne Zeitaufldsung an ATP-Synthase, ihrem F1-Fragment und
Gro-EL (Heumann) lé&sst sch jedoch trotz eniger Abgriche in Bezug auf das ereichbare
Sgnd/Rausch-Verhdtnis bzw. Fehler und im nutzbaren Hul? feststellen, das an beiden Instrumenten
Versuche zur zetaufgeosten Rontgenkleinwinkelstreuung direkt snnvoll mdglich sind. Nach den
durchgefuihrten Versuchen, den Insirumente-Tests und den Pl&nen der Betrelber ist absehbar, dal? die
telwese noch bestehenden Anfangsschwierigkeiten der Instrumente an den belden Hochstrom-
Synchrotrons bis zum Jahresende behoben sein werden. Die Ergebnisse werden aufgrund der
experimentellen Einschrénkungen jedoch sinnvoll durch statische Experimente mit hther Auflésung und
Genauigkeit, wie e am JUSIFA-Insrument in Hamburg gewonnen werden, komplettiert (Konzept:
Nutzung komplementarer Instrumente). Mef3zeit fur weitere Experimente wurde noch fir 1997 an dlen
drei Instrumenten (ID2Z/ESRF, SAXSELETTRA, JUSIFA/DESY-HASY LAB) bewilligt.
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Bericht tber die Durchfihrung des Vorhabens:

- Verlauf des Vorhabens im Vergleich zum Arbeits-, Zeit- und Finanzierungsplan:
Die Durchfuihrung des Vorhabens entsprach in etwa dem geplanten Ablauf. Ein stopped-flow Geréat fur die

zeitauflosenden Studien wurde zum Jahresende 1995 beschafft. Die Nutzung dieses und von weiteren
Geraten erfolgt arbeitsteilig im Rahmen der neu gegriindeten offenen Arbeitsgemeinschaft "Struktur-
dynamik von Proteindoménen" als Untergruppierung des VB42,
Streuexperimente vor allem in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Heumann, MPI Martinsried.

in Bezug auf zeitaufgeltste

- Personelle Verénderungen:
Das Vorhaben wurde bis September 1996 vor allem vom Projektleiter und Dr. A. Neidhardt mit

Unterstitzung einer technischen Angestellten und eines Chemie-Ingeniuers durchgefuhrt. Weiterhin
waren im Anschluf? an das friihere BMBF-Projekt 03-Na3-Mai Frau Dr. P. ERwein und Herr Dr. G.
Heinz zu Cytochromproteinen fiir das Projekt tatig (Finanzierung aus Landesmitteln), teils im Rahmen
der Kooperation mit der Arbeitsgruppe Doster/ Petry, Minchen/Garching. Als unerwartet schwierig
erwies sich die Besetzung der Doktorandenstelle (Bat Ila/2). Erst zum 1.9.1996 konnte mit Frau Iris
Lauer eine qualifizierte Bewerberin gefunden werden (Chemikerin), so dafl3 mit den Arbeiten im vollen
Umfang erst verzogert begonnen werden konnte. Zum Ausgleich und Aufholen der dadurch
entstandenen Verzdgerung im Ablauf des Projektes wurde zum 1.1.1997 befristet bis zum 31.8.1997
Herr Dr. Thomas Rimke als zeitweiliger "Postdoc" eingestellt (Bat2a/2).

- Anderung der Zielsetzung: in der globalen Zielsetzung keine, wegen der reduzierten Férderung mufite
allerdings der Umfang der Experimente reduziert werden (Konsolidierung auf ein Minimalprogramm). Die
Untersuchung der Objekte (Cytochrom-Oxidoreduktasen und ATP-Synthasen/ FjATPase) mul3 wegen
der beschréankten Mittel nacheinander (zeitlich gestaffelt) statt parallel erfolgen.

- Bereitstellung von MelRzeit:

Zur effektiven Durchfuhrung der Experimente mit kleinen Projekten wurde 1996 eine Nutzergruppe
gegrundet, die offene Arbeitsgruppe "Strukturdynamik von Proteindoméanen” als Unterstruktur des VB42.
Der erste Antrag an das HASYLAB liegt als Anlage bei, fur 1997 wurde ein erneuter Antrag gestellt und
bewilligt. Die Gruppe ist jedoch auch an anderen GroRforschungsgeraten gemeinschaftlich aktiv. Im
Zeitraum 9/1995 bis 5/1997 wurden folgende Mel3zeiten genutzt:

Einrichtung Instrument Melzeit Objekte Nutzer; Anteil (%)
FRJ-2, Jilich KWS-2 10 Tage ATP-Synthase/Fq, offene Arbeitsgruppe:
(IFF/ MPI Clusterin Nawroth 30%,
Polym,Mainz) Koch-Brandt 70%
DESY/HASYLAB, RoFo (A1) 3 Wochen ATP-Synthase, offene Arbeitsgruppe:
Hamburg (Stuhrmann) Cytochromoxidase, Nawroth 80%,
Clusterin Koch-Brandt 20%
DESY/HASYLAB, JUSIFA 7 Tage ATP-Synthase, offene Arbeitsgruppe:
Hamburg (IFF der KFA; F1ATPase, Nawroth 25%,
Haubold/ Clusterin, Koch-Brandt 25%
Goerigk) Hemocyanin, Decker 25%
GroEL Chaperonin Heumann 25%
ELETTRA, Triest (in SAXS(bsterr., 10 Tage ATP-Synthase/F1, Nawroth 50%,
Betrieb seit 10/96) Laggner) GroEL Chaperonin Heumann 50%
ESRF, Grenoble BL4 (ID2) 4 Tage ATP-Synthase/Fq, Nawroth 50%,
(O. Diat) GroEL Chaperonin Heumann 50%
Vorbereitung in Min- (TU Minchen Cytochrom- Nawroth + Doster/
chen fir ESRF Garching) Oxidasen Petry (1 Woche)
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Anmerkung: Die Experimente unter (3) bis (5) waren jeweils die ersten Messungen mit Proteinldsungen
an diesen Instrumenten Uberhaupt, was durch Aufbau einer modularen Probenumgebung ermdglicht
wurde. Die Instrumente wurden bislang ausschlieBlich fir andere Problembereiche genutzt ((3):
Metallproben; (4): Lipidschichten, Fasern; (5): Polymere, Gele). Damit konnten neue Instrumente fir den
Wissenschaftszweig der Erforschung der Strukturdynamik von Proteinen eréffnet werden.

- weitere Mel3zeit fir Neutronenstreuung am FRJ-2 Reaktor wurde fur 1997 avisiert: 1 Woche (Nutzung in
Kooperation: Nawroth; Koch-Brandt)

- Mef3zeit fir Neutronenstreuung am HFR-Reaktor des ILL wurde fiir 1997 vereinbart: 3 Tage Testbetrieb
fur zeitauflosende Neutronenstreuung am Instrument D22 (Kooperation: R. P. May); auf3erdem
folgen dazu im August 1997 zwei Antrage auf regulare Mef3zeit (Heumann und Nawroth).

- weitere Mel3zeit 1997 mit Rontgenkleinwinkelstreuung am DESY/HASYLAB, Hamburg, wurde fur die
offene Arbeitsgruppe beantragt und bewilligt: 2 x 7 Tage am Instrument JUSIFA (Nutzung wie #3).

- weitere Mel3zeit an der ESRF wurde 1997 zusammen mit H. Heumann beantragt und bewilligt: am
Instrument BL4 (ID2) 1 Woche mit voraussichtlich 2 x 4 Shifts (ca. 3 Tage Strahlzeit)

- Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen:

Mit folgenden Arbeitsgruppen im VB42 besteht eine Kooperation mit:

1) PD Dr. W. Doster / Petry, TU Minchen/Garching: zeitaufgeloste Untersuchung mit Laserblitz-

Photolyse von Cytochrom-Proteinen.

2) PD Dr. H. Heumann, Martinsried: zeitaufgeltste Rontgenstreuung; stopped-flow Apparatur

3) Prof. Dr. C. Koch-Brandt, Universitdt Mainz: Neutronen- und Roéntgenstreuung an
Membranproteinen

Mit folgenden externen Arbeitsgruppen besteht eine Kooperation:
4) Prof. Dr. H. Decker, Inst. f. Biophysik, Universitat Mainz: zeitaufgeltéste Rontgenstreuung und

Spektroskopie
5) Dr. T.A: Link/Prof. Dr. von Jagow/, Frankfurt/M.: mitochondriale Cytochromproteine
6) Eine weitere Kooperation besteht mit Prof. B. Ludwig, Biozentrum der Universitat Frankfurt/M.:

Uber Cytochrom-Oxidasen (z.B. aus Paracoccus denitrificans)

Die Kooperationen 1 - 4 wurden zu einer offenen Arbeitsgemeinschaft als Teilstruktur des VB42 intensiviert
(s.u.). Dabei werden neben dem Austausch von Erfahrungen und Information Gerate gemeinschatftlich
genutzt und gemeinsame Experimente an GroRR3forschungseinrichtungen durchgefiihrt (s. Tabelle der
Mel3zeiten).

- Arbeiten im Dienste der Community:
Zur effektiven Durchfiihrung der Experimente mit kleinen Projekten wurde die offene Arbeitsgruppe

"Strukturdynamik von Proteindomanen” (Nutzergruppe) gegriindet; der erste Antrag an das HASYLAB
liegt als Anlagel bei. Dieses Konzept einer verbesserten Ressourcen-Nutzung ist auch fur andere
Gruppen und die weitere Zukunft von Bedeutung. Insbesondere wurde die Arbeitsgemeinschaft fir
Gruppen, die nicht dem VB42 angehoren offen gehalten, wenn auch gegenwartig alle Teilnehmer dem
VB42 angehoren, oder fiir die Férderperiode 1998-2001 einen Forderantrag an das BMBF gestellt haben
(H. Decker, Institut fur Molekulare Biophysik, Universitat Mainz).
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Beitrage in Fachzeitschriften und -blchern:

Nawroth, T.; ERwein, P.; Heinz, G.; Gruber, G.; Neidhardt, A.; Zwicker, K. (1996) EBEC short
reports 9,  "Dynamics and reaction cycle of bacteriad ATP-synthase and energy-trandocation
proton pumps'

Lohkamp, B.; Hartmann, H.; Decker, H.; Réssle, M.; Heumann, H.; Goerigk, G.; Post, A.; Koch-
Brandt, C.; Nawroth, T. (1996) HASYLAB Jahresbericht 1996, Band II; 151-152 "Structural
dynamics of the oxygen transporting metallo-protein Hemocyanin"

Nawroth, T.; Lauer, |.; Neidhardt, A.; Zwicker, K.; Post, A.; Koch-Brandt, C.; Roésse, M.;
Heumann, H.; Lohkamp, B.; Hartmann, H.; Decker, H.; Goerigk, G. (1996) HASYLAB
Jahresbericht 1996, Band Il; 157-158 "Structure and dynamics of bacterial ATP-synthase and
F1ATPase"

Post, A.; Koch-Brandt, C.; Lohkamp, B.; Hartmann, H.; Decker, H.; Goerigk, G.; Nawroth, T.
(1996) HASYLAB Jahresbericht 1996, Band I1; 161-162 "Evidence for a carbohydrate mediated
molecular interaction of the glycoprotein Clusterin®

Rosde, M.; Heumann, H.; Lohkamp, B.; Hartmann, H.; Decker, H; Goerigk, G.; Pogt, A.; Koch-
Brandt, C.; Nawroth, T. (1996) HASYLAB Jahresbericht 1996, Band Il; 169-170 "Structure of
native chaperone GroEL in solution”

Anmerkung: die Beitrige A2 bis A5 (**) snd en Resultat der Kooperation in der offenen
Arbeitsgeme nschaft " Strukturdynamik von Proteinddménen” und as Anlage2 beigefiigt.

B.

Konferenzbeitrége, Fachvortrége: 12

Deutsche Neutronenstreutagung und BMBF-V erbundtreffen, Reinstorf 18-20.9.1995 1

Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fur Biophysik, 24.-27.9.1995 Wirzburg: 1
DESY/HASYLAB Jahrestreffen, Hamburg 28.1.1996 (Extra-Poster, nicht im Berichtsband) 1
Membranforum, Frankfurt/M ., 28.-30.3.1996 1

Européische Bioenergetik Konferenz EBEC, Louvain laneuve, 17.-22.8.1996 1
ELETTRA Synchrotron, Triest, 8.1.1997 1
DESY/HASY LAB Jahrestreffen, Hamburg 28.1.1997 4
Jahrestreffen des BMBF-V erbundprojektes VB42, Miinchen, 23.-24.2.1997 2

Diplomarbeiten, Dissertationen, Habilitationen: 4 (1+ 3)

Dissertation begonnen: Iris Lauer (seit 9/1996; Strukturdynamik der ATP-Synthase)

Promotionen beendet (Arbeiten zu Cytochromproteinen im Vorprojekt begonnen) : Dr. P. ERwein;
Dr. G. Heinz

Habilitation (Arbeitenim Vorprojekt begonnen) : PD. Dr. T. Nawroth

- Habil .-Schrift: "Strukturdynamik und Funktion Protonen-transportierender Membranproteine”
- Abschlul? des Habilitationsverfahrens: 11.6.1996

- Antrittsvorlesung: 12.7.1996 (Priv. Doz.)
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Zusammenfassung.

An Membranproteinen des Energiehaushdtes von Zdlen, der biologischen Oxidation, wurde die
Beziehung zwischen der raumlichen Struktur und der Funktion bzw. Regulation untersucht. Die
Untersuchungen wurden an den besonders stabilen  Atmungsketten-Proteinen aus dem Bacterium
Micrococcus luteus durchgefiihrt. Die terminale Oxidase QOX und die Cytochrom-c Oxidase COX
snd wie die ATP-Synthase, bzw. ihr katalytisches Fragment Fq ATPase, Protonenpumpen.

Zur effizienten Nutzung der gerade bel kleineren Projekten beschrénkten Ressourcen wurde die
Arbatsgemeinschaft " Strukturdynamik von Proteindomanen™ gebildet (Nutzergruppe fir Strahlzeit und
Gerédte). Daran snd gegenwartig vier Teilprojekte des VB42 und eine externe Gruppe beteiligt
(Nawroth, Heumann, Koch-Brandt, Doster/ Petry, Decker). Dieses 1996 und 1997 erfolgreich
erprobte Moddl it von weitreichender Bedeutung, z.B. fUr andere BMBF-Projekte. Insbesondere
erlaubt es die Einbindung von Gruppen mit Forderung durch die DFG.

Die Cytochrom-Oxidase COX wurde im Rahmen einer solchen Kooperation innerhalb des VB42
(Dogter/ Petry) mit zeitauflGsender optischer Absorptionsspektroskopie nach Aktivierung durch Laser-
blitzphotolyse des Kohlenmonoxid-inhibierten Enzyms untersucht. Die gefundenen 4 Subprozesse sind
die Bads fir die geplanten zetaufgddsen RoOntgenuntersuchungen der Strukturdynamik der
Cytochrom-Oxidase im Resktionszyklus an der ESRF im Mikrosekundenbereich.

Streuexperimente, zum grolen Tell im Rahmen der offenen Arbeitsgruppe, wurden an den
Grol¥orschungsainrichtungen FRJ-2, Jilich; DESY/ HASYLAB, Hamburg; ESRF, Grenoble; und
ELETTRA, Triest, an ATP-Synthase, FfATPase und Cytochrom-Oxidase durchgefiihrt. Die dabel
gefundenen  Strukturdnderungen im Rahmen der Inhibition und Regulaion der Enzyme snd die
Grundlage fir die 1997 begonnenen Versuche zur zeitaufl6senden Rongenstreuung.



