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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. Regulatiion untersucht. Die
Untersuchungen wurden an den besonders stabilen  Atmungsketten-Proteinen aus dem Bacterium
Micrococcus luteus durchgefihrt. Die terminde Oxidase QOX und die Cytochrom-c Oxidase COX
snd wie die ATP-Synthase, bzw. ihr katalytisches F1-Fragment, Protonenpumpen. Die ATP-Synthase
und F1ATPase gehdren gleichzeitig zur Gruppe der molekularen Motoren.

Zur effizienten Nutzung der beschrénkten Ressourcen wurde die Arbeitsgemeinschaft " Strukturdynamik
von Proteindoménen” gebildet. Das seit 1996 erfolgreich erprobte Moddll wird tber das BMBF-
Projekt hinaus weitergefiinrt. Bidang waren sechs Gruppen beteiligt (Nawroth, Heumann, Koch-
Brandt, Doster/ Petry, Decker, Griber/Altendorf).

Die Cytochrom-Oxidase COX wurde im Rahmen einer solchen Kooperation innerhalb des VB42
(Doster/ Petry) mit zeitaufl Gsender optischer Absorptionsspektroskopie nach Aktivierung durch Laser-
blitzphotolyse des Kohlenmonoxid-inhibierten Enzyms untersucht. Die gefundenen 4 Subprozesse
sollen s Basis fir goétere zaitaufgd 6ste Rontgenuntersuchungen der Strukturdynamik der Cytochrom-
Oxidase im Reaktionszyklus an der ESRF dienen.

Streuexperimente, meist im Rahmen der offenen Arbetsgemeinschaft, wurden an ATP-Synthase,
F1ATPase, Cytochrom-Oxidase und an Liposomen as Zelmembranmodel le durchgefthrt.

Die bei den datischen Versuchen in Hamburg gefundenen Strukturdnderungen im Rahmen der
Inhibition und Regulation der Enzyme snd die Grundlage fir die zetauflosenden Versuche Die
zeitaufl sende Neutronenstreuung erlaubt zukinftig die Studie der Regulation durch Protonen.

Die Experimente zur zeitaufl 6senden Rongtensireuung waren ein voller Erfolg. Nach der zeitraubenden
Entwicklung von Experimentiereinrichtungen gelang die Ldsung der Probleme der Strahlaufheizung der
Proben, der Strahlenschadigung und der  verlangsamten Resktionsfihrung — synchroniserter
Proteinproben. Das Ergebnis, ein struktureller Film des arbeitenden Proteins, zeigte bidang unbekannte
kurzzeitige Ausdehnungsanderungen der Proteine. Nach der Moddlierung besteht eine Hierarchie der
molekularen Bewegungen der ATP-Synthasen.
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Im Forschungsvorhaben 03-Nad-Mai wurden bakterielle ATP-Synthase, ihr kataytisches Fragment
F1ATPase und Cytochromproteine aus Membranen der biologischen Energiekonsarvierung
(Atmungskette) [1-4] isoliert und statische sowie zeitauflésende Untersuchungen mit Rontgen- und
Neutronenkleinwinkelstreuung vorgenommen. Bel Cytochrom-Oxidasen wurden Subprozesse der
Reaktionszyklen durch zeitaufgel 0ste optische Spektroskopie untersucht. Bel ATP-Synthase und ihrem
katalytischen F1-Fragment erfolgte die Studie der Strukturdynamik wahrend der Funktion sowie bel
der molekularen Regulation. Dabel wurden die Zide zum Nachwels von wetraumigen
Strukturanderungen der Proteine vall erreicht: sowohl bel der Regulation bzw. deren Inhibierung as
auch innerhab Reaktionszyklus sdlbst wurden die im Antrag prognostizierten Dynamik-Effekte mit
Synchrotrongtrahlung  aufgefunden (Experimente an den Synchrotrons DESY, Hamburg, ESRF,
Grenoble; und ELETTRA, Triest; und am FRJ2 Resktor Jilich). Daneben gelangen erste Experimente
zur zetauflosenden Neutronendreuung von Liposomen zur der Studie der Wirkung des
Protonenpotentials auf Membranen und Proteine am ILL,Grenoble.

Zur effizienten Nutzung der beschrankten Ressourcen wurde die offene Arbetsgemeinschaft
"Strukturdynamik von Proteindoménen” gegriindet (Nutzergruppe fir Strahlzeit und Geréte; zeitwellige
Persona gemeinschaft fr Experimente an Grol¥orschungseinrichtungen). Daran waren vier Teilprojekte
des VB42 und zwe externe Gruppen betelligt (Nawroth, Heumann, Koch-Brandt, Doster/Petry,
Decker, Griber/Altendorf). Dieses 1996 etablierte Modedll ist von weitreichender Bedeutung. Es wird
auch nach Auggrenzung zentrder Gruppen aus dem VB42 fortgefihrt, in - Zukunft vor dlem durch
Gruppen mit Forderung durch die DFG und EU.

Biotechnologische Bereitstellung der Untersuchungsobjekte

Die Sudie der Struktur und Dynamik von flexiblen Multidomé&nenproteinen erfordert Unter-
suchungsobjekte in strukturdll und in Bezug auf die Bio-Katalyse enheitlicher Form sowie in erheblicher
Menge, wenn Erscheinungen der molekularen Regulation [5] untersucht werden sollen. Wegen der
drastisch beschrénkten Forschungsmittel wurde ab 1997 die Untersuchung der Cytochromproteine
unterbrochen und die Aktivitét auf die ATP-Synthase und ihr F1-Fragment konzentriert. Beide Objekte
wurden unter zuséizlicher Forderung mit Landesmitteln [6] aus Micrococcus luteus im habtechnischen
Vefaren isliet. Unter Einsaiz von je 1/4 kg Zdlmase wurden die bis zu funfstufigen
Reinigungsverfahren [7-14)] jetzt mit praparativen HPLC- und FPLC-Saulen bis 5 cm Durchmesser im
biotechnologischen Mal3stab durchgefiihrt (bis zu 50 g Rohprotein). Die erhdhten Mengen an
Untersuchungsmateria mit verschérften Anforderungen an Reinhealt und kinetische Homogenitét werden
fur die durchgefiihrten Forschungsarbeiten zur Strukturdynamik mit zeitlicher Auflésung bendtigt (bis zu
100 mg Protein/ Experiment-Serie).
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Grundung und Weiterfuhrung der offenen Arbeitsgemeinschaft
"Strukturdynamik von Proteindoméanen”

Protonen-transportierende Membranproteine snd Multidoménenproteine, die Sch durch strukturelle
und energetische Kopplung mehrerer Doménen im  Reektionszyklus auszeichnen. Bel  diesen
Makromolekllen handdt es sch um Proteine universdler Bedeutung, die in Membranen praktisch dler
Zdlen vorkommen. Sie zeigen enen Aufbau aus interagierenden flexiblen Strukturdomanen, der jedoch
auch be anderen Multidoménenproteinen vorkommt (Motorproteine, GroEL, Hemocyanin). Aufgrund
dieser Ubergeordneten strukturelen Gemeinsamkeiten zwischen den Objekten mehrerer Tellprojekte
und den hieraus resultierenden gemensamen Untersuchungsmethoden wurde 1996 die offene
Arbeitsgemenschaft "Strukturdynamik von Proteindoméanen”, zunéchst as Unterstruktur des VB42
initiiert. Die Kriterien dieser Struktur Snd:

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

- dhnliche Experimentfihrung: a) zetauflésende Untersuchung von srukturbestimmten
Reaktionen (dynamisch, trandgent) und b) Vergleich stabiler srukturdler Zusténde (Satisch)

- gemeinschaftliche Nutzung von Geraten: zB. von Probenumgebungen; stopped-flow
Mischungsgeréte, Blitzphotolyse Einrichtung: Aktivierung von caged-ATP, Photoaktivierung

- gemeinschaftliche Durchfihrung von Experimenten: zeitweise Persondgemeinschaft
durch Bildung einer "Mef3ruppe" je Experiment an Grol3geréten; gleiche Bass-Auswertung

Im Zentrum dieser Studien seht die Anwendung und Entwicklung zeitauflGsender Streumethoden.
Solche Experimente wurden an den Synchrotrons ESRF, Grenoble, und ELETTRA, Triest; sowie
zeitaufgelGste Neutronenstreuexperimente am D22-Instrument des ILL, Grenoble, durchgefihrt. Am
DESY, Hamburg, wurden dazu hochgenaue Referenzmessungen mit dem Ingrument JUSIFA am
Strahl B1 des HASYLAB vorgenommen. Der Zusammenschlul3 ermdglicht die effiziente Nutzung der
Ressourcen trotz beschrankter Mittel auch fir kleinere Arbeitsgruppen.

Die Gruppe wird wegen des erfolgreichen Konzeptes weltergefiihrt, in Zukunft wegen der Ausgrenzung
zentraler Gruppen aus dem VB42 (Protein-Forschung) jedoch vorrangig durch Gruppen aul¥erhalb der
BMBF-Struktur, z.B. durch Gruppen mit DFG- und EU-Forderung. 1996 bis 1998 wurden in diesem
Rahmen Kooperationen mit den Gruppen Heumann [21,22], Koch-Brandt [20], Doster/ Petry
[Jahresbericht 1995/96], Decker [15,16] und Griber/Altendorf etabliert und vertieft. Wegen des
Interesses zur Zusammenarbeit seitens weiterer européscher Gruppen wird die Arbeitsgemeinschaft ab
1999 |andertbergreifend umstrukuriert.

Die FortfUhrung der Arbeitsgemeinschaft erscheint insbesondere fir die Zukunft von Bedeutung, da die
veablicbene BMBF-Restforderung mit  Zentrierung auf  Membranen ohnehin bad  endet.
Erfolgversprechend und im Fokus der Wissenschaft (s. ESRF- und HASY LAB-Usermestings 1997;
Konferenz "Highlights in Synchrotron Radiation” 11/1997) ist hier die Untersuchung der Struktur-
dynamik flexibler Multidoménenproteine - das zentrale Thema der Arbeitsgemeinschaft.
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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 luteus begonnen. Dieses Redox-Enzym it wie
die im Projekt 03-Na3-Ma untersuchte Chinol-Oxidase QOX aus den gleichen Membranen en
Cytochrom-aag Komplex [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 bestzt das bakteridle
Enzym adso nur knapp die habe Molmasse der mitochondriden Cytochrom-c Oxidase aus 13
Untereinheiten [1-3]. Das Protein katadysert in vivo und in vitro die Oxidation des Eisenproteins
Cytochrom-c (12000 g¢g/Mol Masse) mit molekularem Sauergoff in @nem mehrstufigen
Reaktionszyklus von etwa 2 ms Dauer (bel 37°C). Der Schlissd fir die Studie der Strukturdynamik ist
die in Abb.1a gezeigte Inhibition mit Kohlenmonoxid. Bel beiden terminden Oxidasen COX und QOX
aus Micrococcus luteus konnte diese fur Sauerstoff-bindende Ham-Proteine typische Inhibition mit
charakteristischen spektraen Verdnderungen gezeigt werden [7].

a) Probenvorbereitung :

COX + CO  o——lgw COY-CO

aktive Oxidase + inhibierte Oxidase
Kohlenmonoxid

b) Transiente Enzym-Aktivierung ohne Substrat :

Blitz
Rekombination

COX-CO » COX + CO > COX-CO

T
inhibierte Oxidase aktive Oxidase + R inhibierte Oxidase
Kohlenmonoxid

¢) Transiente Enzym-Aktivierung mit Substrat :

\Blitz

COX-CO +0, +5 —fe  COYX  +0, +S + CO

aktive Oxidase + Sauerstoff +
Redox-Substrat + Kohlenmonoxid

inhibierte Oxidase + Sauerstoff
+ Redox-Substrat

1 Reaktionszyklus (T-I ) Tn)

Rekombination

COX + H20+ P + CO T > COX-CO
R inhibierte Oxidase

aktive Oxidase + \Wasser +

Redox- Produkt + Kohlenmonoxid
Abb.1: Zetauflésende Untersuchung der Strukturdynamik arbeitender Cytochrom-c Oxidase:
(a) Das aktive Enzym wird durch Inkubation mit Kohlenmonoxid CO inhibiert. (b) Der Ligand CO
kann durch Bestrahlung bel 532 nm (Blitzphotolyse) vom Cytochrom gelést werden. Das trangent
erzeugte aktive Enzym rekombiniert nach einigen 100 ms wieder mit dem Inhibitor. (c) Sind zusétzlich
Sauergtoff und Substrat zugegen, so kann das trandent erzeugte aktive Enzym zur Untersuchung von
Teilschritten des einen ablaufenden Reaktionszyklus genutzt werden.
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Daraus ergibt sich nach Abb.1b die Mdglichkeit durch Bestrahlung im Bereich von 500 - 600 nm den
CO-Liganden kurzzeitig vom Ham-Protein abzuspaten und dabel am transient und synchron aktivierten
Protein srukturdle und funktiondlle Untersuchungen durchzufiihren. Die folgende Rekombination mit
dem Inhibitor kann zur Studie der Liganderbindung genutzt werden. Be enem Enzym kann dieser
Versuch nach Abb.lc erweitert werden: In Anwesenheit der Subdrate, z.B. von Sauerstoff und
Cytochrom-c, lauft am trangent aktivierten Enzym ein isolierter, synchroner Resktionszyklus der
Redoxkatalyse ab. Solche Experimente sind mit zeitaufgel Gster optischer Spektroskopie (Absorption,
FT-IR und Raman) an mitochondrider Cytochrom-c Oxidase bekannt [1-3,23]. Mit Streumethoden
liegen aber noch keine Untersuchungen vor.

Die Untersuchung der Strukturdynamik im Resktionszyklus der Cytochrom-c Oxidase aus Micro-
coccus luteus erfolgte in Zusammenarbeit mit PD Dr. W. Doster, Minchery Garching (VB42). Wiein
Bericht 1995-97 ausfiihrlich dargestdlt, wurde dabei Kohlenmonoxid-inhibierte Cytochrom-c Oxidase
(COX-CO) durch Laserblitzbestrahlung trandent in aktives Enzym Uberfihrt und durch zeitaufge 6ste
optische Spektroskopie untersucht. Dabel wurde die Resktion in Abwesenheit von Substraten nach
Abblb, ds auch in deren Anwesenheit nach Abbl.c charakterisert. Leider zeigte sich, dal3 die
Resaktion fur Synchrotron-Streuexperimente mit einer CCD-Kamera, wie se mit ATP-Synthase erfolg-
reich war (su.), zu schndl ist. Daher kann eine zeitaufge 6ste Rontgenuntersuchung erst ab 1999 redli-
sert werden (Gasdetektor-Entwicklung an der ESRF). Die Experimente mulden deshab auf die zeit-
aufl6sende optische Spektroskopie beschrankt werden. Die wichtigsten Ergebnisse sind in Tabdle 1
zusammengefasst:

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]).

Prozef3 Fa F3 Fo F1 Fr
Zeitkonstantet [s] 2,9-10-8 1-10-7 3-106 1,1-103 | 28-102
ReaktionsrateR [s1] | 3,4-107 1-107 33-10° | 9,09-102 | 36-101

Unmittelbar erkennbar war die Beschleunigung der Rekombination mit dem Inhibitor CO unter aeroben
Bedingungen um den Faktor 40 im Vergleich zu anaerober Versuchsfihrung tr = 3 - 102 s bel
25°C). Dies weigt auf eine Strukturdnderung des Enzyms durch Anderung des Redoxpotentias hin
[26,27]. Vermutlich handelt es sich um einen Prozess der molekularen Regulation.

Neben der langsamen Rekombination des Enzyms mit CO (Beitrag FR) waren noch vier weitere,
schnellere Prozesse nachweisbar (Prozesse Fq - Fy), die mit Tellschritten des Resktionszyklus
einhergehen. Weiterhin konnten in Kontrollexperimenten mit mitochondrider Cytochrom-c Oxidase mit
unserem Kooperationspartner Dr. T.A. Link, Frankfurt/M. die aus der Literatur [23] bekannten
kinetischen Parameter dieses Enzyms reproduziert werden [7,14].

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 mitochondrilen Enzyms besitzen, etwa zwel Grof3en-




NA42.22K NA42.22K
Nawroth

ordnungen schndller. Vermutlich ist der zugeordnete raschere Ubergang vom O- in den F-Zustand des
binucledren Eisen-Kupferzentrums eine Konsequenz der unterschiedlichen Untereinheitenstéchiometrie.
Bidang i unbekannt, ob und zu welchem Zeitpunkt die im optischen Spektrum nachweisbaren
elektronischen Ubergange mit Strukturumwandlungen verbunden sind.

Statische Kleinwinkelstreuung der ATP-Synthase und ihres fFragmentes

19

0,014

0,01 01
q [Al] q [A

Intensitat 1/1(0)

Abb.1: Rontgenkleinwinkesireuung des katdy- | Abb.2:  Rontgenkleinwinkelstreuung der ATP-
tischen Fl-Fragmentes der ATP-Synthase aus| Synthase aus Micrococcus luteus (5 g/ll) in
Micrococcus luteus (10 g/l) Detergend sung (5 mM TDOC).

Jewells. in Glyzerinpuffer (Radika-Scavenger), pH8 am Insrument JUSIFA / B1, HASYLAB.

Die gaische Kleinwinkelstreuung des Fl-Fragmentes der ATP-Synthase (F1) aus Micrococcus
luteus und der vollgtandigen ATP-Synthase (AS) wurde am Ingrument JUSIFA am Strahl B1 des
DESY/ HASYLAB mit hoher Genauigkeit ermittelt (Abb.1 und 2). Beide Enzyme eignen sch ds
Objekte fir die zeitaufge 6ste Strukturuntersuchung im Reektionszyklus der ATP-Hydrolyse, da se nun
in grofler Menge (50-100 mg/Baich), Reinheit (>99%) und in kinetisch einheitlicher Form gewonnen
werden. Nach unseren  enzymatischen Studien  konnen die  arbeitenden Enzyme durch
Konzentrationssprung an seinem Subdgtrat (ATP) aktiviet und synchronisert werden. Bede
Streukurven sind bis zu einem Fehler von 5 * 10-4 |(0) aufgeldst. Das Profil des F1-Fragmentes zeigt
eine Reihe von Nebenmaxima, wahrend das der groleren ATP-Synthase durch eine breite Mehrfach-
Schulter dominiert wird (Details. s. Bericht 1995-Frihjahr 1997; [18]).

Der hohe Gehdt der Proben an Glyzerin, einem effektiven Radikafénger (scavenger), i fur die
folgenden Experimente mit zeitauflosender Rontgenstreuung essentil, da die Proben an den
Insrumenten in Triest (ELETTRA; Wiggler) und Grenoble (ESRF; Undulator) mit bis zu 1016
Photonen belastet wurden (1 mm2 Fléche, E = 8 - 12 keV). Das Doppelmaximum in der Streukurve
zeigt die Présenz unterschiedlicher Absténde der grof3en Untereinheiten im Molekil (Asymmetrie), wie
de auf in der krisdlographischen Andyse des inhibierten Enzyms aus Mitochondrien sichtbar ist
(Wdker et d. [4]). Die Auswertung der Streukurve nach Guinier ergab Streumassenradien von Pg =
450+ 02A (F1) und Rg=57,0 + 0,85 A (AS9).
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Struktureller Schalter bei der Azid-Hemmung der Kooperativitat
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Abb.3: Azid induziete Expanson des|Abb.4: Azid induziete Expanson der ATP-
katalytischen F1-Fragments der ATP-Synthase. | Synthase in TDOC-Puffer (JUSIFA) [18].

ATP-Synthase und F1-Fragment besitzen drei kooperativ aktive katdytische Zentren. In Gegenwart
niedriger Subgtrat-Konzentrationen (ATP) ist nur ein Zentrum aktiv (uniste-catayss). Dieser Bereich
ist der Strukturforschung am arbeitendem Enzym jedoch nicht zugéanglich.

Azd ig en Inhibitor der funktionellen Kooperativitét bel ATP-Synthasen. In médger Menge (1-10
mM) hemmt es die kooperative Katayse am Multi-Doménen-Enzym (multiste catalyss). In groler
Menge (> 10 mM) wird auch die restliche Aktivitét einzelner Doménen (unidte catayss, <1% der
multiste-Katalyserate) unterdriickt. Es ist danach ein moglicher Schliissd zur Aufkléarung der
funktionellen, energetischen und strukturellen Kopplung der ATP-Synthasen.

Durch drukturdle Inhibitor-Titration und Rontgenkleinwinkelstreuung am  JUSIFA-Instrument,
Hamburg, wurde die in Abb.3 und 4 gezeigte Abhangigkeit der Struktur von der Azid-Konzertration
gefunden. Die Guinier-Anayse der Streukurven zeigt, dal3 bel geringer Azid-Konzentration (< 0,1 mM;
"I5p" der multiste Katalyse) zundchst eine nicht aufgeldste Kontraktion des Molekiils entritt. Im
Bereich der Unisite-Katalyse kommt es zu einer Sgnifikanten Expansion: Bem F1-Fragment im Bereich
um ¢ = 1 mM; be vollsténdiger ATP-Synthase tritt zwischen 0,1 und 10 mM ein Plateau auf (switch).
Bei 1 mM Azd ist der Streumassenradius der FfATPase mit Ry = 45,09 + 0,24 A um 0,8 A
sgnifikant erhéht. Bel der ATP-Synthase erfolgt eine Expanson um DRg=26 A (4,6%).

Die erhdtenen Ergebnisse zur Azid-Inhibition zeigen ene bidang unbekannte Korreation von
Strukturénderungen und Inhibition der Enzyme. Besonders aber 6ffnen se einen Zugang zur Studie der
energetischen und kooperativen Kopplung im Reaktionszyklus der Katalyse durch Vergleich der
zeitaufgel6sten Rontgenkleinwinkelstreuung in An- und Abwesenheit des Inhibitors Azid. Derartige
Experimente wurden &b 1998 durch zetauflosende Rontgenkleinwinkesreuung am ELETTRA
Synchrotron, Triest, im Anschlul? an dieses Projekt durchgefiihrt.
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Experimente zur zeitauflo6senden Neutronenstreuung an Liposomen

1997 konnten Experimente zur Strukturdynamik der ATP-Synthase bel der Regulation durch das
Protonenpotentid von Lipidmembranen durchgefihrt werden (Tellzid: B-3 bzw. Arbeitsprogranm B3
des Antrages). Dazu wurden ersmdig zeitaufldsende Streuversuche mit einem von uns kongruierten
"stopped-flow" Mischgerdt am Instrument D22 des Hochfluldreaktors des ILL Grenoble durchgeftihrt.
Hier konnte die fir zetaufgeose Rontgemstreuversuche an ESRF und ELETTRA entwickdte
Technologie (s.u.) fur die Neutronenstreuung genutzt werden, die Probenzelle (Quarz; Hellma) und das
Steuerprogramm fur die Fullrate multe angepasst werden.

Problematik: ATP-Synthase und Cytochromproteine unterliegen nach enzymatischen Daten ener
molekularen Regulation durch die eektrochemische Protonenpotentiddifferenz der Membranen. Die in
biologischen Funktionsversuchen verwandten heterogenen Proteoliposomen sind jedoch  flr
Experimente der strukturellen Biologie (Neutronenstreuung etc.) untauglich. In friheren Experimenten
konnten wir jedoch zeigen, dal3 Membranproteine in Stu mit Neutronenstreuung untersucht werden
konnen, wenn sie in geringer Menge in kleine einschaige Liposomen SUV rekondtituiert werden. Diese
homogenen Proteoliposomen dirfen nur jewells @n Proteinmolekil enthdten. Der Lipidantell kann
durch Kontrastvariation des Ldsungsmittdls maskiert werden [22]. Zeitaufgeléste Absorptions
spektroskopie an Indikator-Farbstoff gefillten Liposomen zeigte, dal3 nach einem pH-Sprung im
Medium eine gentigend hohe pH-Differenz (>0,6 DpH, Energetiserung) bel solchen Liposomen nur fir
etwa 10 s besteht [14]. Ein Vergleich der Fluidichten von Instrumenten zur Neutronenstreuung zeigt,
dald am Instrument D22 des ILL die Chance besteht, die Struktur der ATP-Synthase in An- und
Abwesenheit des regulativen Protonenpotentials (>0,6 DpH) durch zeitauflésende Neutronenstreuung
von Proteoliposomen nach einem pH-Sprung zu vergleichen. Am D22 sollten dazu 100 s (10-20
sopped-flow "Schul?') unter Einsatz von 30 mg Protein genligen - ene efolgversprechende

Perspektive.

Die Versuche wurden in Kooperation mit der Arbetsgruppe Heumann und dem ILL (R.P.
May,andoge Problematik beim GroEL) nach Vorversuchen an FRJ-2 Resktor, Jilich, durchgefthrt.
1997 wurden folgende Ergebnisse erzidt:

- Experimentserie 9/1997 (2 Tage): Aufbau und Etablierung der zeitauflésenden Technologie. Dazu
wurde die Insrumentierung des D22 um einen spezidlen "Time-Frame-Controller”, der mit unserem
Experimentrechner interagiert, ergénzt; Erfolgreiche Mischversuche mit Liposomen und Gro-EL am
Instrument, jedoch bestanden Probleme mit der Datenaquisition.

- Experimentserie 11/1997 (2 Tage): Aufbau ener funktionsféhigen Datenaquidtion (verbesserungs-
fahig) und erfolgreiche zeitaufl6sende Streuversuche mit GroEL und Liposomen in DpO nach einem
pH-Sprung (100,000 counts/s bei d =8 m und nur 1 mm Schichtdicke).

Die Experimente wurden ab 1998 aul}.erhab des BMBF-VB42 fortgesetzt (zwel erfolgreiche Propo-

sas erse Ergebnisse in [35]). Experimente zur DpH-Regulation der ATP-Synthase snd ab 1999

geplant.
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Zeitauflosende Streuexperimente an ATP-Synthase und F1-Fragment

Sat 1997 konnten Experimente an Hochstrom-Synchrotrons zur Untersuchung der Strukturdynamik
der ATP-Synthase und ihres F1-Fragmentes in den Resktionszyklen der enzymatischen ATP-
Hydrolyse durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Quellen ELETTRA, Triest und ESRF, Grenoble
genutzt. Bede Ingrumente veflgen Uber Undulatoren bzw. Wiggler, gekihite Doppd-
Monochromatoren und Toroid-Spiegdl zur Fokussierung der Strahlung auf die Probe, wodurch der fir
die weiteren Versuche erforderliche hohe FIuR ermdglicht wird. Bei voller Strahl-Offnung betragt die
Intensitdt am SAXS Instrument, Triest, etwa das 20.000-fache der Bestrahlungsstéarke am JUSIFA-
Insrument (Quelle: Biegemagnet ohne Spiegd), am 1D2-Instrument der ESRF wird noch eéneca 5 md
hohere Leistung erzielt (1013 ph/s bei 12 keV).

Wie in Abb5 gezeigt is, wird be diessr Art von Experiment die Probe z.B. durch enen
Konzentrationssprung des Subdtrates synchronisert. Danach verhdt sch die Probe fur ene
beschrankte Zeit wie ein einzelnes Molekil, das die Zustande (1) bis (6) durchléuft. In diesem

MeATP + Ha0 MeADP + P;

r ' MeATP+H,0) . P leATP+H,0 MeADP+P; r
_._ katalytische DomMine | —mm —am | katalyfische Domane § —am —am | katalytische Doméne § —am
N2 /TN 2 T N2 TN TN

‘open’ 'loose’ ? 'tight" ? 'loose’ ‘open’
-

mittlere Umsatzzeit T' = 4,4 ms bei 37°C

Catp Start / Synchronisation

) Analyse (Produkte)
? ATP-Konzentration \
__________ { RN _/"‘\_\ - _./—h'\
| —— — — \—- )
4 / 22 \ Y 23 \ . L, 7 Zs N Zg N
" \ . ' .‘.( ‘>/
i \% ~ 4 AN
%—-\L- _/-/ \\""-\ et "\.. -t "/ ')-'.// ~
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Abb.5: a) ATP-Synthasen und FqATPasen durchlaufen nach dem von Boyer postulierten Bindungs-
wechselmechanismus im Reaktionszyklus sukzessive verschiedene Zustande (@ bis ®). Dabei tauschen
die katalytischen Protein-Doméanen durch Strukturumwandlungen Energie mit den variabel fest gebundenen
Nucleotiden (Bindungszustande: 'open, 'loose’, 'tight’) und ein oder zwei anderen katalytischen Doméanen
(?) aus. b) Die Analyse der Nucleotidreaktionen erfolgte durch zeitauflésende enzymatische Analyse, der
Nachweis transienter Strukturumwandlungen durch zeitaufgeloste Rontgenstreuung wahrend der
Reaktionszyklen. Die Dauer t Reaktionszyklen wurde durch Kihlung von 4,4 ms ((a), 37°C) auf 20 s ((b),
13°C) verlangert. Als Startreaktion diente ein Konzentrationssprung an ATP (alternativ: stopped flow
Technik und Photolyse von caged ATP).
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Zetraum konnen transente Strukturen durch zeitaufgel dste Kleinwinke streuung nachgewiesen werden
(Zustandsdichte 7 bis 7). Die Synchroniserbarkeit bei ATP-Synthase durch ATP-Sprung wurde
bereits in den Voruntersuchungen nachgewiesen [19,14]. Die Streuversuche wurden auf die "stopped
flow" Technik beschrankt (caged-ATP Versuche verschoben).

Bel derartigen Studien bestehen folgende Probleme, die 1997/98 sémtlich gel st wurden:

1) Verlangsamung der Protein-Reektion in ein experimentell zugangliches Zeitfengter
2) Strahlaufheizung durch den intensitven Rontgenstrahl (beam hesting)

3) Bildung von Gashlasen in der Losung unter intensiver Bestrahlung

4) Detektion der intensiven Streustrahlung

5) Strahlenschédigung der Proteine (radiation demage)

Zur Verlangsamung der enzymatischen Reektion wurden die Ldsungen anhand der Ergebnisse der
thermokinetischen Studie von FATPase und ATP-Synthase durch moderate Kiihlung von 4ms  auf
5 20 s Dauer des Resktionszyklus eingestellt (s. Abb.6). Dies gelingt wegen der hohen
Aktivierungsenergie der enzymatischen Resktion bei diesen Enzymen (207 und 100 k¥Mol), erfordert
jedoch ene genaue Temperaturseuerung des Streuexperimentes (+ 0,2°). Als Alternative und
Ergénzung wurde die Hemmung des Enzyms durch DyO aufgefunden (Abb.7). Nachtellig war dabel
dlerdings der hohe Einsatz an DyO, besonders zur Ermittlung der kinetischen Parameter (komplette
Resktionsfihrung und Andytik in D20O). Wichtigges Ergebnis ist die Aktivierungsenergie der
Enzymresktion in D)O von 72,1 £ 2 kIMol. Danach kann die Reaktion durch Fihrung in B)O
nochmals etwa um den Faktor 2,5 verlangsamt oder bei 5 Grad hoherer Temperatur durchgefiihrt
werden, d.h. néher an den nattirlichen Bedingungen.

T'(s] Umsatzzeit der F,ATPase aus M.luteus a A
[U/mg]
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Abb.6: Abhéngigket der Zyklusdauer des|Abb.7: Die D)O-Hemmung des vollsténdigen (o)
F1-Fragmentes der ATP-Synthase von der|und Inhibitor-freien (+) F1-Fragmentes der ATP-
Temperatur (vollsdndige ATP-Synthase andlog, | Synthase  kann zur Verlangsamung  des
jedocht =20 sbei 20 °C). enzymatischen Resktionszyklus genutzt werden.
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Die zetauflésenden Rontgen-Experimente wurden in Zusammenarbeit mit der Gruppe Heumann,
Martingried durchgefiihrt. Die Studien waren bel beiden Insrumenten die ersen Versuche mit
Proteinlésungen Uberhaupt. Weiterhin bestanden keinerlel Berichte in der Literatur zu Experimenten mit
Lésungen in diesem FluRbereich (1012 - 1014 ph/smm?).

Eine technische Schlussdentwicklung war die Kongruktion ener Probenumgebungmit ener
Probenumgebung  (Probenbox) mit  Helium-gekihiter  Quarz-Durchflulkapillare, Drelkres
Wametauscher und Mischzdle fir Hochflul3-Rontgenexperimente Nach erden Experimenten an
ELETTRA in Kooperation mit der Gruppe P. Laggner, IBR, Graz, wurde &b Ma 1997 ene
zusitzliche Heium-Jet Kiihlung der Klvette eingesetzt. Weltere Eigenschaften und ein Blockschema
snd im SAXSELETTRA Jahreshericht [29] und ESRF-Bericht LS722 717 dargestelit.

Als problematisch erwies Sch die Detektion der intensven Streudtrahlung. Bel ELETTRA kam en 1D-
Gasdetektor zum Einsatz, der an der Grenze von Séttigungserscheinungen betrieben wurde. Hier gelang
wegen der beschrankten FHéche nur die Detektion des intentsven Zentralbereichs des Streuprofils,
wodurch die 20-fache Repetition der Experimente erforderlich war.

Am Ingrument 1D2 der ESRF wurde anfangs ein 2D-Gasdetektor eingesetzt (18 cm Durchmesser;
Argon-Ethan). Ab 0,5% Strahl6ffnung (400,000 cts bel 60% Totzetverlust) wurde lokale Photolyse
des Zahlgases beobachtet. Dieser Detektortyp ist in der konventionelen Form fir Hochflul3-
Experimente ungeeignet. Eine Welterentwicklung der ESRF, wie Se fur Cytochromoxidase erforderlich
ist, wird erst ab 1999 verfugbar sein. Ab 9/1997 wurde der neuartige XRII-CCD Houreszenz-
Detektor der ESRF eingesetzt. Hiermit konnte ersmalig der volle Flul® der ESRF genutzt werden.
Nachteilig war dabel die beschrankte Zeitaufldsung durch die Audesepausen zwischen den Bildern des
srukturellen Films (400 ms). In 1 m Detektorabstand wurden 100.000.000 gestreute Photonen/s
gezahlt.

Life and death of a protein in an intense X-ray beam

time frames : expose =2s>dark=04s
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Die Probleme der unerwarteten Gasblasenentwicklung und der Strahlenschédigung der Proben wurden
durch Entgasen der Proben (Sauerstoff !) und Zusatz von Radikdfangern (scavenger) geog. Als
Vortelhaft erwies Sch der Zusatiz von 10% Glyzerin zu Puffer und Protein-Lésung. In Bezug auf die
Patikelkonzentration ist dies ein tausendfacher UberschuR gegeniiber dem Protein. Unter diesen
Bedingen wurde die in Abb.8 gezeigte Strahlungsfestigkeit der FATPase unter Bestrahlung mit dem
vollen FHul3 der ESRF ermittelt. Danach it das Protein fir > 30 s ungeschédigt der Untersuchung
zuganglich (Zetfengter der strukturdlen Biologie). Danech efolgt eine geringe Fragmentierung des
Proteins (Tellpopulation) und erst spéter (2 min) diein der Literatur beschriebene Protein-Aggregation.
Nach diesen Ergebnissen besteht adso in einem gentigend langen Zatfendter, gegebenenfdls mit
intermittierendem Strahl, die Moglichkeit der Strukturuntersuchung am ungeschédigten Protein bel
hinreichend konstanter Temperatur.

Control experiment : resting F1ATPase at 15°C (without ATP)

495 time frames : expose = 1s>dark=04 s f1-3rm-t1 rg

4,90 -

[nm]
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g

480 -

Averaged size . R
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4,70 L | L | L | L |
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Time after start of data aquisition in the absence of ATP [s]

Abb.9: Zetauflésendes Kontrollexperiment: Ohne ATP-Zusatz efolgt bem kataytischen Fl1-
Fragment der ATP-Synthase keine Strukturdnderung

In Abb. 9 it das Ergebnis eines stopped-flow Kontrollversuchs mit F ATPase ohne Zusatz von ATP-
gezeigt. Der ermittelte Streumassenradius héngt hier, wie gefordert, nicht von der Zet ab. Apparative
Artefakte snd damit ausgeschlossen. Waetere Kontrollversuche wurden mit inaktivem Protein
(Rinderserumabumin, BSA) und ATP durchgefihrt. In Abb.10 ist der analoge Versuch nach rascher
Vermischung von FATPase (5 g/l) und CaATP (5+1 mM) ds "strukturdler FIm" des arbeitenden
Proteins gezeigt (Rg/t). Die von der enzymatischen Untersuchung (P.D.Boyer, getellter Nobdpres
1997) und der statischen Struktur aus der Rontgenkristallographie (J. Walker [4], getellter Nobelpreis
1997) prognogtizierten trangenten Strukturanderungen konnten tatsdchlich beobachtet werden. Im
Gegensatz zum Ergebnis der Voruntersuchung 1990/91 am schwécheren DESY -Synchrotron [19]
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wurden jedoch bidang unbekannte Detalls der Strukturdynamik dchtbar: Die molekulare Bewegung
efolgt in Form ener Serie von drel unerwartet kurzen Expansionen, die von einer Kompresson
("Schrumpf-Puls’) beendet wird. Erse Experimente zur Temperaturabhangigkeit zeigten, dald das
trangente Struktursgnd den gleichen Gang mit der Temperaur aufweldst, wie die enzymatische
Aktivitét; die ermittdten Zaten fir die Resktionszyklen simmten mit der Genauigket der verwandten
Methoden und Gerédte Uberein
(£ 20% je Telexperiment). Weitere Ergebnisse sind im belgefligten ESRF-Bericht LS722 angegeben.
Mit vollsténdiger ATP-Synthase wurde ene erde Experimentserie durchgefiihrt (nicht gezeigt). Hier
wurde wegen der geringeren Proteinkonzentration und der gedtreckten Gestat des Molekils
(unguingtig) ein wesentlich verrauschteres Profil erhadten. Das sarkste Signad (Kompresson) war hier
gerade noch erkennbar, das Experiment wird wiederholt.

Structure dynamics of working F1ATPase at 15°C
time frames : expose =04 s> dark=04 s
4,90
reaction cycle 1 | reaction cycle 2 | reaction cycle 3
| |
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Abb.10: Experiment zur zeitauflGsenden Rontgenstreuung des F1-Fragmentes der arbeitenden ATP-
Synthase aus Micrococcus luteus am ESRF-Synchrotron, Grenoble. Zum Zeitpunkt "0" wurde das
Enzym (5 ¢/l in 10% Glyzerin-Puffer / scavenger) durch Konzentrationssprung an seinem Subdirat
CaATP (5+1 mM) mit enem "stopped-flow" Mischgerét bei 15°C aktiviert und synchronisert. Die
Dauer der "Resktionszyklen”" entspricht der enzymatischen Anadyse.

Probleme: Die zdtliche Brete der Strukturdgnde ist unerwartet so kurz, dald es zu
Interferenzerscheinungen mit den Lesepausen der CCD-Kamera kam (Aliasing, erhdhter Fehler). Die
Vesuche zu FEragnisssn im  Reektionszyklus, die angefangene  Untersuchung  der
Temperaurabhangigkeit (strukturdler Arrhenius-Plot zur Ermittlung der Energien) und der Vergleich
von multiste mit unisite-Katalyse (mit Azid und ATP) werden daher ab 1998 mit stérkerer Verzahnung
der Zetraster und Repetition an ESRF und ELETTRA weitergefUhrt.
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Die Interpretation durch Smulation von Streuprofilen wurde mit Molekilmodelen nach der ver-
besserten FVM-Methode [20] durchgeftihrt. Insbesondere ist von Interesse, ob die beobachteten
Strukturénderungen durch die kirzlich mit Fluoreszenz-Methoden direkt nachgewiesene Rotation der
Gamma-Untereinheit der ATP-Synthase und ihres F1-Fragmentes hervorgerufen werden [3c-3¢).
Nach der Moddlierung fuhrt die Rotation dieser kleinen Untereinheit allein (39.000 von 412.000
o/Mol bei F{ATPase aus Micrococcus luteus) wegen ihrer zentrden Lage in dem aus sechs Alpha-
und Beta-Untereinheiten aufgebauten birnenformigen Hohlkorper jedoch nur zu Anderungen des
Streumassenradius, die wesentlich kleiner ds 1 A sind. Die beobachtete Strukturanderung wird
offenschtlich durch eine Verschiebung grolerer Massen, z.B. der grof3en Untereinheiten oder von
deren Teildomanen verursacht. Nach der Kristalstruktur der FATPase (Walker [4]) ist eine solche
Bewegungen jedoch mit der der Gamma-Untereinheit korrdiert. Demnach bestent bei ATP-Synthase
(Komplex aus Fy-Komplex, Verbindungsdomane (stalk) und FATPease) eine dreistufige Hierarchie
der molekularen Bewegung:

FoBewegung U Gamma-Rotation U F1ATPase-Untereinheiten Bewegung

Fazit und Deutung

Die gewonnen Ergebnisse lassen folgende Schllisse zu:

Die im Antrag (Zide und Arbeitsorogramm) vorgeschlagene Vorgehensweise ig richtig und mit
zeitgemd3en Ingrumenten (ESRF, ELETTRA) und Konzepten ausfihrbar. Zu genauen Referenz-
Messungen kann ein heimisches Instrument verwandt werden (DESY/HASYLAB - B1)

Die Regulation durch das Protonenpotentid kann zukinftig mit zeitauflésender Neutronenstreuung am
ILL - D22 untersucht werden (pH-Sprung an Proteo-Liposomen).

Der Kooperations-Inhibitor Azid fihrt zu einer sufenformigen Expansion der ATP-Synthase.

Mit der entwickelten Einrichtung (Schrittmotor-getriebene doppd-stopped-flow Einheit und Helium-Jet
gekuihlte Probenbox) wurde die Experimentfihrung und Temperierung gel6st.

Die bearbeiteten Proteine widerstehen mit Radikalfangern und Entgasung der Strahlung der intensvsten
verflgbaren Rontgenquele fir eine Zait, die zur Studie des Resktionszyklus geniigt.

ATP-Synthase und F1-Fragment lassen sich durch ATP-K onzentrationssprung synchronisieren.
Waéhrende des Reaktionszyklus der ATP-Hydrolyse wird eine Serie von schnellen Struktur&nderungen
beobachtet (bei vollsténdiger ATP-Synthase bidang nur quditativ).

Die unerwartet kurze Dauer der Teilereignisse bereitet noch Probleme (Aliasing, erhthte Fehler).

Der zeitliche Ablauf der Strukturdynamik folgt der der enzymatischen Funktion.

Die Temperaturabhangigkeit von Strukturdynamik und Funktion zeigt gleichen Verlauf.

Der Zyklus ig strukturdl (und funktiondll) mehr as einen Tellprozess lang Schtbar. Esigt hier dlerdings
nicht klar, was "en Zyklus' genau bedeutet: Mdoglicherweise bilden dre "Subzyklen” enen
"Superzyklus' (Wiederkehr des gleichen Zustandes des asymmetrischen Proteins ?).

Nach der Computer-Moddlierung besteht eine Hierarchie der molekularen Bewegungen innerhalb der
ATP-Synthase und der F{ATPase.
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Bericht Gber die Durchfiihrung des Vorhabens:

- Verlauf des Vorhabens im Vergleich zum Arbeits-, Zeit- und Finanzierungsplan:
Die Durchfihrung des Vorhabens entsprach in etwa dem geplanten Ablauf. Zuséatzlich zum stopped-flow
Gerat mit Pressluftantrieb wurde aus Eigenmitteln eine Schrittmotor-getriebene, Computer-gesteuerete
doppel-stopped flow Einheit aufgebaut. Die Nutzung erfolgt arbeitsteilig im Rahmen der offenen
Arbeitsgemeinschaft "Strukturdynamik von Proteindoméanen”, in Bezug auf zeitaufgeldste
Streuexperimente vor allem in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Heumann, MPI Martinsried.

- Personelle Verdnderungen:
Das Projekt wurde vom Projektleiter, Herrn Dr. Neidhardt und einer Doktorandin mit Unterstiitzung einer

technischen Angestellten und eines Chemie-Ingeniuers durchgefihrt. Erst zum 1.9.1996 konnte fir die
Doktorandenstelle mit Frau Iris Lauer eine qualifizierte Bewerberin gefunden werden (Chemikerin), so
dal? mit den Arbeiten im vollen Umfang erst verzégert begonnen werden konnte (negative Auswirkung
auf die Bewertung des Antrages 1998-2001). Zum Ausgleich und Aufholen der dadurch entstandenen
Verzogerung im Ablauf des Projektes wurde zum 1.1.1997 befristet Herr Dr. Thomas Rimke als
zeitweiliger "Postdoc" eingestellt (Bat2a/2). Herr Dr. T. Rimke ist im Juli 1997 ausgeschieden, Herr Dr.
A. Neidhardt wechselte im Januar 1998 in die Industrie.

- Anderung der Zielsetzung: in der globalen Zielsetzung keine, wegen der reduzierten Foérderung muRite
allerdings der Umfang der Experimente reduziert werden (Konsolidierung auf ein Minimalprogramm). Die
Untersuchung der Objekte wurde wegen der beschréankten Mittel auf ATP-Synthasen/ FqATPase
fokussiert.

- Bereitstellung von Mel3zeit:
Zur effektiven Durchfiihrung der Experimente mit kleinen Projekten wurde 1996 eine Nutzergruppe

gegrindet, die offene Arbeitsgemeinschaft "Strukturdynamik von Proteindoméanen”. Fir 1997 und 1998
wurde ein erneuter Antrag gestellt und bewilligt. Die Gruppe ist jedoch auch an anderen
Grol3forschungsgeraten gemeinschaftlich aktiv. Im Zeitraum 1/1997 bis 12/1997 wurden folgende
Melzeiten genutzt:

Einrichtung Instrument MeRzeit Objekte Nutzer; Anteil (%)
DESY/HASYLAB, JUSIFA 2x7 Tage ATP-Synthase, offene Arbeitsgruppe:
Hamburg (IFF der KFA,; F1ATPase, Nawroth 25%,
(HB?):?;)IS)/ Clusterin, Koch-Brandt 20%
g Hemocyanin, Decker 25%
GroEL Chaperonin Heumann 20%
Gruber/Altendorf 10%
ELETTRA, Triest SAXS 2x7 Tage ATP-Synthase/Fq, Nawroth 50%,
(6sterr. IBR, GroEL Chaperonin Heumann 50%
Laggner)
ESRF, Grenoble BL4 (ID2) 2 x (5+2)| ATP-Synthase/Fq, Nawroth 50%,
(O. Diat) Tage GroEL Chaperonin Heumann 50%
ILL , Grenoble D22 (R.P. 2x 2 Tage Liposomen und Nawroth 50%,
May) GroEL Heumann 50%

- die Mefzeit fur Neutronenstreuung am HFR-Reaktor des ILL diente 1997 dem Testbetrieb flr
zeitauflosende Neutronenstreuung am Instrument D22 (Kooperation: R. P. May); dazu folgten fur
1998 zwei erfolgreiche Antrage auf Mef3zeit (Heumann und Nawroth mit R.P. May / ILL).
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- Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen:

Mit folgenden Arbeitsgruppen im VB42 besteht eine Kooperation mit:

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

2) Prof. Dr. C. Koch-Brandt, Universitat Mainz: Neutronen- und Rontgenstreuung an
Membranproteinen.

3) PD Dr. W. Doster / Petry, TU Munchen/Garching: zeitaufgeldste Untersuchung mit Laserblitz-

Photolyse von Cytochrom-Proteinen.

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) Dr. G. Gruber/ Prof. Dr. K.H. Altendorf, Universitdt Osnabruick: "Struktur der ATP-Synthase und

F1ATPase aus Escherichia coli Bakterien"

Die Kooperationen 1 - 4 wurden zu einer offenen Arbeitsgemeinschaft intensiviert. Diese wird in Zukunft vor
allem auf3erhalb der BMBF-Struktur fortgefuhrt. Dabei werden neben dem Austausch von Erfahrungen und
Information Gerate gemeinschattlich genutzt und gemeinsame Experimente an

Grof¥forschungseinrichtungen durchgefihrt.

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

"Strukturdynamik von Proteindoméanen” (Nutzergruppe) gegriindet und fortgefuhrt. Dieses Konzept einer
verbesserten Ressourcen-Nutzung ist auch fir andere Gruppen und die weitere Zukunft von Bedeutung.

Insbesondere steht die Arbeitsgemeinschatft fur Gruppen offen, die nicht dem VB42 angehéren.
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Bericht tber die Durchfihrung des Vorhabens:
- Verlauf des Vorhabens im Vergleich zum Arbeits-, Zeit- und Finanzierungsplan:

NA42.22K

Die Durchfihrung des Vorhabens entsprach in etwa dem geplanten Ablauf. Zuséatzlich zum stopped-flow
Gerat mit Pressluftantrieb wurde aus Eigenmitteln eine Schrittmotor-getriebene, Computer-gesteuerte
doppel-stopped flow Einheit aufgebaut. Die Nutzung erfolgte arbeitsteilig im Rahmen der offenen
"Strukturdynamik Bezug auf zeitaufgeldste
Streuexperimente vor allem in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Heumann, MPI Martinsried.

Arbeitsgemeinschaft von Proteindomanen”, in

- Personelle Veranderungen:

Das Vorhaben wurde bis September 1996 vor allem vom Projektleiter und Dr. A. Neidhardt mit
Unterstutzung einer technischen Angestellten und eines Chemie-Ingeniuers durchgefuhrt. Weiterhin
waren anfangs 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, Miinchen/Garching. Als unerwartet schwierig erwies sich die Besetzung der Doktorandenstelle
(Bat lla/2). Erst zum 1.9.1996 konnte mit Frau Iris Lauer eine qualifizierte Bewerberin gefunden werden
(Chemikerin), so daf3 mit den Arbeiten im vollen Umfang erst verzdgert 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). Herr Dr. T. Rimke ist im Juli 1997 ausgeschieden. Herr Dr. A. Neidhardt wechselte im Januar
1998 in die Industrie.

- Anderung der Zielsetzung: in der globalen Zielsetzung keine, wegen der reduzierten Forderung mufite

allerdings der Umfang der Experimente reduziert werden (Konsolidierung auf ein Minimalprogramm). Die
Untersuchung der Objekte wurde ab 1997 auf ATP-Synthasen/ F1ATPase fokussiert.

- Bereitstellung von MeRzeit / genutzte GroRgerate:

Zur effektiven Durchfiihrung der Experimente mit kleinen Projekten wurde 1996 eine Nutzergruppe
gegrundet, die offene Arbeitsgruppe "Strukturdynamik von Proteindomanen”, anfangs als Unterstruktur
des VB42. Mel3zeit-Antrage an das HASYLAB wurden 1996-1998 bewilligt. Die Gruppe ist jedoch auch
an anderen GrofR¥forschungsgeraten gemeinschattlich aktiv (ESRF, ELETTRA, ILL):

Einrichtung Instrument Melzeit Objekte Nutzer; Anteil (%)
offene Arbeitsgruppe:
FRJ-2, Jilich KWS-2 10 Tage ATP-Synthase,F1, Nawroth 30%,
(IFF,MPI Mainz) Clusterin Koch-Brandt 70%
DESY/HASYLAB, ROFo (A1) 3 Wochen ATP-Synthase, Nawroth 80%,
Hamburg (Stuhrmann) Cytochromoxidase Koch-Brandt 20%
Clusterin

DESY/HASYLAB, JUSIFA 21 Tage ATP-Synthase, Nawroth 25%,
Hamburg (IFF der KFA,; F1ATPase, Koch-Brandt 20%

Haubold/ (+20: Clusterin, Decker 25%

Goerigk) 5/98+i0/98) Hemocyanin, Heumann 25%

GroEL Gruber/Altendorf 5%
ELETTRA, Triest (in SAXS(0sterr., 10 Tage ATP-Synthase,F1, Nawroth 50%,
Betrieb seit 10/96) Laggner) +5 (5/98) GroEL Chaperonin Heumann 50%
ESRF, Grenoble BL4 (ID 02) 10 Tage ATP-Synthase,F1, Nawroth 50%,
Diat, Narayanan (+ 4 : 6/98) GroEL Chaperonin Heumann 50%

Vorbereitung in Miin- (TU Minchen Cytochrom- Nawroth + Doster/
chen fir ESRF Garching) Oxidasen Petry (1 Woche)
ILL , Grenoble D22 2 x 2 Tage Liposomen und Nawroth 50%,

(R.P. May) (+ 4 : 9/98) GroEL Heumann 50%
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- die MefRzeit fir Neutronenstreuung am HFR-Reaktor des ILL 1997 diente dem Testbetrieb flr
zeitauflosende Neutronenstreuung am Instrument D22 (Kooperation: R. P. May); dazu folgten fir
1998 zwei erfolgreiche Antrage auf Mef3zeit (Heumann und Nawroth mit R.P. May / ILL).

- Die anfangs genutzten Instrumente am DESY-HASYLAB: R6Fo (Al, Stuhrmann) und testweise am D1.2
(X33 des EMBL, Koch) wurden wegen Ausfall bzw. mangelnder Strahlstabilitit und hohem, zeitlich
vaiablem Untergrund seit 1997 nicht weiter genutzt.

- Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen:

Mit folgenden Arbeitsgruppen im VB42 besteht eine Kooperation mit:

1) PD Dr. H. Heumann, Martinsried: zeitaufgeldste Rontgenstreuung; stopped-flow Apparatur

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

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

Photolyse von Cytochrom-Proteinen.

Mit folgenden externen Arbeitsgruppen besteht eine Kooperation:

4) Prof. Dr. H. Decker, Inst. f. Biophysik, Universitdt Mainz: zeitaufgeléste Rontgenstreuung und
Spektroskopie

5) Dr. T.A: Link/Prof. Dr. von Jagow/, Frankfurt/M.: mitochondriale Cytochromproteine

6) Dr. G. Gruber/ Prof. Dr. K.H. Altendorf, Universitat Osnabriick: "Struktur der ATP-Synthase und

F1ATPase aus Escherichia coli Bakterien"

Die Kooperationen 1 - 4 wurden zu einer offenen Arbeitsgemeinschaft intensiviert. Diese wird in Zukunft vor
allem auf3erhalb der BMBF-Struktur fortgefiihrt. Dabei werden neben dem Austausch von Erfahrungen und
Information Gerate gemeinschatftlich genutzt und gemeinsame Experimente an
Grof3forschungseinrichtungen durchgefihrt.

- Arbeiten im Dienste der Community:
1) Die Untersuchung der Strukturdynamik von Multidomanenproteinen wurde methodisch entscheidend

vorangebracht. Die zeitaugeldste Neutronenstreuung wurde am D22-Instrument des ILL eingefuhrt, an
den Instrumenten ID02 der ESRF und SAXS der ELETTRA wurden erstamlig Experimente mit
Proteinldsungen durchgefihrt. Insbesondere konnte die Technik der Untersuchung arbeitender Proteine
durch zeitaufgeléste Rontgenstreuung an synchronisierten Lésungen etabliert werden. Die
Forschungsmethode ist auch fir andere Systeme von Bedeutung.

2) Zur effektiven Durchfihrung der Experimente mit kleinen Projekten wurde die offene Arbeitsgruppe
"Strukturdynamik von Proteindoménen” (Nutzergruppe) gegriindet und fortgefuihrt. Dieses Konzept einer
verbesserten Ressourcen-Nutzung ist auch fiir andere Gruppen und die weitere Zukunft von Bedeutung.
Die Gruppe wird ab 1999 durch Aufnahme neuer Gruppen landeribergreifend umstrukturiert
(Deutschland, Frankreich, Schweiz). Thematisch werden dabei "molekulare Bewegungen in
Multidomé&nenproteinen™ untersucht.
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