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1. Einleitung
1.1. Chaperonine

1.1.1. Vorbemerkung

Nach der Theorie der RNA-Welt wurden zu Beginn des Leben auf der Erde von der
RNA (Ribonukleinsaure) sowohl katalytische, d.h. enzymatische Funktionen als auch die
Funktion der Informationsspeicherung erfillt.

Heutiges Leben besteht aus Zellen, deren Eigenschaften in der Abfolge der Basen der
DNA (Desoxyribonukleinsiure) gespeichert sind. Die Hauptfunktion der DNA ist die
Codierung von Proteinenstrukturen : genetische Information der DNA wird zunéchst bei
der Transkription in m-RNA (messenger-RNA) umgeschrieben, bel der Translation am
Ribosom wird dann von der m-RNA die Aminosauresequenz des Proteins abgelesen. Als
Ergebnis der Trandation bildet sich damit zunéchst eine eindimensionale Peptidkette;
damit ein Protein seine Funktion erfillen kann, mul® es sich in seine korrekte, die
»hativen* Konformation falten oder gefaltet werden. Die Proteine kbnnen je nach Fall als
Enzym (also als Katalysator), als Strukturprotein oder a's Signalprotein dienen.

Das Verstandnis der Proteinfaltung ist nicht nur aus Sicht der Grundlagenforschung
interessant. Bei zahlreichen Krankheiten z&hlt Proteinfehlfaltung zu den Ursachen oder
Symptomen, etwa bel Alzheimer oder den Prionenkrankheiten, die sogar den Sprung auf
die Titelseiten der Regenbogenpresse geschafft haben. Auch fir die industrielle
Anwendung hat ein besseres Versténdnis der Faltung von Proteinen eine grof3e
Bedeutung, da eine qualitative und quantitative Verbesserung der Proteinexpression von
erheblicher wirtschaftlicher Bedeutung ist.

In vitro kann sich ein Protein unter geeigneten Pufferbedingungen zur nativen
Konformation falten. In der Zelle dagegen haben sich im Laufe der Evolution eine
Vielzahl von Mechanismen entwickelt, die Proteine wéhrend ihrer Neubildung bei der
Faltung unterstitzen, Fehlfaltungen verhindern und denaturierten oder aggregierten
Proteinen dabel assistieren, zum nativen Zustand zurlckzufinden. Einer dieser
Mechanismen ist die voribergehende Bindung an andere Proteine, sogenannte
Chaperone.

In der vorliegenden Arbeit wird versucht, durch Strukturuntersuchungen der
Chaperonine, einer Klasse von , Fatungshelfern®, einen Beitrag zum Verstandnis der
Proteinfaltung zu leisten.

1.1.2. Grundlagen der Proteinfaltung

Strukturelemente von Proteinen werden Ublicherweise in vier Stufen unterteilt:

Die lineare Polypeptidkette eines Proteins wird Primérstruktur genannt. Ordnet sich diese
lokal zu a-Helices und 3-Faltblattstrukturen, bezeichnet man dies as Sekundéarstruktur.
Bilden diese Elemente wiederum gemeinsame Domanen, heif3t dies Tertiarstruktur.
Grol3e Proteine sind haufig aus mehreren Doméanen zusammengesetzt, diese Ebene der
Ordnung ist die Quartérstruktur.



1940 wurde von Anfinsen gezeigt, dal3 ein in Harnstoff denaturiertes Protein mit
reduzierten Disulfidbrickenbindungen, in seinem Fall die RNAse A durch eine
Oxidierung der Disulfidbindungen und die Verdinnung des Harnstoffs wieder
vollstandig renaturiert werden kann. Er schlof3 daraus, dal3 die Strukturinformation fur die
korrekte Faltung eines Proteins vollstandig in der Primarstruktur enthalten ist, das Protein
brauchte im Prinzip zum Erreichen seiner nativen Struktur keine Unterstiitzung
(Anfinsen).

Betrachtet man die Grof3e eines Proteins und schétzt man die fur Strukturdnderungen
normalerweise benttigte Zeit, so Uberrascht es zunéchst, dald Proteine so schnell ihre
native Konformation erreichen. nimmt man an, da jede Aminosdure zwei
K onformationen besetzen kann, dann hétte ein Protein aus 100 Aminoséauren 2100 (~1030)
mogliche Konformationen. Konnten sich diese Konformationen etwa 101 mal pro
Sekunde &ndern, so wiirde ein Durchlaufen dieser Moglichkeiten etwa 10 11 Jahre dauern.
Das Ergebnis dieser Uberlegung steht im Widerspruch zu der Tatsache, dald in der
Redlitét Proteinfaltung in der GrofRenordnung von Sekunden stattfindet. Proteinfaltung
kann also nicht durch ein zufdliges ,Ausprobieren” aller denkbaren Konformationen
geschehen (Dinner et al.).

Die frele Energie eines Proteins hangt von einer Vielzahl von Parametern ab, dies 18}
sich graphisch in Form einer Energiehyperflache darstellen (Abb. 1.1). Bei
Konformationsanderungen wandert das Protein  entlang dieser Oberflache.
Polypeptidketten, bei denen eine Konformation ein starkes Energieminimum darstellt,
wurden von der Evolution beginstigt. In dreidimensionalen Modelldarstellungen haben
daher diese Oberflachen meistens die Form eines Trichters, so dal3 eine Fatung in
Richtung des nativen Zustands bevorzugt wird. Dabei existieren aber eine Vielzahl von
Wegen, diesen zu erreichen.

Mehrere Sonderfalle weichen von diesem Prinzip ab. Im Fall des Prions bilden pathogene
und nicht-pathogene Konformation zwei durch hohe Energiebarrieren getrennte tiefe
Energieminima (Jackson et a.). Zwei Proteine, das Tau-Protein, ein Regulator der
Mikrotuboli und Prothymosin a, ein Protein mit bisher ungeklarter Funktion sind mit
ungefalteter oder nur teilweise gefalteter Struktur aktiv (Gast et a.).



TiBS
Abb. 1.1: Beispiel einer , free energy surface": Faltung von Hihnerlysozym

F: freie Enthalpie, Qa, QpB: Zahl der nativen Kontakte in a und 3-Doméne
aus Dinner et al.

1.1.3. Assistierte Proteinfaltung

In vivo und auch bel den meisten in vitro-Experimenten ergeben sich eine Reihe von
Komplikationen bei der Proteinfaltung: wahrend der Trandation ist zunéchst nur ein Tell
der Polypeptidkette vorhanden. Deren Energielandschaft unterscheidet sich von der des
vollstandigen Proteins. Des weiteren findet man sowohl in der Zelle als auch bei in vitro-
Expression sehr hohe Konzentrationen von Proteinen und anderen Makromolekilen
(typischerweise in der GrofRenordnung von mehreren 100 mg/ml im Gegensatz zu
GroéRenordnung von pg/ml bis wenigen mg/ml bei den meisten in vitro-Experimenten an
voll exprimierten Proteinen).

Werden voll exprimierte, native Proteine durch chemischem oder thermischem Stress
denaturiert, aggregieren sie. Auch durch lokale Nebenminima kénnen sich Fehlfaltungen
ergeben, vor alen bei gréi3eren — und Mehrdomanenproteinen.

Die physiologischen Bedingungen fur die Rickfaltung sind natdrlich nicht immer so
gunstig, wie bei in vitro-Ruckfaltungsexperimenten, da eine Zelle weder externen Stress
vermeiden, noch die Proteinkonzentrationen verdinnen kann.



Zur Losung dieser Probleme haben sich im Laufe der Evolution eine Reihe teilweise
hierarchischer Mechanismen gebildet, die hier zundchst am Beispiel von E. coli
beschrieben werden (Gottesman et al.).

Die meisten in die Proteinfaltung involvierten Proteine werden in verschiedenen
,Chaperon“- oder ,Hsp“ (von heat-shock protein)-Klassen zusammengefaldt. Zur
Unterscheidung benennt man sie nach dem Molekulargewicht der Untereinheiten in
kiloDalton, z. B. Hsp60, Hsp70 oder Hsp 90.

Hsp70-System

Das Hsp70-System bildet die erste Stufe der Hierarchie; es besteht aus den Komponenten
Dnal, DnaK und GrpE (Gottesman et al.). Durch Interaktionen zwischen den drei
Chaperonen werden unter ATP-Verbrauch elongierte Polypeptidketten gebunden und
wieder freigesetzt. Vor allem naszierende Peptide am Ribosom sind davon betroffen.

Der Hauptbestandteil des Systems ist DnaK, ein Monomer mit 70 kDa. ES besteht aus
einer Peptidbindungsdomane, die hydrophobe Reste bindet und einer ATPase-Doméne.
Nicht nur die Proteinfaltung, sondern auch die Regulation der Expression einer Reihe von
Proteinen z&hlt zu den Aufgaben von DnaK.

DnalJ, ein Protein der Hsp40-Klasse, arbeitet als Cochaperon von DnaK und verstarkt
dessen Substratbindungsfahigkeit. Es besteht aus vier Domanen; ein Teil dieser Struktur
bindet entfaltetes Substratprotein, ein anderer Teil DnaK.

GrpE, ein Dimer mit 22 kDa, wirkt al's Nukleotidaustauschfaktor von DnaK. Es bindet an
die ATPase Doméne von DnaK und veréndert die Affinitdéten zu Dnal und dem
Substratprotein.

GroE

GroE ist das Hsp60-System von E. coli. Es besteht aus dem Chaperonin GroEL und dem
Co-Chaperonin GroES (Chaperonin ist die Bezeichnung fur Chaperone der Hsp60-
Klasse). Aus der Rongenkristallographie und der Elektronenmikroskopie kommen eine
Vielzahl von Strukturinformationen tber GroE:

GroEL ist ein Tetradekamer mit einer Masse von 800 kDa aus 14 Untereinheiten, die
zylinderformig aus zwei Ringen mit sieben Monomeren angeordnet sind
(Braig et a.)(Abb. 1.2). Im Zentrum des Zylinders gibt es eine Trennwand zwischen den
beiden Ringen, so dal} ein GroEL Oligomer zwei Hohlrdaume zur Faltung von
Substratprotein besitzt. Die Monomere (57 kDa)bestehen aus jeweils drei Domanen. Von
den &quatorialen Doméanen werden die Kontakte zwischen den Untereinheiten vermittelt.
Am oberen Teil ihrer nach auflen gerichteten Oberflache liegt die Nukleotid-
Bindungsstelle. An der Aul3enseite des Zylinders liegen die apikalen Doméanen. Sie
binden an den Innenwanden des Zylinders das Substratprotein und an der nach oben
gerichteten Seite GroES (Xu et a.). Als Scharnierstelle zwischen aguatorialen und
apikalen Teilen dienen die intermedidren Doméanen.



Abb. 1.2: Strukturen von GroEL und GroES

links oben: Kristallstruktur von GroES, ergénzt um ein Modell der mobile loops (Hunt et al., 1996,
Stegmann et a.)

links unten: Kristallstruktur von GroEL (Braig et al.)
rechts: Kristallstruktur des GroEL-GroES-ADP Komplexes (Xu et a.)

gelb: GroES, blau: GroEL, apikale Domanen, violett: GroEL, intermedidre Domanen, rot: GroEL,
aquatoriale Doméanen

Die Bindung von Nukleotiden an GroEL fuhrt zu deutlichen Domanenbewegungen
innerhalb des Proteins (Roseman et al.)(Abb. 1.3).

GroEL GroEL-ADP  GroEL-AMPPNP GroEL-ATP

Abb. 1.3: elektronenmikroskopische Modelle von GroEL -Nukleotid-K omplexen (Roseman et a., 1996)

Das Co-Chaperonin GroES (ein Hsp 10) bildet aus seinen Untereinheiten von 10 kDa ein
kuppelformiges Heptamer (Hunt et al, 1996)(Abb. 1.2). Wahrend des Reaktionszyklus
von GroE kann es auf einer oder auf zwel Seiten an GroEL binden und damit das
Substratprotein einschlief3en (Abb. 1.4, 1.5). An der AulRenseite hat jede Doméne einen
»mobile loop* aus 18 Aminosauren, der die Bindungsstelle zu GroEL bildet. 1:1-
Komplexe aus GroEL und GroES werden ,, bullet-complex” oder ,,dome-like complex*



genannt, 1:2-Komplexe , football-complex* nach der Form des amerikanischen Footballs
(Abb. 1.4).

GroEL-GroES GroEL-GroES GroEL-GroES
=ADOP =AMPPMNP -ATP

Abb. 1.4: elektronenmikroskopische Modelle von GroEL-GroES-Nukleotid-Komplexen (Roseman et a.,
1996)

Die Bindung von ATP an GroEL ist innerhalb eines Ringes hochkooperativ (Horovitz et
a., 2001). Die Struktur eines Heptamers wechselt dabel durch starke
Domanenverschiebungen von einem T-Zustand mit einer relativ hydrophoben Innenwand
der Hohlzylinders zu einem R-Zustand mit einem eher hydrophilen und wesentlich
groflkeren Innenraum. Zwischen zwel Ringen ist die ATP-Bindung dagegen stark
antikooperativ. Die Bindung von ADP und des nichthydrolysierbaren ATP-Anaogs
AMP-PNP weist dagegen nach einer Reihe von Arbeiten keine Kooperativitat auf.

Ein mit Nukleotid beladener GroEL-Ring kann GroES binden. Somit schlief3t GroES im
so geformten asymmetrischen Komplex ein vorher von GroEL gebundenes
Substratprotein in den GroEL-Innenraum ein. Dabel vergrofRert sich das Innenvolumen
des, cis-Rings’ fast um den Faktor zwel (Xu et al.).

Als mdgliche Funktion von GroEL wird eine rdumliche Trennung von denaturierten
Proteinen voneinander zur Vermeidung von Aggregationen vorgeschlagen. Nach diesem
Modell bezeichnet man den von GroES abgeschlossenen Hohlraum, der denaturiertes
Protein aus der L6sung entfernt, als,, Anfinsen cage* (Ellis).

Neben dem Modell einer passiven Abschirmung der denaturierten Substratproteine
voneinander wird auch ein aktiver Mechanismus von GroEL durch eine Entfaltung des
Substratproteins vorgeschlagen (Shtilerman et al.). Danach bindet denaturiertes
Substratprotein an  mehrere  Stellen  der  GroEL-Innenwand. Durch  die
Doméanenbewegungen nach der ATP-Bindung wird das Substratprotein gestreckt, so dal3
es ein lokales energetisches Minimum verlal3t und eine neue Chance zum Erreichen des
nativen Zustands erhalt. Dieses Modell wurde mit | sotopenaustauschexperimenten stark
untermauert, es schliefdt aber eine Relevanz der Abschirmungsfunktion von GroEL nicht
aus.



Den von GroEL, Substratprotein, GroES und ATP gebildeten Komplex kann man als
Ausgangspunkt des GroE-Reaktionszyklus betrachten (Abb. 1.5, oben, Zeichnung und
Modell aus Grallert et a.). ATP hydrolysiert sehr schnell zu ADP, der ADP-Bullet-
Komplex hat unterschiedliche Konformation und Bindungseigenschaften. Auf der trans-
Seite kann somit ein zweites Substratprotein binden, der cis-Ring andert dadurch
wiederum seine Konformation. In diesem Zustand besteht keine Antikooperativitét
zwischen ATP-Bindung am trans-Ring und ADP-Bindung am cis-Ring mehr. Wird dann
der trans-Ring mit ATP besetzt, |6sen sich ADP, GroES und Substratprotein vom cis-
Ring. Nach bestimmten Modellen kann sich durch die Bindung von GroES an den trans-
Ring zu diesem Zeitpunkt vortibergehend ein Football-Komplex bilden. Die Ablésung
von GroES vom cis-Ring wirde dadurch noch beschleunigt werden. Falls zu diesem
Zeitpunkt tatsachlich Substratprotein an den trans-Ring gebunden ist, beginnt ein neuer
Reaktionszyklus. Die Dauer eines solchen Zyklus betrégt etwa 10 Sekunden.
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Abb. 1.5: Modell fir den GroE-Reaktionszyklus (Grallert et a.)

Football-Komplexe aus GroEL und GroES sind nur in Anwesenheit von ATP oder der
nicht hydrolisierbaren ATP-Analoge AMP-PNP und yS-ATP beobachtet worden (Grallert
et a.). Sie konnen ein oder zwei Substratproteine einschlief?en (Llorca et al., 1997,
Beissinger et al.).

Auch wenn im algemeinen Sprachgebrauch die Bezeichnung ,symmetrisch
weltverbreitet ist, mul3 davon ausgegangen werden, dal3 Football-Komplexe in
Wirklichkeit eine strukturelle und funktionelle Pseudosymmetrie aufweisen. In einem
symmetrischen Modell, bei dem beide Ringe die cis-Konformation der asymmetrischen



Kristallstruktur hatten, kdme es zu sterischen Uberlappungen in Bereich der
Aquatorialebene (Ma et al.). In vivo kann abgesehen davon ist in Anbetracht des
Reaktionszyklus und der Antikooperativitdt der ATP-Bindung von einem Football-
Komplex mit einem ATP- und einem ADP-Ring ausgegangen werden. Versuche mit dem
ATP-Analogen AMP-PNP zeigten eine wesentlich grofere Bildungsrate von Football-
Komplexen bei einem Gemisch von ADP und AMP-PNP (Gorovits et al.). Versuche zur
Substratentfaltung belegen die Asymmetrie der AMP-PNP-Football-Komplexe
(Shtilerman): es wurde gezeigt, dal3 in AMP-PNP-Komplexen das Substratprotein nicht
mehr an GroEL gebunden ist, aber im Komplex eingeschlossen bleibt. Demzufolge mul3
GroES auf der Substratbindungsseite stabil gebunden sein. Wére die Bindung des zweiten
GroES genauso stark, mifite man bei mittleren Konzentrationen und einem GroEL-
GroES-Verhdltnis von 1:2 fast ausschliefdlich Football-Komplexe vorfinden, dies ist
jedoch nicht der Fall.

Die Bedeutung des Football-Komplex fur die Funktion von GroEL ist umstritten: es
wurde nachgewiesen, dal3 der GroE-Reaktionszyklus ohne Football-Komplexe als
intermediare Struktur auskommt (Hayer-Hartl et al., 1999). Andererseits wurde
vorgeschlagen, dal in einem Fip-flop-Mechanismus Football-Komplexe den ATP-
Verbrauch um die Hélfte reduzieren konnten (Grallert et al., 2001).

GP31

Bemerkenswerterweise haben mehrere Bakteriophagen ihr eigenes Co-Chaperonin
entwickelt, das GroES in der infizierten Zelle ersetzt (Ang et al.). Das Co-Chaperonin
GP31 des Phagen T4 kann in vitro und in vivo GroES substituieren (van der Vies, 1994,
Marusich, 1998). Mit einem Molekulargewicht von 12 kDA pro Untereinheit ist es
geringflgig grolBer als GroES. Trotz einer sehr geringen Sequenzhomologie sind die
Tertidr- und Quartérstrukturen von GP31 und GroES fast identisch (Hunt et a.,
1997)(Abb. 1.6). Dennoch ist die korrekte Faltung des Proteins GP23 fiir den Phagenkopf
nur in Anwesenheit von GP31 moglich. Ausgehend von der Kristallstruktur wurde
vorgeschlagen, dald GP31 den Anfinsen-Cage und die Hydrophobizitét von GroEL
vergrofert.
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Abb. 1.6: Kristallstrukturen von GP31 (links) und GroES (rechts)
6 der 7 mobile loops von GroES sind nicht aufgel ost.

Weitere an der Faltung beteiligte Proteinklassen

Eine Reihe weiterer Chaperonfamilien ist an der Proteinfaltung mit zum Teil noch nicht
verstandenen Mechanismen beteiligt, speziell die Hsp90-Klasse (in Fall von E. coli
HtpG) und die kleinen heat-shock proteins.

Weitere Proteine, wie die PDI (Protein-Disulfit 1somerase) und die PPlase (Peptidyl-
Prolyl cis-trans Isomerase) werden zwar nicht zu den Chaperonen gezéhlt, sind aber
dennoch héaufig fur eine korrekte Proteinfaltung notwendig.

Thermosom und ander e nichtbakterielle Chaperonine

In Mitochondrien und Chloroplasten von Eukaryonten findet man Chaperonine mit einer
nahen genetischen und strukturellen Verwandtschaft zu GroEL/GroES (Gupta). Mt-
cpn60 etwa tritt normal erweise ebenfalls in Form von Tetradekameren auf (teilweise wird
alerdings auch in Form von Heptameren gefunden), es hat ebenfalls ein cpnl0 als Co-
Chaperonin und wird durch thermische Schocks induziert. Chaperonine von Eubakterien
und Organellen werden zur Chaperoningruppe | zusammengefalit.

Die Chaperonine von Archaeen und dem Cytosol von GroEL bilden die Gruppe I1; sie
haben sich schon relativ frih in der Evolution von der Gruppe | abgetrennt (Gutsche et
al., 1999, Carrascosa). Der deutlichste Unterschied zu ihren Verwandten ist das Fehlen
eines Co-Chaperonins, lhre Struktur wird wie bel der Gruppe | von zwel
gegeneinandergesteckten Ringen gebildet, diese liegen tellweise as Oktamere oder
Nonamere vor und kénnen aus zwei oder drei Gruppen von Untereinheiten mit leichten
Sequenzunterschieden bestehen. Die Innenseiten des Hohlzylinders mit den
Substratbindungsstellen kénnen durch interne Domanenverschiebungen geschlossen
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werden, dies kann mit der Funktion von GroES im Anfinsen-Cage-Modell verglichen
werden.

Das Archaeen-Chaperonin Thermosom von Thermoplasma acidophilum zahlt zu den am
haufigsten untersuchten Chaperoninen der Gruppe Il. Es besteht aus 16 Untereinheiten
(Ditzel et al., 1998); in den beiden Ringen wechseln sich a— und B-Untereinheiten ab.
Bisher ist der funktionelle Unterschied zwischen den beiden Untereinheiten nicht
verstanden. Bei Expression der beiden Untereinheiten in E. coli entstehen nicht nur
o 3—Thermosomen, sondern auch ,al-a“ und , al-B*-Chaperonine.

In der RoOntgenkristallstruktur ist das Thermosom geschlossen (Ditzel et al.).
Dreidimensionale EM-Aufnahmen zeigen offene und geschlossene Strukturen (Abb. 1.7)
sowie eine ,, Bullet-Konformation“ des Thermosoms (Nitsch et al., Schoen et al., 2000,
JMB 296). Bei der ,Bullet-Konformation“ sind jeweils ein Ring offen und einer
geschlossen. In ener Arbeit mit zweidimensionaler EM wurden sogar vier
Konformationen des Chaperonins nachgewiesen (Gutsche et al., 2000, FEBS).

Abb. 1.7: Struktur von a3-Thermosom von Thermoplasma acidophilum
a Modell auf der Basis der Kristallstruktur

b: Darstellung auf der Basis von negative-stain EM nach Bildverarbeitung (Nitsch et a.)

Das Thermosom ist ein heat-shock protein, (Phipps et a., 1999) seine Substrate sind
alerdings noch nicht identifiziert.

TRIC/CCT, das dem Thermosom relativ. nah verwandte Chaperonin des
Eukaryontencytosol, wird nicht durch Hitze induziert. Zu seinen Substraten zéhlen Aktin
und Myosin (Dunn et al.).

Eukaryontische Chaperone und Chaperonine gewinnen zunehmendes Interesse in
medizinischer Forschung und Praxis. Sie konnen das Immunsystem anregen und werden
daher as Krebstherapeutikum diskutiert. Wahrend der Apoptose und beim Herzinfarkt
werden sie in grofen Mengen exprimiert, auch in diesem Zusammenhang wird die
Verwendung als Medikament diskutiert (Feng et a., Tanonakaet al.).
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1.2. Die Neutronenkleinwinkelstreuung (SANS)
1.2.1. Kleinwinkelstreuung im Kontext strukturbiologischer M ethoden

Im letzten Jahrzehnt haben DNA-Sequenzierungstechniken und damit die Kenntnis der
Genome verschiedenster Organismen Fortschritte gemacht, die noch vor einer halben
Generation unmaoglich erschienen wéaren. Die néchste grofe Herausforderung der
Molekularbiologie ist das Verstandnis der Funktion der Genprodukte, also in erster Linie
der Proteine. Dies beinhaltet das Verstandnis des Zusammenhangs zwischen Struktur
und Funktion von Proteinen.

Von vielen Proteinen gibt es heute Strukturmodelle in atomarer Auflésung auf der Basis
von Rontgenkristallographiedaten. Die Elektronenmikroskopie erméglicht Abbildungen
der Struktur von in Lésung eingefrorenen Proteinen mit Aufldsungen von bis zu 8A.
Viele Fragestellungen erfordern es jedoch, Proteine in Lésung bel Threr physiologischen
Temperatur zu beobachten: zur Kristalisation eines Proteins ist meistens die
Anwesenheit von Salzen in unphysiologischen Konzentrationen notwendig. Im Kristall
unterliegt das Protein dann Kréften seiner Nachbarmolekiile. Zudem hat es nattrlich nicht
mehr die Freiheit, mit anderen grofRen Molekilen Komplexe einzugehen, oder diese
aufzulosen, ohne dal3 der Kristall zerfélt. Die Elektronenmikroskopie kann zwar mit
Proteinldsungen arbeiten, werden aber beispielsweise Proben bei hohen Temperaturen
oder hohen Salzkonzentrationen eingefroren, verschlechtert sich die Qualitét der Proben
massiv. Auch der Vorgang des Einfrierens selbst kann die Probe verandern.

Mit der Kernresonanz (NMR) konnen Proteinstrukturen direkt in Ldsung untersucht
werden. Um gute Signale zu erhalten wird bei NMR-Messungen Ublicherweise ein
moglichst niedriger pH angestrebt. Die Methode liefert vor alem Information Gber die
Sekundarstruktur, bel kleinen Proteinen (bis zu etwa 50kDa) erlaubt sie aber auch die
Erarbeitung von Modellen der Tertidrstruktur mit atomarer Auflésung.

Die Kleinwinkelstreuung erlaubt es, grof3e Moleklle in Lésung zu beobachten. Sie hat
eine Auflésung um die 10A, die Information ist alerdings auch innerhalb dieser Grenze
nicht eindeutig, d.h., theoretisch konnen zwei unterschiedliche Strukturen die gleiche
Streukurve haben. Ein grof3er Teil der Anwendungen entfallt daher auf nichtbiologische
Systeme, die nur in Lésung existieren und bel denen Mischungen aus vielen Strukturen
vorliegen.

Trotz grofRer Fortschritte der oben geschilderten besser auflésenden Methoden kann die
Kleinwinkelstreuung (SAS) von Proteinldsungen nach wie vor in vielen Falen zu
wertvollen Erkenntnissen fuhren. Wie bei der NMR besteht eine wesentlich grof3ere
Freiheit bei der Auswahl von Pufferbedingungen und Temperatur, zudem ist man keinen
Einschrankungen bei der Wahl des pH unterworfen. Die untere Grenze fir die Groéfe der
zu betrachteten Proteine liegt bei etwa 30kDa In der Vergangenheit wurde die
Kleinwinkelstreuung eingesetzt um erste Strukturmodelle vorzuschlagen, wenn andere
Methoden nicht funktionierten. Heute werden Streukurven meistens auf der Basis der
Modellen, die mit anderen Methoden erhalten wurden, interpretiert, um komplementére
Information Uber die Losungsstruktur zu gewinnen.

SAS-Experimente kdnnen mit Rontgenstrahlen und mit Neutronen durchgefthrt werden.
In den meisten Féllen werden Rontgenstrahlen benutzt, da sie einfacher und billiger
herzustellen sind. In bestimmten Situationen hat jedoch die Neutronenstreuung
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bemerkenswerte Vorteile, vor allem durch die Méglichkeit Teile von Komplexen durch
| sotopenmarkierung besonders hervorzuheben (siehe 1.2.3).

1.2.2. Besonder heiten der Neutronenkleinwinkelstreuung

Die Grundprinzipien von SANS und SAXS sind identisch. Rontgenstreuung hat dabel
den Vorteil, dal3 sie einfacher und mit wesentlich htherem Fluld erzeugt werden kann.
Kleinere Rontgenquellen sind zudem auch im Labormal3stab verflgbar. Trotz des um
GrofRenordnungen geringeren Flusses und eines hoheren Preis hat die Neutronenstreuung
jedoch Eigenschaften, die sie fir manche Anwendungen unverzichtbar machen(Williams
et a., Jacrot, Glatter, 1982):

Kontrastausgleich und Kontrastvariation

Da Neutronen nicht von den Elektronen sondern vom Kern gestreut werden, haben
unterschiedliche Isotope eines Atoms unterschiedliche Streuldngen. Dieser Unterschied
ist beim unter den biologisch relevanten Atomen beim Wasserstoff am stérksten
ausgeprégt.  2H-markierte (,deuterierte’) Molekile haben damit eine hohere
Streuldngendichtedichte, as ihre Aquivaente mit normaler Isotopenverteilung
(Abb. 1.8), die im folgenden als , protoniert” bezeichnet werden, da unter natirlichen
Bedingungen der Anteil von 2H und 3H fir SANS vernachldssigbar gering ist.
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Abb. 1.8: Streuléngendichten und Kontraste von Wasser (H,0) und verschiedenen Biomolekilen in
Abhéngigkeit des D,O-Gehalts des Puffers mit Matchpunkt von protoniertem Protein

Am ,Matchpunkt“ sind Streuldngendichte von Puffer und Probe identisch, der Kontrast
ist gleich Null (in Abb. 1.8 entspricht dies den Schnittpunkten zwischen den Geraden fir
Wasser und fur die Probenmolekile). Hat das betrachtete Molekil eine homogene
Streudichte, was meistens in erster Naherung zutrifft, ist es am Matchpunkt fur die
Neutronen ,,unsichtbar®. Dies ermoglicht ausgewdahite Bestandteile in Komplexen aus
Elementen unterschiedlicher Streulangendichte unsichtbar zu machen und andere
hervorzuheben. Durch Kontrastvariationsreihen konnen verschiedene Elemente einer
Probe nacheinander beleuchtet werden. Der Deuterierungsgrad des Puffers bestimmt,
welche Elemente jeweils sichtbar sind, mit zunehmender Deuterierung wirde in Abb.1.8
die Linie fir Wasser nach oben verschoben. Im Fall von Protein-Nukleinsdure oder
Protein-Lipidkomplexen ist dies prinzipiell méglich, wenn alle Bestandteile protoniert
sind. Bel Protein-Protein-Komplexen muld3 dazu ein Bestandteil spezifisch markiert
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werden, Ublicherweise durch Deuterierung. In dieser Arbeit wurde der Kontrastausgleich
vor alem dazu benutzt, GroES oder Substratprotein im Komplex mit GroEL
hervorzuheben(Abb. 1.9 und 1.10, a-c).

Hat in einem Komplex eine Komponente eine hohere Streudichte als der Puffer und eine
andere eine niedrigere, so ergibt sich daraus eine negative Interferenz. Auf der Ebene der
p(r)-Funktion zeigt sich diese unter Umsténden in negativen Werten fur bestimmte
Abstande. Wir konnten in solchen Versuchen die Bindung von Co-Chaperonin an GroEL
nachweisen (Abb. 1.9 und 1.10, d). Liegt ein einheitlicher Kontrast der beiden
Komplexbestandteile vor, so manifestiert sich die Bindung auch in einer Vergrolierung
des Streumassenradius oder der Nullwinkelstreuung. In diesem Fall konnen jedoch
Artefakte (etwa durch Aggregationen) nur schwer ausgeschlossen werden.

GroES

GroEL

ubstrate

a) b) c) d)
Abb. 1.9: Méglichkeiten der Kontrastvariation am Beispiel GroE:
a unsichtbares GroEL mit gebundenen sichtbarem GroES
b: Football-Komplex mit unsichtbarem GroEL
¢: GroEL-GroES-Substrat trans-K omplex mit unsichtbarem GroEL
d: Komplex aus GroEL mit negativem und GroES mit positivem Kontrast
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Abb. 1.10: den Modellen von Abb. 1.9 entsprechende p(r)-Funktionen
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Die wichtigsten Vorteile der Neutronenstreuung gegeniiber der Rontgenstreuung sind die
Moglichkeiten von Kontrastausgleich und Kontrastvariation. Abgesehen davon hat die
Neutronenstreuung noch einige weitere Vorteile:

Bei Messungen in D,O erhdt man mit Neutronen ein wesentlich besseres Signal-
Rausch-Verhdltnis, als bel Roéntgenmessungen.

Langsame Neutronen verursachen praktisch keine Strahlenschaden. Dies erlaubt
es, z.B. bereits gemessene Proben zu modifizieren und noch einmal unter den
neuen Bedingungen zu messen.

Die Weéllenléangen von SANS-Experimenten sind Ublicherweise etwa um den
Faktor 10 groRer als bei SAXS. Dader g-Wert eines Winkels gemal3 (1.8) von der
Wellenlange abhéngt, konnen mit SANS leichter kleine g-Werte, also grof3ere
Strukturen, gemessen werden.

SANS-Daten kdnnen leichter absolut ausgewertet werden, da ihre Streuintensitat
genauer mit Referenzproben verglichen werden kann. Damit ist es méglich bei
bekannter Konzentration eines Molekils seine Masse oder bei bekannter Masse
die Konzentration zu bestimmen.
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2. Ergebnisse
2.1 statische Experimente am System GroE

2.1.1. Vorversuche an teildeuteriertem GroEL und GroES

Der Matchpunkt von protoniertem Protein, wie es in der Natur vorliegt, liegt bei etwa
40%D,0. Neutronenstreumessungen in diesem Puffer haben den Nachteil eines sehr
hohen inkohérenten Untergrundes durch die H-Atome im Puffer. Durch die Deuterierung
von Protein kann der Matchpunkt zu hoheren D,O-Konzentrationen hin verschoben und
damit der Untergrund verringert werden. Ein vollstdndig deuteriertes Protein hat
alerdings einen theoretischen Matchpunkt bei 120%D,0, der nicht erreichbar ist. Um
ein Protein in reinem D,O messen zu kdnnen, misste es zu etwa 74% deuteriert sein. Bei
Untersuchungen am GroE-System hétte die Verfligbarkeit von teildeuteriertem GroEL
zudem den Vorteil, dal3 bei Experimenten mit GroEL und Substratprotein das Substrat in
protonierter Form benutzt werden kann und damit eine wesentlich grof3ere Freiheit bel
dessen Wahl besteht.

Die Expression eines teildeuterierten Proteins gestaltet sich jedoch aus mehreren Griinden
schwierig: Zunéchst wachsen Bakterien und Hefen in schwerem Wasser wesentlich
schlechter (Katz et a.). Da E. coli beim Einbau zwischen Protonen und Deuteronen
unterscheiden kann, mul3 bel der Zucht auf eine bestmogliche Konstanz der
Wachstumsbedingungen geachtet werden. Auch bei konstanten Bedingungen jedoch wird
es auf Grund lokaler und zeitlicher Schwankungen in den Medien zu Heterogenitéten
beim Einbau der Deuteronen in die Proteine kommen, d.h. bei einer Messung am
mittleren Matchpunkt bleibt ein Tell des Proteins, wenn auch mit einem geringen
Kontrast, sichtbar.

Nachdem die Expression und Reinigung von teildeuteriertem GroEL und GroES gelang,
mufte also Uberprift werden, ob deren Qualitdt fir die angestrebten Messungen
ausreicht.

Zur Kontrolle der Homogenitét des Deuterierungsgrades dieses Proteins wurden
M assenspektroskopiemessungen durchgefihrt. Diese zeigten, dal3 tatsichlich eine
gewisse Streuung des Molekulargewichts der Proteine um ihre Mittelwerte vorliegt.
Modellrechnungen zeigten in der Tat, dal3 der Effekt der Inhomogenitdten auf die SANS-
Messungen innerhalb von deren Fehlergrenzen liegt (Daten nicht gezeigt).

Wird das teildeuterierte GroEL verwendet, um in gematchter Form einen Komplex mit
einem sichtbaren Protein zu bilden, tragen nicht nur die Eigenterme der Teilkomponenten
des Komplexes zur Streukurve bei, sondern auch der Interferenzterm zwischen
protonierten und teildeuteriertem Protein. Um die Auswirkungen dieses Effekts zu
Uberprifen, wurden Komplexe aus teildeuteriertem GroEL mit protoniertem GroES in
Anwesenheit von ADP untersucht; dies erlaubt den Vergleich mit den gut untersuchten
analogen Komplexen aus protoniertem GroEL und volldeuteriertem GroES in 40%D,0
(Stegmann et al.)
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Abb. 2.1: Kontrastvariation, Komplex aus teildeuteriertem GroEL und protoniertem GroES mit ADP,
Verhdltnis 1:1

Das Ergebnis der Kontrastvariation ist in der Form von Abstandsverteilungsfunktionen
sehr anschaulich (Abb. 2.1), die Kurven haben eine gute Datenqualitét. Der Peak bei den
kleinen Absténden entspricht dem Eigenterm des deutlich sichtbaren GroES. Die Werte
der mittleren und grof3en Abstande in den Kurven werden vom Eigenterm von GroEL
und vom I nterferenzterm zwischen GroEL und GroES bestimmt.

Im Puffer mit 99%D,0 ist GroEL nicht vollstandig gematcht, seine Streulangendichte hat
das gleiche Vorzeichen wie GroES. Die Interferenzen zwischen den Proteinen sind damit
positiv; dies erklart die deutlich positiven Werte im rechten Tell der Kurve.

Bei 97%D,0 nahern sich die Daten bei den grof3en Absténden stark der Nullinie an, das
Signal von GroEL ist aso fast vollstandig unterdriickt. Die negativen Werte im rechten
Teil der Kurve bei 95%D,0 sind ein Bewels, dal? tatséchlich ein Komplex vorliegt, da

negative Werte in p(r)-Funktionen nur bei Komplexen zwischen Molekilen mit
positivem und negativen Kontrast auftreten konnen.
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Mit dieser Messung wurde auch das friihere Ergebnis einer Strukturénderung von GroES
bei der Bindung an GroEL reproduziert (Stegmann et al.): auf der Ebene der p(r)-
Funktion ist die fur freies GroES charakteristische Schulter verschwunden.

Analoge Experimente aus einer anderen Zucht ergaben ahnliche Ergebnisse mit einem
Matchpunkt von 97%D,0.

2.1.2. Versuche an single-ring-GroEL

Um die Bedeutung der negativen Kooperativitét zwischen den beiden Ringen in GroEL
besser verstehen zu kdnnen, wurde eine , single-ring* -Mutante konstruiert (Hayer-Hartl et
al., 1996). Diese besteht, wie der Name sagt, aus einem einzigen Heptamer. Unterschiede
zwischen wild-type und single-ring GroEL geben kdnnen Hinweise auf die Rolle des
zweiten Rings des Chaperonins geben.

Der Einzelring kann Substratprotein und GroES binden. Das Substrat kann auch
zurlckgefaltet werden, es kann alerdings den Innenraum des Hohlzylinders nicht
verlassen: ohne den GroEL-trans-Ring bleibt GroES gebunden, da fir seine Lésung
allosterische Wechselwirkungen zwischen den Ringen erforderlich sind. Es liegt nah, zu
prifen, ob esin Losung strukturelle Besonderheiten des single-rings bzw. des single-ring-
GroES-Komplexes, wie siein EM-Versuchen (Llorca et al., 1997) beobachtet wurden. In
diesem Zusammenhang stellt sich auch die Frage, ob an single-ring GroEL gebundenes
GroES seine Konformation dhnlich andert, wie GroES im Komplex mit wild-type GroEL
(Stegmann et a., JSB) . Hierzu wurden eine Rethe von SANS-Messungen durchgefihrt:
(Holzinger, 2000)

- Messungen an single-ring GroEL alleine und mit verschiedenen Nukleotiden

- Messungen an Komplexen aus protoniertem single-ring GroEL mit protoniertem
GroES und ADP

- Messungen an Komplexen aus protoniertem, gematchten single-ring GroEL mit
deuteriertem GroES und ADP

Die Untersuchung von single-ring-GroEL ohne Nukleotid und Co-Chaperonin ergab
Unterschiede zwischen verschiedenen Messungen (Abb. 2.2). Aus Grinden, die wir nicht
verstehen, hat das Protein also nicht immer die selbe Struktur gezeigt. Bei einigen
Messungen sind die Ergebnisse ist einem Modell auf der Basis der GroEL-
Kristallstruktur sehr nah, andere Daten zeigen erhebliche Unterschiede dazu.

(Fur die Versuche am single-ring GroEL werden nur die Abstandsverteilungsfunktionen
gezeigt, dain diesem Fall den Streukurven keine andere oder anschaulichere Information
entnommen werden kénnte.)
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Abb. 2.2: GroEL single ring (protoniert, ohne Nukleotide in D,O-Puffer), Modell (schwarz) und

experimentelle Daten (rot und griin)
Die Einfiigung zeigt das verwendete Modell.

Experimente Uber die Nukleotid-Bindung von single-ring-GroEL ohne GroES zeigten
keine deutlichen Strukturdnderungen auf3erhalb der Fehlergrenzen.

Ebenso wie wild-type-GroES kann single-ring-GroEL in Gegenwart von Nukleotiden
Komplexe bilden. Mit Hilfe von ADP wurden Komplexe aus protoniertem GroEL single-
ring und protoniertem GroES gebildet. Die gemessenen Daten stimmen gut mit einem
Modell auf der Basis der GroEL-GroES-ADP-Kristallstruktur aus dem GroEL-cis-Ring
und GroES tberein (Abb. 2.3).
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Abb. 2.3: GroEL single ring-GroES-Komplex, Modell (schwarz) und experimentelle Daten (GroEL single-
ring und GroES protoniert, mit 3mM ADP in DoO-Puffer)

Die Einfugung zeigt das verwendete Modell.

In den friheren SANS-Studien an GroEL-GroES-ADP-Komplexen war in
Kontrastausgleichsexperimenten gezeigt worden, dal3 bel GroES der Bildung dieses
Komplexes eine Strukturénderung auftritt. Demzufolge hat GroES in Lésung im ADP-
Bullet-Komplex eine andere Konformation, alsin der Kristallstruktur.

Die Messung von teildeuteriertem GroES im Komplex mit ADP und protoniertem,
unsichtbarem single-ring GroEL erlaubt in einem analogen Experiment die Untersuchung
der Struktur von GroES in situ. Es tritt eine mit diesen friheren Daten vergleichbare
Strukturénderung von GroES ein (Abb. 2.4). Die in der p(r)-Funktion des freien GroES
bei den Werten von ca. 20A bis 40A sichtbare Schulter verschwindet, wenn es an einen
Einzelring gebunden ist.
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Abb. 2.4: Vergleich von freiem GroES (rot, teildeuteriert in HpO-Puffer), GroES in Komplex mit

unsichtbarem single-ring-GroEL (grin, teildeuteriertes GroES, protoniertes single-ring GroEL, 3mM ADP
in 40%D>0-Puffer), GroES in Komplex mit unsichtbarem wildtype-GroEL (blau, protoniertes GroES,

teildeuteriertes GroEL, 3mM ADP in DoO-Puffer)

Die Abstandsverteilungsfunktionen des GroES in situ wurden bis zu Absténden auf3erhalb der Abbildung
gerechnet, diese enthalten aber keine flr den Strukturvergleich relevanten Informationen. Leicht positive
Werte diirften von einem leichtem Signal von nicht vollsténdig unsichtbarem GroEL herriihren.

Diskussion:

Bel den Messungen zur Losungsstruktur der GroEL single-ring Mutante ergaben sich
also keine Uberraschenden Ergebnisse: die Daten des apo-single-ring wie auch des single-
rings im Komplex mit GroES entsprechen Modellkurven der GroEL-Kristallstrukturen
ohne den trans-Ring.

Bei der Messung von GroES im Komplex mit gematchtem single-ring GroEL wurde eine
Strukturanderung des Co-Chaperonins wie beim Komplex mit wild-type GroEL
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(Stegmann et al.) beobachtet. Dies stellt zum einen eine Bestétigung der Ergebnisse an
wild-type GroEL dar, zum anderen zeigt es, dal} diese Strukturdnderung nicht von
Interaktionen mit dem trans-Ring abhangt.

2.1.3. Titrationsver suche am Football-K omplex

Mit verschiedenen Methoden, vor alem mit EM-Untersuchungen, sind symmetrische
Komplexe beobachtet worden, bel denen an beiden Seiten von GroEL jeweils ein GroES
bindet (Schmidt et al., Behlke et al., Llorca et a. 1994). Diese werden im algemeinen
Football-K omplexe genannt. Die Bedeutung dieser Komplexe im GroE-Reaktionszyklus
ist umstritten. In einigen Arbeiten wird vorgeschlagen, ein Reaktionszyklus mit Football-
Komplexe als transientem Zustand hétte einen niedrigeren ADP-Verbrauch, andere
Autoren gehen davon aus, dal3 diese Komplexe ein funktionsloses Nebenprodukt sind
(siehe Kapitel 1.1.3).

Football-Komplexe in Losung geben unter bestimmten Bedingungen sehr
charakteristische SANS-Signale. Damit war es uns moglich, durch Untersuchungen tber
ihre  Struktur und Dissoziationskonstanten einen Beitrag zu ihrer besseren
Charakterisierung beizutragen. Einfach zu interpretierende Daten von Football-
Komplexen erhdt man, wenn es gelingt, GroEL zu matchen. In diesem Fall tragen nur
noch die beiden GroES-Heptamere zur Streukurve bei, die dann der einer Hantel dhnelt
(Abb. 2.5).

[ 11
[ 1]

Abb. 2.5: Schematische Darstellung eines symmetrischen GroEL -GroES-K omplexes mit unsichtbarem
GroEL in einem Kontrastausgl eichsexperiment

Die Hantelkonfiguration kann erreicht werden, indem Komplexe aus protoniertem GroEL
und deuteriertem GroES gemessen werden, wobei der Kontrast von GroEL durch die

Verwendung eines Puffers mit  40%D,0O ausgeglichen wird. Alternativ kann
teildeuteriertes  GroEL zusammen mit protoniertem GroES gemessen werden
(Matchpunkt von GroEL in 99%D-,0, siehe Kapitel 2.1.1).

In der Literatur werden Football-Komplexe in Anwesenheit von ATP und AMP-PNP
beschrieben. In Vorversuchen wurde daher die Bildung von Komplexen qualitativ
untersucht (Abb. 2.6). Bei diesen Versuchen wurde volldeuteriertes GroEL mit
protoniertem GroES eingesetzt (deuteriertes GroES war zu diesem Zeitpunkt nicht
verfugbar). Diese Konstellation erlaubt es nicht, eine reine Hantelstruktur zu beobachten,
da GroEL nicht vdllig unsichtbar ist. Da das protonierte Protein einen negativen und das
deuterierte einen positiven Kontrast hat, kann eine Bindung zwischen GroEL und GroES
durch einen negativen Interferenzterm in der p(r)-Funktion nachgewiesen werden. Ein
Football-Komplex zeigt sich im Auftreten von positiven Werten fir grof3e Abstande.
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Unsere Daten zeigen die Bildung von Football-Komplexen in Anwesenheit des nicht
hydrolysierbaren ATP-Analogs AMP-PNP, jedoch nicht bei der Probe mit ATP. Auch in
anderen Kontrastbedingungen konnten nur in Gegenwart von AMP-PNP symmetrische
Komplexe nachgewiesen werden. Die weitere Darstellung beschrankt sich daher auf
GroEL-GroES-AMP-PNP-Komplexe.
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Abb. 2.6: volldeuteriertes GroEL mit protoniertem GroESim Verhétnis 1:1 in DoO-Puffer

schwarz: mit ATP (3mM) rot: mit AMP-PNP (30mM)
Konzentration GroEL und GroES: jeweils etwa 12,5 uM

Die weiteren Messungen wurden mit Komplexen aus protoniertem, gematchtem GroEL
und dem mittlerweile zur Verfigung stehenden deuterierten GroES in 40%D,0
vorgenommen. Bei diesen Versuchen zeigten sich tatsachlich p(r)-Funktionen mit einer

starken Ahnlichkeit zu Hantelstrukturen (Abb. 2.8). Der erste Peak entspricht dem
Eigenterm eines GroES-Heptamers. Aussagen Uber die Form des Co-Chaperonins lassen

25



sich dabei kaum machen: bei einer Struktur wie dem Football-Komplex haben die fur die
indirekte Fouriertransformation verwendeten Beta-Splines nicht mehr viel Freiheit, um
Feinheiten der Streukurve nachvollziehen zu kdnnen. Der zweite Peak entspricht dem
Interferenzterm zwischen den beiden GroES-Heptameren. In der Mitte der Kurve gehen
die Werte der p(r)-Funktion nicht vollstandig auf Null zurtick. Dies weist darauf hin, dal3
GroEL nicht ganz gematcht bzw. der Puffer etwas zu niedrig deuteriert ist.

In der Streukurve manifestiert sich die Hantelstruktur in Form einer Oszillation mit einer

Periode von etwa 0.04A-1, die vor alem im Anfangsteil der Streukurve sichtbar ist
(siehe Pfeilein Abb. 2.8). Die p(r)-Funktion zeigt, dal3 GroEL nicht vollstéandig gematcht
ist. Nach Modellrechnungen enthalt der Puffer etwas weniger as 40%D50.
Experimentelle Streukurve und Modellkurve treffen sich am besten, wenn man von
38%D,0 im Puffer ausgeht.
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Abb. 2.7: Football-Komplex, experimentelle Daten und Modelle

schwarz: protoniertes GroEL mit deuteriertem GroES Verhdtnis 1:2 in 40%D,0-Puffer, 30mM AMP-PNP,
Gesamtkonzentration 10mg/ml

Modellkurven: in alen Fallen Modell eines asymmetrischen Football-Komplex (Einfigung)

grun: verschmiert, 38%D,0O-Puffer

rot: verschmiert, 40%D,0O-Puffer

blau: unverschmiert, 40%D,0O-Puffer

violett: verschmiert, 42%D ,O-Puffer

Fir eine genauere Modellierung wurden drei Modelle betrachtet:

Zum einen wurde en cis-Ring von GroEL aus der Kristallstruktur zusammen mit GroES
an der Ebene zwischen dem cis- und dem trans-Ring gespiegelt (Einfigung Abb. 2.8,
Mitte).

Fir die beiden anderen Modelle wurden entweder einer (Einfligung Abb. 2.8, links) oder
beide GroES-Ringe (Einfligung Abb. 2.8, rechts) durch die des SANS-Modells ersetzt.
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Fur alle Modellkurven wurde auf3erdem angenommen, dal3 sich 35% des GroES nicht in
Football-Komplexen gebunden ist. Diese Grofde geht aus der Differenz zwischen
Eigenterm und Interferenzpeak der entsprechenden p(r)-Funktion in Abb. 2.9 hervor.
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Abb. 2.8: Football-Komplex, experimentelle Daten und Modelle

schwarz: protoniertes GroEL mit deuteriertem GroES Verhdtnis 1:2 in 40%D,0-Puffer, 30mM AMP-PNP,
Gesamtkonzentration 10mg/ml

Modellkurven: Alle drei Modellkurven gehen von einem 38%D,0O-Puffer und 35% freiem GroES aus und
sind verschmiert.

grun: asymmetrisch (Einfugung, links)

rot: GroES aus Kristallstruktur (Einfligung, Mitte)

blau: GroES aus SANS-Modell (Einfligung, rechts)

Unter diesen Voraussetzungen fitten ale drei Modelle die Daten relativ gut, das
asymmetrische Modell scheint der experimentellen Kurve am néchsten zu sein.
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Innerhalb der Fehlergrenzen entsprach der Abstand zwischen den beiden GroES-
Heptameren (200A zwischen den Schwerpunkten, wie in der Kristallstruktur) den
experimentellen Daten.

Aus der p(r)-Funktion |3t sich das Verhdltnis der Konzentration von Football-Komplex
zur gesamten GroES Konzentration ablesen: sie entspricht dem Verhéltnis der Flache des
Interferenzpeaks zur Fléche des peaks des Eigenterms. Ware GroES zu 100% in
symmetrischen Komplexen gebunden, missten also die Flachen identisch sein.

Eine Titrationsreihe zwischen GroEL und GroES erlaubte uns, die Dissoziationskonstante
von GroES im Football-Komplex abzuschétzen (Abb. 2.9).
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Abb. 2.9: protoniertes GroEL mir deuteriertem GroES und AMP-PNP in 40%D,0 —Puffer, Titration mit

verschiedenen GroEL :GroES Verhdltnissen, Konzentration GroEL jeweils 10mg/ml
Bel den Verhdtnissen werden jeweils Konzentrationen von GroEL-14-meren und von GroES-7-meren
gegeniibergestellt.

Als Basis der Dateninterpretation miissen einige theoretische Uberlegungen zur
Unterscheidung des freien GroES und des im Bullet-Komplex gebundenen GroES
durchgefihrt werden:
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Der asymmetrische GroEL-GroES-AMP-PNP Komplex bildet sich nach Literaturdaten
sehr  schnell und ist sehr stabil  (Assoziationskonstante  k~5x10°PM-1s1,
Dissoziationskonstante k 4~3.5x104s'1, Halbwertszeit t;,,~4Stunden, Hayer-Hartl, 1995).
Von unserer Gruppe an GroEL-GroES-ADP Komplexen durchgefiihrte zeitaufgel oste
Messungen (RoRle, JAC, 2000, Holzinger, vorliegende Arbeit, Kapitel 2.2.1) kommen
auf dhnliche Werte. Mit Gelelektrophorese konnten bei einem Konzentrationsverhaltnis
von 1:1 kein freies GroEL oder GroES mehr nachgewiesen werden (Abb. 2.10).

0] 0.2 0.5 0.75 1.0 3.0 ratio GroES:GroEL

GroEL-GroES
GroEL

GroES

Abb. 2.10: Gelelektrophorese einer Titration zwischen GroES und GroEL

Demzufolge kann bei den von uns verwendeten Konzentrationen (10mg/ml, 1.25x10-5M)
davon ausgegangen werden, dal3 bei einem GroEL-GroES-Verhdtnis von 1:1 praktisch
fast alles Protein in Komplexen vorliegt. Bei der Interpretation der Titrationsdaten kann
aso die Bildungreaktion des Bullet-Komplexes aus freiem GroEL und GroES
vernachléssigt werden.

In der folgenden Diskussion werden zur besseren Ubersicht die folgenden Abkiirzungen
verwendet:

L = freies GroEL Tetradekamer

S = freles GroES Heptamer

LS = GroEL-GroESL1:1-Komplex

LS, = GroEL-GroES1:2-Komplex

L+ = Gesamtkonzentration von GroEL, frei und in Komplexen (t steht fur total)

St = Gesamtkonzentration von GroEL, frei und in Komplexen

Die Bildung des Football-Komplexes aus Bullet-Komplex und GroES I&3t sich dann mit
folgender Gleichung beschreiben:

kLSS =k,LIS,

k, =—2=—> 2.1)
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Bel ener konstanten, bekannten Konzentration von GroEL und einer bekannten
Konzentration von GroES kann unter Zuhilfenahme zweier einfacher Annahmen nicht
nur die Konzentration von Football-K omplexen, sondern auch die von freiem GroEL und
GroES sowie von Bullet-Komplexen bestimmt werden.

- Ab einem molaren Verhdtnis zwischen GroEL und GroES von < 1 ist GroEL
vollstandig in Komplexen gebunden.

- Bel einem molaren Verhdltnis zwischen GroEL und GroES von < 1 ist GroEL
also entweder in Football-Komplexen oder in Bullet-K omplexen gebunden.

Aufgrund der oben genannten V oraussetzungen gilt also:
LS+LS =L, bzw. LS=L,-LS, (22) und

S+LS+2(LS,)=S, (2.3)

Gleichung 2.1 ist &quivalent zu
S=k, 2
LS

Setzt man diesin 2.3 ein, ergibt sich
o2+ LS+2(18) =S,
Hier kann LS gemal3 2.2 ersetzt werden:

LS, _ _
kDBm'l'LT LSZ +2(LSZ)_ST

==> kDEli_FLT'H-Sz:Sr
L, - LS,

==> kLS, +Li(L; ~LS) +LS,(L; ~LS,) =S(L; - LS))
==> kLS +L5-LSL; +LSL,-LS, =S/l -S/LS,

==> kLS, +L%-LS=SL, -SLS,
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==> L7-SL; =LS-SLS, ~k,LS,

==> L =SiLy + ({8 + ko) LS (S, +Ko)LS, + (G(S; +Ko )

1 1 1 1
==> L7-SiL, +Z§r +§STkD+ZkZD =S -5E Ko))*

1 1 1 1 1
==> L5 =25+7k _JL?F_STLT+Z§ +§Srko+zk§ (24)

(Die Losung mit positivem Vorzeichen vor der Quadratwurzel wére nicht sinnvoll in
diesem Fall wirde man bel unendlicher Konzentration an GroES eine unendliche Menge
an Footballkomplexen finden. Bel einem negativen Vorzeichen vor der Quadratwurzel ist
ndhert sich die Konzentration an Footballkomplexen der von GroEL, was der Realitét
entspricht.)

Abb. 2.11 zeigt einen Fit der Daten nach diesem Modell.
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Abb. 2.11: relative Konzentration an Football-K omplexen gegen relative Konzentration an GroES
schwarz: experimentelle Datenpunkte

rot: Fit nach Gleichung 2.4 (kp=2+10-7M)

blau: theoretische Kurve nach Gleichung 2.4 mit um den Faktor 10 schwécherem kp asim Fit
griin: theoretische Kurve nach Gleichung 2.4 mit um den Faktor 10 stérkerem ky alsim Fit

Nach diesem Fit hétte das zwete GroES-Molekidl im Football-Komplex eine
Dissoziationskonstante von 2+ 10-’M. Zum Vergleich gerechnete Kurven um den Faktor

10 grofReren oder kleineren Dissoziationskonstanten sind deutlich von den gemessenen
Punkten entfernt.

In Kontrollexperimenten mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurden in alen Proben
sowohl einzelne GroEL- und GroES-Oligomere als auch Bullet- und Football-K omplexe
gefunden (Abb. 2.12). Eine Quantifizierung war wegen einer hohen Konzentration von
Aggregaten, eines ,, GroES-Rasens* im Hintergrund und des Auftretens von ,, Top-views"

33



nicht moglich. Letzteres sind GroEL -Tetradekamere oder Bullet-Komplexe, die auf eine
offene Seite des Hohlzylinders fallen, in der Aufnahme von oben zu sehen sind und damit
nur schwer unterschieden werden kénnen.

Abb. 2.12: EM-Aufnahme einer GroEL/GroESYAMP-PNP Probe mit ,, Top-views", GroEL -
Tetradekameren, Bullet-Komplexen und Football-Komplexen (1. Gutsche)

Abgesehen von diesen Schwierigkeiten bel der Quantifizierung sind die Bedingungen mit
denen der SANS-Versuche nicht direkt vergleichbar: zum einen wurde nicht derselbe
Puffer verwendet, zum anderen wurden die Proben kurz vor dem Einfrieren verdinnt.

Diskussion:

Die beschriebenen Experimente zeigen, dal3 mit Hilfe von SANS sehr einfach Football-
Komplexe nachgewiesen werden konnen, wenn man Uber deuteriertes GroEL oder
GroES verfugt. In unserem Fall gelang der Nachweis von Football-Komplexen in
Anwesenheit des ATP-Analogons AMP-PNP, aber nicht in Anwesenheit von ATP wiein
anderen in der Literatur beschriebenen Experimenten (Behlke, Schmidt).

Eine Erkldrung wére die durch die sofortige Hydrolyse von ATP bedingte kurze
Uberlebenszeit von ATP-Football-Komplexen. Die Frage zwischen dem Unterschied
zwischen Komplexen mit ATP und AMP-PNP sollte also in weiteren Experimenten
untersucht werden.

Bei den Experimenten in 40% D,0 ist das protonierte GroEL gematcht; deswegen kann
natUrlich keine Aussage Uber seine Struktur gemacht werden. Genauere Informationen
Uber die Konformation des deuterierten GroES sind schwierig, da bei alen Proben
Gemische aus Bullet-Komplexen, Football-Komplexen und freiem GroES vorliegen.
Aulderdem ist nicht klar, ob die Struktur der beiden GroES-Heptamere im Football-
Komplex identisch ist. Trotz dieser Einschrankungen verglichen wir die Streukurve des
Football-Komplex mit verschiedenen Modellkurven. Der experimentellen Kurve am
néchsten kommt ein Modell, bei dem auf einer Seite des Komplexes GroES mit der
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Konformation der Kristallstruktur gebunden ist und auf der anderen Seite GroES in der
Konformation des SANS-Modells. Die zuverléassigste Strukturinformation der p(r)-
Funktionen ist die Entfernung zwischen den zwei GroES-Heptameren im Football-
Komplex. Diese Zahl entspricht einem Modell aus zwei cis-Seiten eines GroEL-GroES-
ADP-Komplexes. Die beobachtete Ubereinstimmung der GroEL-GroES-Abstande in
Bullet-Komplex und Football-Komplex (jeweils 100A) ist keine Selbstverstandlichkeit,
dain den beiden Strukturen verschiedenen Konformation von GroEL auftreten mussen.
Aussagen Uber die Form der GroES-Molekile sind schwieriger, da in den Proben auch
GroES vorkommt, das nicht in Football-Komplexen gebunden ist. Bei der Modellierung
ist also zu berilicksichtigen, dal3 es sich um eine Mischung verschiedener Strukturen
handelt. Unter diesen Voraussetzungen wurden Modellstreukurven von mehreren
Strukturen auf der Basis bekannter GroES-K onformationen (Bullet-Komplex im Kristall
und in Losung) berechnet. Ein Modell mit jewells einer der beiden GroEL-
Konformationen an den beiden Enden von GroEL fuhrte zur besten Anndherung an die
gemessenen Daten. Dies untermauert die Vermutung, das der Football-Komplex in vivo
nicht nur funktionell und in Bezug auf die Nukleotidbesetzung pseudosymmetrisch ist,
sondern auch strukturell. Theoretisch wére es alerdings auch denkbar, dal? beide GroES-
Heptamere eine identische dritte Konformation einnehmen, die von beiden in Bullet-
Komplex gefunden Strukturen verschieden ist.

Der Vergleich der Flachen des ersten und zweiten Peaks in den p(r)-Funktionen erlaubt
eine Abschédtzung des in Football-Komplexen gebunden GroES mit der GroES-
Gesamtkonzentration. Ausgehend von diesen Daten ermittelten wir die
Dissoziationskonstante des zweiten GroES-Heptamers im Football-Komplex mit einem
Wert von 2[10-’M. Eine Modellrechnung zeigt, dal? der Fehler dieser GroRe nach unten
etwa eine GrofRenordnung betragt, nach oben ist die Genauigkeit wesentlich besser.

Es stellt sich die Frage, inwieweit diese Ergebnisse mit AMP-PNP auf den ATP-
Komplex Ubertragbar sind. In den Modellen fur GroE-Reaktionszyklen unter Einschluf3
des Football-Komplex wird davon ausgegangen, dal3 dieser nur einen Ring mit ATP
besetzt hat, der andere Ring hétte ADP gebunden (z.B. Grallert et a.). Dieses Modell
ergibt sich zum einem aus der Einordnung des Football-K omplex in den Reaktionszyklus,
zum anderen erscheinen Football-Komplexe mit zwei ATP-Ringen wegen der
ausgepragten  Inter-Ring-Antikooperativitdt der  ATP-Bindung als  extrem
unwahrscheinlich. Mehrere Experimente deuten jedoch darauf hin, dal3 die ATP-Anaoge
ATPYS und AMP-PNP in ihrem Kooperativitatsverhalten eher ADP als ATP ahneln
(Yifrach et a., 1998, Inobe et al., 2001). Demzufolge dirfte die Dissoziationskonstante
der AMP-PNP-Komplexe aso dem Wert der ATP-ADP-Komplexen nahekommen.

Die bei einer GroEL-GroES-Verhdltnis von 1:2 gefundene hohe Konzentration an
Football-Komplexen ist ein Indiz fur deren in vivo-Relevanz. Da die beiden Proteine von
einem Promotor kontrolliert werden, werden sie in der Zelle in einem Verhéltnis von 1:2
exprimiert und erreichen Konzentrationen, die mit denen unserer Experimente
vergleichbar sind.

Abgesehen von der zum System GroE gewonnenen Information konnten wir
demonstrieren, wie mit Hilfe wvon Neutronenstreuung und Kontrastvariation
Dissoziationskonstanten gemessen werden kdnnen. Das hauptsachliche Hindernis hierbel
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ist die Deuterierung eines Teil des Komplexes. Ist dieses Problem gemeistert, ist die
eigentliche Messung und ihre Interpretation relativ einfach.

2.1.4. statische Versuche am Co-Chaperonin GP31

Die Entwicklung eines eigenen Co-Chaperonins muf3 fir den Phagen T4 ein erheblicher
evolutiondrer Aufwand gewesen sein. Zudem kompliziert jedes weitere von der
Wirtszelle zu exprimierende Protein den Zyklus des Phagen. GP31 mul3 also einen
wichtigen funktionellen Unterschied zu GroES aufweisen. Laut theoretischen
Erwagungen auf der Basis der Kristallstruktur konnten die bel GP31 langeren ,, mobile
loops* zu einer Vergrofzerung des Innenraums im asymmetrischen Komplex fihren, und
damit mehr Platz fr die Faltung von des mit 56kDa relativ grofRen GP23 lassen (Hunt, et
al., 1997). Diese These konnte allerdings bisher nicht experimentell untermauert werden.
Da SANS mit gematchtem GroEL mehrere interessante Experimente zu diesem System
ermoglicht, versuchten wir, einen Beitrag zur Suche nach den entscheidenden
Unterschieden zwischen den beiden Co-Chaperoninen zu leisten.

Die Untersuchungen beinhalteten

- einen Strukturvergleich der beiden Co-Chaperonine in Losung

- einen Vergleich des strukturellen Verhaltens bel der Bindung an GroEL

- Vergleiche von aus GroEL mit GroES bzw. GP31 gebildeten Football-Komplexen
und schliefdich

- kinetische Untersuchungen zum Vergleich des Bindungsverhatens beider
Proteine (siehe Kapitel 2.2.1).

Zunéchst betrachteten wir die Struktur der beiden Apo-Co-Chaperonine in Losung. Aus
unseren Daten |83 sich kein beachtlicher Unterschied ableiten (Abb. 2.13). Geringe
Abweichungen zwischen den Strukturen, wie hier zu sehen, waren zu erwarten, da
Proteine mit unterschiedlicher Masse natiirlich keine identische Struktur haben kdnnen.
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Abb. 2.13: Abstandsverteilungsfunktionen von GroES (blau) und GP3L1 (rot) in Lésung

Die néchste und wichtigere Frage war, ob sich bei der Bindung am GroEL Unterschiede
bei den Strukturdnderungen ergeben wirden. Hierzu wurden Streukurven von
asymmetrischen GroEL-GP31-ADP Komplexen mit unsichtbarem GroEL gemessen.
Auch hier war jedoch war jedoch ein @nliches Verhalten der beiden Co-Chaperonine zu
beobachten: GP31 &nderte seine Struktur bei der Bindung an GroEL (Abb. 2.14).
Abweichungen von der Nullinie im rechten Teil der Streukurve dirften an leichten
Aggregationseffekten und einem leichten Verfehlen des Matchpunktes liegen.
SANS-Experimente mit asymmetrischen GroEL-GP31-ATP Komplexen sind nicht
sinnvoll, da wahrend der langen Mef3zeit einer Kurve das ATP hydrolysiert wirde. Eine
Ldsung dieses Problems ist die Zugabe von BeF, (einer schwer genauer zu bestimmende
Mischung Be-F-Verbindungen) in eine Probe mit ADP; dabel entstehen nicht
hydrolysierbare ATP-analoge Verbindungen.

Diese Zugabe von BeF, zu den Komplexen fihrte jedoch zu keiner
Konformationsanderung innerhalb der Mef3genauigkeit der Kleinwinkelstreuung. Auf
eine Darstellung dieser Daten wird hier verzichtet, nachdem sie im Rahmen der
Fehlergrenzen mit der Kurve aus Abb. 2.14 identisch sind.
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Abb.2.14: Strukturéanderung von GP31 in Komplex mit GroEL
rot: protoniertes GP31 in 99%D,0 —Puffer
grin; protoniertes GP31 mit teildeuteriertem GroEL und ADP in 97%D,0 —Puffer

Ein né&chster Schritt war die Untersuchung der Struktur von Football-Komplexen aus
unsichtbarem GroEL und GP3L1.
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Abb. 2.15: GP31-Football-Komplex:
teildeuteriertes GroEL mit protoniertem GroES und AMP-PNP in 99% D,0 (griin), experimentelle Daten

unverschmierte Modellstreukurve, Schwerpunktsabstand zwischen den beiden GP31-Heptameren 210A
(blau)
verschmierte ModelIstreukurve, Schwerpunktsabstand zwischen den beiden GP31-Heptameren 210A (rot)

Die Streukurven weisen, etwa in den ersten drel Punkten, auf leichte Aggregationseffekte
hin (Abb. 2.15). Die Anwesenheit einer Hantelstruktur fuhrt zu einer deutlich sichtbaren
Oszillation. Die Kurve kommt den Daten eines Modell mit einem Abstand von 210A
zwischen den beiden Schwerpunkten der GP31-Oligomere sehr nahe.

In der p(r)-Funktion (Abb. 2.16) ist die Hantelstruktur aufgepragter als in allen
Versuchen mit GroES (man betrachte die Flachenverhdtnisse der peaks von Eigenterm
und Interferenzterm). Den Flachen der peaks nach zu urteillen, mul3 fast das gesamte
GP31 an GroEL gebunden sein. Man sieht, dal3 die Schwerpunkte der beiden GP31-
Heptamere etwa 10A weiter voneinander entfernt sind as die von zwei GroES-
Heptameren. Eine genaue Untersuchung der Daten zeigte, da3 dieser
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Schwerpunktsabstand nicht durch die Aggregationen verfélscht wurde (siehe Kapitel
4.5).
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Abb. 2.16: Football-K omplexe mit gematchtem GroEL :
protoniertes GroEL mit volldeuteriertem GroES und AMP-PNP in 40% D,O (griin)

teildeuteriertes GroEL mit protoniertem GroES und AMP-PNP in 99% D,0 (blau)
Diskussion:

Der Vergleich der Losungsstrukturen von GroES und GP31 hat gezeigt, dal? diese zwar
sehr @hnlich, aber nicht identisch sind. Nach den bekannten Ergebnissen tiber Sequenzen
und Kristallstrukturen war dies zu erwarten: GP31 ist etwas grof3er, als GroES, hat aber
eine sehr dhnliche Form.

Mit der zu GroES analogen Strukturdnderung im ADP-Bullet Komplex wurde ein
weiterer Beleg fur das fast identische Verhalten der Co-Chaperonine auch beim
allosterischen Verhalten erbracht.

Die Daten des aus gematchten GroEL und sichtbarem GP31 geformten Football-
Komplexes erlauben dagegen eine Erklarung fir die Notwendigkeit der Expression eines
speziellen Co-Chaperonins fur den Zyklus des Phagen T4:

Im mit AMP-PNP geformten Football Komplex sind die beiden GP31-Heptamere etwa
10A weiter voneinander entfernt, als in seinem mit GroES geformten Analogon. Damit
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durften die Hohlrdume zwischen GroEL und GP31 jeweils etwa 5A héher sein als bei
Komplexen mit GroES. Eine genaue Volumenabschéatzung ist nicht moglich, da die
Information fehlt, ob sich eventuell die Struktur von GroEL &ndert. Es ist jedoch davon
auszugehen, dal3 die Hohlung fir die Proteinfaltung grofer ist und damit auch etwas
grolere Proteine, speziell das Phagenprotein GP23 gefaltet werden kdnnen.

Das Verhdltnis der Flachen des Eigenterms der Co-Chaperonine (die jeweils ersten peaks
in der p(r)-Funktion) und der Interfererenzterme ist im Fall von GP31 grof3er. Es scheint
also ein groferer Teil des Co-Chaperonins in Football-Komplexen gebunden zu sein.
Diesist ein Hinwels auf unterschiedliche Bindungskonstanten.

Der erste peak in den p(r)-Funktionen hat bei den beiden Co-Chaperonine eine
unterschiedliche Form. Da bel einer Fouriertransformation des Football-Komplexes nur
wenige Splines auf den ersten peak entfallen, wird aber seine Form nicht so genau
beschrieben, wie beim Apo-Co-Chaperonin. Eine andere Ursache konnte die fehlende
Korrektur des Transmissionseffekts bei den groélReren g-Werten sein. Auf die kleinen
g-Werte und damit die grof3en Abstande innerhalb der p(r)-Funktion hétte dieser Effekt
keine Auswirkungen.

2.1.5. Substratbindung von GroEL

Die Funktion von Chaperoninen ist die Bindung und Faltung von Substratprotein. Fir ein
wirkliches Verstandnis des GroE-Reaktionszyklus missen also Versuche mit GroEL und
Substratprotein, nach Moéglichkeit unter Beteiligung von GroES durchgefihrt werden.

Insbesondere nach der Reinigung des teildeuterierten GroEL war eine Reihe

vielversprechender Experimenten moglich:

- die Untersuchung der Struktur von GroEL und Substratprotein im Komplex, zunéchst
speziell an den bereits gut beschriebenen Substratproteinen MBP-Y 283D (Sparrer et
al., 1996) und Citrat-Synthase G276A (Zahn et a.).

- Tests der Bindung von protonierten, kommerziell erhdltlichen Proteinen an GroEL
und der Eignung als Substratprotein mit Hilfe der bei einer Komplexbildung
auftreten negativen Interferenzen

- Untersuchungen von Komplexen aus den drei Komponenten GroEL, GroES und
Substrat unter besonderer Bericksichtigung der Doppelbindung von GroES und
Substrat

- zeitaufgel 6ste SANS-Messungen as vielleicht interessanteste Versuchsreihe

Zu Beginn der Arbeit wurden Komplexe aus protoniertem, unsichtbarem GroEL und
volldeuteriertem MBP (Mutante Y 283D), sowie volldeuteriertem GroES gemessen.
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Abb. 2.17: protoniertes GroEL mit deuteriertem GroES und deuteriertem MBP-Y 283D mit ADP in 40%
D,0

rot: experimentelle Daten, griin: Modellkurve eines trans-Komplex

Der Peak auf der linken Seite der Abstandsverteilungsfunktion entspricht den
Eigentermen von GroES und MBP; auf der rechten Seite sieht man den Interferenzterm
zwischen GroES und MBP (Abb. 2.17). Die Zentren von GroEL und MBP sind 160A
voneinander entfernt. Es ist aus der Kristallstruktur bekannt, daf3 der Abstand zwischen
GroES und dem Zentrum von GroEL 100A betragt. MBP und das Zentrum von GroEL
haben demzufolge einen Abstand von 60A.

Wie man sieht ist der erste Peak im Experiment wesentlich hoher, als im Modell, es ist
liegt also nur eine Tellpopulation von trans-Komplexen vor. Ob sich in der Probe auch
cisKomplexe gebildet haben, kann anhand der Daten nicht beantwortet werden.
M odellrechnungen zeigten, da? bei einem Abstand von 60A zwischen cis-MBP und dem
Zentrum von GroEL die Peaks der Eigenterme und der Interferenzterme so stark
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Uberlappen, das sie nicht mehr zu unterscheiden sind. Die Schulter in der experimentellen
p(r)-Funktion konnte einerseits durch Cis-Komplexe mit einem anderen Abstand
andererseits auch durch nicht vollsténdig gematchtes MBP erklart werden.

In einem &hnlichen Experiment ohne GroES konnte die Existenz von GroEL-MPB 1:2-
Komplexen, aso die Bindung von MBP an beide Seiten des GroEL-Oligomers
nachgewiesen werden (Abb. 2.18). Wegen der Symmetrie dieser Struktur kann den Daten
der Abstand von 60A zwischen den Zentren des Substratprotein und des GroEL-
Oligomers entnommen werden.
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Abb. 2.18: protoniertes GroEL mit deuteriertem MBP-Y 283D in 40% D,0O

Um die GroEL-MBP-Komplexe mit einer ausreichenden Datenqualitét (geringe Menge
von Aggregaten) beobachten zu kdnnen, war es nétig, sie vorher Gber eine Sdule laufen
zu lassen oder einen frisch geformten Komplex etwa 20 Minuten bei 14000 rpm zu
zentrifugieren. GroEL-MPB 1:2-Komplexe konnten nur nach Zentrifugation beobachtet
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werden. Dies weist darauf hin, dal3 offensichtlich das zweite MPB-Molekil eine
niedrigere Bindungskonstante hat als das erste.

Test von Substratprotein

Die Bindung einer Reihe von kommerziell erhdtlichen Proteinen (wt-LDH (Laktat-
Dehydrogenase), wt-MDH (Malat-Dehydrogenase) und wt-MBP) an GroEL wurde
gepruft. In einigen Fallen konnte eine Bindung von chemisch denaturiertem Substrat
durch einen negativen Interferenzeffekt nachgewiesen werden. Dieser zeigt sich in
Abb. 2.19 in niedrigeren Werten der p(r)-Funktion zwischen 20 und 120 A. Allerdings
treten bel hoheren Abstanden starke Aggregationseffekte auf. Diese sind prinzipiell auch
bei noch grolReren Absténden zu sehen, fir die Durchfihrung der indirekten
Fouriertransformation ist alerdings die Definition einer Maximaldimension der
untersuchten Struktur notwendig.

Nach thermischer Denaturierung wurden keine Kompl exe beobachtet.
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Abb. 2.19: teildeuteriertes GroEL mit protoniertem wt-MBP in 92% D,O

grin: natives MBP, rot: mit Harnstoff denaturiertes MBP
Die relativen Flachenverhdltnisse der beiden Kurven sind richtig, da die Proben aus den selben
Stammldsungen hergestel It wurden.

Auf Grund der groflen Probleme mit Aggregaten erschien eine zeitaufgelGste
Beobachtung der Komplexbildung nicht sinnvoll — bei einer zeitaufgel 6sten Messung zur
Komplexbildung ist es naturgemal3 nicht moglich, die Probe abzuzentrifugieren oder Gber
eine Saule laufen zu lassen.
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Diskussion:

In mehreren Versuchen konnten Komplexe zwischen GroEL und Substrat, teilweise auch
mit Substrat und gleichzeitig GroES beobachtet werden. Saubere Daten wurden nur mit
Faltungsmutanten (MBP, Y283D; Citrat-Synthase, G276A) die besonders stabil an
GroEL binden, erreicht. Den p(r)-Funktionen kann man den Abstand zwischen zwel
Substratproteinen (MBP) und zwischen Substratprotein und GroES in einem mit ADP
gebildeten transsKomplex entnehmen. Damit konnten im Resultate der
Elektronenmikroskopie durch Ldsungsstreuung bestdtigt werden, nach denen dieser
Komplex ein wesentlicher Bestandteil des Reaktionszyklus von GroEL ist. Die SANS-
Daten erlaubten keine Aussage dartiber, ob sich auch cis-Komplexe gebildet hatten.

Es erwies sich generell as sehr schwierig, interpretierbare Daten zu erhalten: zur
Bindung an GroEL muf3 das Substratprotein denaturiert werden. In diesem Zustand neigt
es aber naturgemald zu Aggregationen, die das eigentliche Signal Uberdecken. Da in der
Kleinwinkelstreuung das Signal bei gleicher Anzahl der Partikel proportional zum
Quadrat der Masse (genauer der Streuldnge) der Probenmolekile ist, wirkt sich dieser
Effekt starker aus als bel anderen Methoden. Teilweise konnten die Aggregate durch eine
Reinigung mit einem Molekularsieb entfernt werden. Ein solcher Zwischenschritt macht
allerdings kinetische Experimente zur Bildung von GroEL-Substrat Komplexen
unmoglich. Bei Dissoziationsexperimenten wirde sich dieses Problem nicht stellen:
Durch Zugabe von ATP auf gereinigte GroEL -Substrat-Komplexe kdnnte etwa analog zu
ahnlichen Fluoureszenzexperimenten die AuflGsung dieser Komplexe anaysiert werden.
Mit Citrat-Synthase G276A gab es weniger solcher Probleme, leider hat dieses Protein
jedoch eine beschrankte Lebensdauer und kann nicht eingefroren werden. Wegen der
zeitlichen Beschrankungen bei der Nutzung einer Neutronenquelle erscheint die Nutzung
fur dieses Proteins fur SANS-Experimente nicht sinnvoll.

Die Versuche mit Substratprotein kénnen somit insgesamt nicht als Erfolg betrachtet
werden, die Probleme dabel liegen allerdings in einer Kombination von Eigenschaften
des Systems (Verhalten von denaturierten Proteinen) und der Methode (Empfindlichkeit
auf Aggregate) begriindet. Bei der Vielzahl von Substratproteinen von GroEL ist nicht
ausgeschlossen, dal3 bestimmte davon fir SANS-Experimente geeignet sind. Sie zu
finden wére allerdings vom Zufall abhéngig oder wirde einen sehr hohen screening-
Aufwand erfordern.
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2.2. Kinetische Versuche

2.2.1. langsame Kinetiken: chasing-Versuche an den Co-Chaperoninen GroES und
GP31

GP31 scheint stérker zur Bildung von Football-Komplexen mit GroEL zu neigen, as
GroES (siehe Kapitel 2.1.4). Dies deutet auf Unterschiede im Bindungsverhalten von
GP31 und GroES beziglich GroEL hin. In statischen Experiment mit AMP-PNP hatten
wir die Bindung des zweiten Co-Chaperonin-Heptamers beobachtet, es erschien sinnvall,
auch die Bildung des asymmetrischen Komplexes zu charakterisieren. Messungen im
Gleichgewicht fuhren im diesem Fall nicht zum Ziel: eine Acrylamid-Gelelektrophorese
zeigte, dal3 bei einem GroEL-Co-Chaperonin-Verhdtnis von 1:1 in Anwesenheit von
Nukleotiden sowohl GroES als auch GP31 praktisch vollstandig an GroEL binden (Elena
Manakova, personliche Kommunikation). Eine direkte Beobachtung der Bildung des
Komplexes ist ebenfalls schwierig, da sie sich innerhalb von wenigen Sekunden vollzieht
(Rofdle, 2000, J. Appl Crys.). Die Neutronenstreuung ermoglicht jedoch, mit sogenannten
Chasing-Experimenten (Verdrangungsexperimenten) den Zerfall der Komplexe in
L 6sung zu beobachten (Abb. 2.20).
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Abb. 2.20: Schemader Verdrangung von sichtbarem Co-Chaperonin im asymmetrischen GroEL-Co-
Chaperonin Komplex durch einen Uberschuf von unsichtbarem Co-Chaperonin

—

Hierbei wird zundchst ein Komplex aus protoniertem GroEL und einer &guimolaren
Menge an protoniertem Co-Chaperonin gebildet (in unserem Fall eéinem UberschuR an
ADP). Gibt man zu diesen Komplexen teildeuteriertes GroES im UberschuB3, verdrangt
dieses das protonierte Co-Chaperonin. Die Komplexe aus sichtbarem GroEL und
sichtbarem Co-Chaperonin haben andere Streukurven als ihre Analoge mit unsichtbarem
Co-Chaperonin.

Wegen des starken UberschuB3 an teildeuteriertem GroES wird nun in erster Linie die
Zerfalsrate des Ursprungskomplexes gemessen. Im neuen Gleichgewicht wird in der
Mehrheit der Komplexe das teildeuterierte GroES zu finden sein. Aul3erdem tragt gemafd
dem Verhdltnis an protoniertem und teildeuteriertem GroES ein Restanteil an Komplexen
von GroEL mit protoniertem Co-Chaperonin zum Signal bel. Das Signal des nicht
gebundenen Co-Chaperoninsist wegen seiner geringen Masse sehr schwach.
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Insgesamt wurden die Kinetiken von vier Reaktionen gemessen:

- Mischung von Komplexen aus protoniertem GroEL und protoniertem GroES mit
einem Uberschuld an teildeuteriertem GroES in 99% D,O

- Mischung von Komplexen aus protoniertem GroEL und protoniertem GP31 mit
einem Uberschuld an teildeuteriertem GroES in 99% D,O

- Mischung von Komplexen aus protoniertem GroEL und protoniertem GroES mit
einem Uberschul® an teildeuteriertem GroES in 80% D,O

- Mischung von Komplexen aus protoniertem GroEL und protoniertem GP31 mit
einem Uberschul® an teildeuteriertem GroES in 80% D,O

Die verwendeten Konzentrationen kénnen Tabelle 2.2 entnommen werden.

Wird das Experiment in einem Puffer mit 99% D,O, dem Matchpunkt des teil deuterierten
GroES, durchgefihrt, so kann man durch eine Beobachtung der Nullwinkelstreuung oder
des Gyrationsradius direkt das Verhdltnis von Komplexen mit sichtbarem und
unsichtbaren Co-Chaperonin verfolgen. In einem Puffer mit niedrigerem D,O-Gehalt, in

unserem Fall 80% D, 0, haben die Streudichten des protonierten und des teildeuterierten

Proteins unterschiedliche Vorzeichen. Dies resultiert in einem charakteristischen
negativen Interferenzpeak in der p(r)-Funktion (Abb. 2.21). Damit kann die Neubildung
des Komplexes nachgewiesen werden und es wird ausgeschlossen, dald man nur eine
Zerfallsreaktion und keine Verdréngung beobachtet.

Zur Signifikanz der Daten ist anzumerken, dai3 sich die Fehlerbereiche der beiden p(r)-
Funktionen zwar sehr nahe kommen, die Ergebnisse bei den grofien Abstanden und die
Flachen der beiden Kurven unterscheiden sich jedoch deutlich. Bei einem Vergleich der
Flachen der beiden p(r)-Funktionen nuf3 vor allem beachtet werden, dal3 die Fehlerbalken
jewells fur einen Mef3punkt gelten, auf Grund der hohen Zahl an Punkten steht die
Signifikanz der Fl&chenunterschiede aul3er Frage.
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Abb. 2.21: protoniertes GroEL mit protoniertem GP31 und ADP nach Zugabe von 80%D,0-Puffer nach

Zugabe von teildeuteriertem GroES

rot: nach einer Minute, blau: nach 15 Stunden

Die Streukurven wurden unterschiedlich lang gemessen. Aus diesem Grund wurden fir die
Fouriertransformationen unterschiedliche Lambda-Parameter verwendet. Dies fuhrt wiederum zu
unterschiedliche grofRen Fehlerbalken.

Auf der Ebene der Streukurve ist in erster Linie ein Unterschied bei sehr kleinen
g-Werten zu bemerken.
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Abb. 2.22: protoniertes GroEL mit protoniertem GP31 und ADP in 80%D,O-Puffer nach Zugabe von

teildeuteriertem GroES
rot: nach einer Minute, blau: nach 15 Stunden

Wie man den Darstellungen entnehmen kann, ist die zeitliche Anderung der Kurven nur
sehr gering, fur die kleinen g-Werte betragt sie etwa 10 Prozent, bei grof3en g-Werten
geht sie sogar in der Statistik unter (Abb. 2.22). Aufgrund der logarithmischen Abbildung
ist selbst der bestehende Unterschied kaum bemerkbar.

Es ist daher angebracht, leichter interpretierbare eindimensionale Parameter zur
Darstellung der Daten zu verwenden. Solche Grofen sind der Streumassenradius (Rg)
und die Nullwinkelstreuung (1(0)). 1(0) hat dabel den Vorteil eines geringeren Fehlers
und seine Quadratwurzel (4f1(0) ) ist in einen direkten Zusammenhang mit der Masse der
Proteinkomplexe.
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Stellt man /I (0) in Abhéngigkeit von der Zeit dar, erkennt man, dal3 diese GroRe in
einem Zeitraum von mehreren Stunden nach dem Mischen bestandig abnimmt.(Abb. 2.23
und 2.24).

Die Daten lassen sich mit zwel Exponentialfunktionen fitten.
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Abb. 2.23: chasing von protoniertem Co-Chaperonin im Komplex mit protoniertem GroEL und ADP durch
teildeuteriertes GroES (6-facher Uberschuf?) in 99%D,0-Puffer

doppelt exponentieller fit: y=m1 + m2éxp(-m3[) + m4lexp(-m5H)

schwarz: chasing von protoniertem GP31 Korrelationskoeffizient r=0.99933

rot: chasing von protoniertem GroES Korrel ationskoeffizient r=0.99913

Die mit offenen Kreisen dargestellten Mef3punkte wurden nicht fir den Fit herangezogen, da hier
offensichtlich das Signal gestért ist.

Auf der Ordinate wird das normierte sichtbare Streusignal gezeigt. Im Fall eines hinreichend grofzen
Uberschusses an teildeuteriertem GroES gehen die Werte im Gleichgewicht aso gegen Eins.
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Abb. 2 24: chasing von protoniertem Co-Chaperonin im Komplex mit protoniertem GroEL und ADP durch
teil deuteriertes GroES (6-facher Uberschuf) in 99%D,O-Puffer
Auf der Ordinate wird die Konzentration der sichtbaren Bullet-Komplexe, also der Komplexe aus

protoniertem GroEL mit protoniertem Co-Chaperonin gezeigt. Im Fall eines hinreichend grofzen
Uberschusses an teildeuteriertem GroES gehen die Werte im Gleichgewicht also gegen Null.
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Aus diesen Daten lassen sich die Dissoziationsraten k_; der Reaktion

GroEL + Co-Chaperonin U GroEL «Co-Chaperonin

errechnen. Nachdem fir den Fit zwei Exponentialfunktionen nétig waren, finden sich
auch jeweils zwel Dissoziationsraten mit den folgenden Werten (Tabelle 2.1):

GroEL-GroES: GroEL-GP31:
»Schnelle” Reaktion
80% D20 1.30+ 10351 +4.17 «104s1 4.87 « 1041 +3.41 10451
99% Dy0 565+ 104s1+9.35+105s1 443+ 104514154+ 10451

»langsame" Reaktion

80% D20 3.86+10°s1+6.11+ 10651 542+ 10551+9.00+ 10651
99% D20 2.32+105s1+2.83+ 10651 3.06+10°5s1+2.78+ 1061

Tabelle 2.1: Dissoziationsraten von GroEL und GP31

Protein- und Nukleotidkonzentrati onen:

protoniertes GroEL : 6,5uM
protoniertes GroES: 5.2uM
protoniertes GP31.: 4.45uM
teildeuteriertes GroES: 40uM
ADP: 3mM

Tabelle 2.2: Protein- und Nukleotidkonzentrationen in den Verdrangungsexperimenten
Diskussion:
Allgemeine Betrachtung:

Durch Verdrangungskinetiken wurde das Bindungsverhalten der Co-Chaperonine GroES
und GP31 im asymmetrischen Komplex charakterisiert und verglichen. Hierzu wurden
zunachst Komplexe aus protoniertem Co-Chaperonin und protoniertem GroEL mit ADP
im Verhdltnis von etwa 1:1 vorgeformt. Nach einhelliger Meinung in der Literatur bilden
sich unter diesen Umsténden ausschlief3dich Bullet-Komplexe. Zu dieser Lésung wurde
dann unter Kontrastausgleichsbedingungen ein etwa neunfacher UberschuR an
teildeuteriertem, unsichtbarem GroES gegeben. Beim Zerfal des urspringlichen
Komplexes ist die Neubildung von Komplexen aus protoniertem GroEL und
teildeuteriertem GroES zu erwarten. Eine zeitaufgel 0ste Beobachtung des Zerfalls liefert
dann Informationen Uber die off-rate der Komplexe.
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Der Austausch der Co-Chaperonine gelang: sowohl die Nullwinkelstreuung a's auch die
Streumassenradien gehen nach Zugabe des telldeuterierten GroES zurtick. In einem
Kontrollexperiment wurde gezeigt, dal sich tatsachlich nach dem Zerfall neue Komplexe
bilden: bei einer Messung der Proben in 80% D,O haben die Streuldngen von
protoniertem GroEL und — jetzt sichtbarem - teildeuterierten GroES unterschiedliche
V orzeichen. Nachdem die beiden Proteine Komplexe formen, ergeben sich fur die grofen
Abstéande in der p(r)-Funktion negative Werte. Die Daten zeigen also, dal3 das
protonierte Co-Chaperonin vom teildeuteriertem GroES verdrangt wurde.

Fur die Interpretation der zeitaufgelosten Daten erscheint die Quadratwurzel der
Nullwinkelstreuung as geeignetster Parameter, well sie direkt mit der Streuldnge und
somit der ,, sichtbaren“ Masse der Komplexe gekoppelt ist.

Strenggenommen trégt auch das vom Komplex abgefallene Co-Chaperonin zu den
Streukurven bel, in der Praxis kann sein Signal aber vernachlassigt werden, wie folgende
Rechnung zeigt:

Bullet-Komplexen aus GroEL (MW=800kDa)und GroES (MW=70kDa) haben ein
Molekulargewicht von 870kDa. Vernachlassigt man GroES, haben also
Nullwinkelstreuung zu Beginn des Versuches und im Gleichgewicht ein Verhaltnis von
870/800, die Differenz betragt 8.75%.

Berticksichtigt man GroES, ergibt sich ein Verhaltnis von

/8707 /4/800° + 707 , dies entspricht etwa 870/803, die Differenz betragt also 8.34%.

Bedeutung der gemessenen Dissoz ationsr aten:

Der zeitabhangige Riickgang von /I (0) IRt sich firr die Daten aller vier Versuche mit
zwel Exponentiafunktionen fitten. Die Komplexe haben Halbwertszeiten in der
GrofRenordnung von Stunden, was mit den Ergebnissen von Oberflachenplasmonen-
resonanz-Experimenten Ubereinstimmt (Hayer-Hartl, 1995).

Bel den mit verschiedenen Kontrasten gemessenen Daten fallt zunachst auf, dal3 sowohl
GroEL-GroES-Komplexe as auch GroEL-GP31-Komplexe in 99% D,0O etwas langsamer

zerfallen asin 80% D,O. Hier mul3 es sich um einen Isotopeneffekt des Puffers handeln:
es ist u.a vorgeschlagen worden, daf3 D,O hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert

(Kushner); damit konnte der Zerfall der Komplexe abgebremst werden.

Vergleicht man die jewells analogen Daten der Komplexe von GroEL mit GroES und mit
GP31, erkennt man, dal3 in alen Félen die Dissoziationsraten der GroEL-GP31-
Komplexe niedriger sind, als die von GroEL-GroES-Komplexen. Der GroEL-GP31-
Komplex zerfdllt also langsamer als sein Analogon mit GroES. Fur Daten der
»langsamen® Reaktion — bel der mehr Punkte mit langeren Mel3zeiten vorliegen — ist
dieser Unterschied deutlich auf3erhalb der Fehlergrenzen. Der Unterschied der
Dissoziationsraten der ,, schnellen” Reaktion ist am Rand der statistischen Relevanz. Da
die Messungen in beiden Kontrasten dieselbe Tendenz zeigen, kann jedoch mit
beachtlicher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dal auch hier eine hohere
Stabilitét der Komplexe mit GP31 vorliegt.

Es stellt sich die Frage, warum der Zerfall nicht monoexponentiell ist. Zwel Grinde daftr
sind denkbar:



Die naheliegendste Erklarung wére das Auftreten von 2zwel verschiedenen
Komplexpopulationen in der Probe. Man konnte sich beispielsweise vorstellen, dal3 ein
Teil der Komplexe nur den cis-Ring von GroEL mit ADP besetzt hat, eine anderer Teil
aber beide Ringe. Jede der beiden Populationen wére dann fir jeweils eine der
Exponentialfunktionen verantwortlich.

Nach einem zweiten Erklarungsmodell ist der beobachtete Effekt durch den mit dem
Faktor sechs relativ kleinen Uberschul des teildeuterierten GroES verursacht. Zu Beginn
der Reaktion ist das gesamte protonierte Co-Chaperonin an GroEL gebunden, es wird
ausschliefdich durch teildeuriertes GroES verdréngt. Zu diesem Zeitpunkt kann die
wirkliche Dissoziationsrate des Komplexes beobachtet werden. Spéter ist in der Lésung
auch freies, bereits von GroEL abgefallenes protoniertes Co-Chaperonin. Dieses
konkurriert jetzt mit dem teildeuteriertem GroES um die Wiederbesetzung freier GroES-
Bindungspldtze. Diese RUckreaktion  wird damit scheinbar verlangsamt. Eine
mathematische Uberprifung dieser Hypothese erwies sich jedoch al's sehr schwierig.

Bedeutung der unter schiedlichen Dissoz ationsraten von GroES und GP31

Biologisch interessanter ware nattirlich eine Untersuchung von ATP-Bullet-Komplexen,
bei denen eine wesentlich hohere Dissoziationsrate zu erwarten ist (Hayer-Hartl et al.,
1995). Wegen der schnellen Hydrolyse von ATP ist eine solche Versuchsreihe jedoch
nicht moglich.

Wir gehen jedoch davon aus, da? wenn GroEL-GP31-ADP-Komplexe eine niedrigere
Dissoziationsrate haben als ihre Analoge mit GroES, diese Tendenz auch fur Komplexe
mit anderen Nukleotiden gilt; Grundlage der Bindung sind schliefdich in jedem Fall
Wechselwirkungen zwischen denselben Regionen von GroEL und Co-Chaperonin.

Welche Bedeutung haben die unterschiedlichen Dissoziationsraten des E. coli-Co-
Chaperonins GroES und seines Phagenanalogen GP31 fir den Chaperonin-
Reaktionszyklus? Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, hat ein GroEL-GP31-Komplex
einen groReren Hohlraum (Anfinsen cage) zur Faltung von Substratprotein, als der
»normale” GroEL-GroES-Komplex (siehe Kapitel 2.1.4). Dies durfte den notwendigen
Platz for die Faltung des relativ grofRen Phagenproteins Gp23 schaffen. GP31 hat
deswegen eine unterschiedlich Struktur der ,mobile loops‘, was die Anderung des
Bindungsverhaltens bedingen konnte. Es ist nicht auszuschliefen, dal3 die
unterschiedlichen  Dissoziationsraten  ein funktionsloser ~ Nebeneffekt  der
Strukturunterschiede zwischen den ,, mobile loops* sind.

Mit derselben Legitimation kann man sich aber auch eine biologische Bedeutung der
unterschiedlichen Dissoziationsraten vorstellen. Bei einer stabileren Bindung des Co-
Chaperonins erhdht sich die Verwelldauer von Gp23 im Anfinsen cage. Da dieses
Substratprotein relativ grof3 ist, dirfte es eher komplizierte Faltungswege besitzen. Die
Zeit zum Erreichen des nativen Zustands durfte deshalb lénger dauern. Ist GP23 langer
im Chaperonin-Komplex eingeschlossen, verringert sich die Wahrscheinlichkeit, daf? ein
noch nicht vollstandig gefaltetes Protein mit anderen ungefalteten Proteinen in der Zelle
Aggregate bildet.
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2.2.2. schnelle Kinetiken mit Hilfe der stopped-flow-Technik

Der GroE Reaktionszyklus hat nach heutigem Kenntnisstand eine Dauer von der
GroRenordnung 20s. Zur direkten Beobachtung der Einzelschritte werden also Methoden
mit einer Auflésung mindestens im Sekundenbereich bendtigt.

Mit der Rontgenkleinwinkelstreuung konnen Daten Uber die Losungsstruktur von
Proteinen mit einer Zeitaufldsung von weniger as einer Sekunde gewonnen werden (an
GroEL/GroES wurden solche Untersuchungen von Manfred Rofdle durchgefihrt: Roldle
et a., 2000, J. Appl. Crys., Ro3le, 2001). Wenn mehr als zwel Strukturen gleichzeitig
auftreten, ist der Informationsgehalt der Daten alerdings beschrankt, da verschiedene
Mischungen von Strukturen und Komplexen zu sehr dhnlichen Streukurven fihren
konnen.

Gerade bei kinetischen Messungen ist prinzipiell die Méglichkeit der Neutronenstreuung,
bestimmte Teile von Komplexen hervorzuheben oder unsichtbar zu machen, von Vortell.
Ein Beispied hierfir ist der GroEL-GroES-Football-Komplex, der nach bestimmten
Modellen a s transiente Struktur entstehen sollte: wenn ein solcher Komplex nur mit einer

Teilpopulation von GroEL gebildet wird, wirde er in Rontgendaten untergehen, mit
Neutronen ist er nachweisbar.

Da sich in kinetischen Experimenten definitionsgemal3 die Streukurve mit der Zeit éandert,
wére es nicht schwierig, ein Spektrum aus den Daten mehrerer Detektorabstande
zusammenzusetzen. Das SANS-Diffraktometer D22 am ILL ermdglicht Messungen mit
einem weiten g-Bereich und hat weltweit den hochsten Neutronenflul3. Daher war es das
Instrument der Wahl fir alle kinetischen Messungen.

In unseren Experimenten wurden die Reaktionen durch Mischung von zwel Lésungen in
"stopped-flow"-Apparaturen gestartet (siehe Material und Methoden, Kapitel 4.3,). Diese
Geréte erlauben es, definierte Voluminain einer definierten Zeit mit Hilfe von zwei oder
mehreren Spritzen zu mischen. Von der Mischzelle aus wird die Probe in die Kivette
gespritzt, in der sie bis zum Ende der jeweiligen Messung stehen bleibt. Um die Statistik
zu verbessern, wurden alle Messungen jewells zehn Mal wiederholt.

Zuné&chst wurden Versuche zur Mischung von protoniertem GroEL mit protoniertem
GroES unternommen. Dies erlaubte die Apparaturen und das Zusammenspiel zwischen
den Elektroniksystemen von D22 und der stopped-flow-Apparaturen zu testen. Die
Darstellung von einzelnen und aufsummierten Streukurven zeigt zundchst, dal3 bereits
Messungen im Sekundenbereich am System GroE deutliche Strukturinformationen
enthalten (Abb. 2.25).
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Abb. 2.25: Streukurven von protoniertem GroEL und protoniertem GroES mit ADP in Do,O-Puffer, Daten

vor Abzug des Untergrunds, zur Deutlichkeit um einen willkirlich gewéahlten Faktor verschoben
rot: eine Messung von 1.1s, blau 8x1.1s

Leider gelang es nicht, reproduzierbare SANS-Kurven mit zeitabhangigen Anderungen
im Sekundenbereich aufzunehmen. Dies lag zum einen daran, da3 enige der
untersuchten Reaktionen mdglicherweise doch schneller sind als erhofft, und die Proben
bereits in der experimentellen Totzeit ihr Gleichgewicht erreichten. Auf3erdem ergaben
sich grolere Schwierigkeiten mit den Mischapparaturen als erwartet. Vor alen der
schnelle Ubergang der Proteinlésung von einem Schlauch mit einem Querschnitt von
1mm in eine Kivette mit einem rechteckigen Querschnitt von 1mm x 9mm erwies sich
als Quelle von Problemen.

Eine Betrachtung der Daten der langsamen Kinetiken erlaubt jedoch eine weitere
Abschétzung des Potentials zeitaufgel 0ster SANS-Experimente.
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Abb. 2.26: protoniertes GroEL mit protoniertem GroES mit ADP in D,O-Puffer nach Zugabe von
sechsfachen Uberschul? von teildeuteriertem, unsichtbarem GroES, Konzentration 10mg/ml, Volumen im
Strahl: 154 pl

Diein Abb. 2.26 gezeigten Daten resultieren aus der Beobachtung einer Probe aus GroEL
und GroES in D,O-Puffer. Die ersten Mef3punkte wurden mit einem Abstand von 120 s
aufgenommen. Wie man erkennt, kann dabel die Quadratwurzel von 1(0), also das
Molekulargewicht des beobachteten Komplexes mit einer Genauigkeit von etwa 0.25%
bestimmt werden. Die Differenz zwischen der Masse von GroEL und GroEL-GroES-
Bullet-Komplex betragt etwa 8%. Geht man davon aus, dal3 die Statistik durch eine 10-
fache Wiederholung des Experiments und eine Aufsummierung dieser Daten verbessert
werden kann, erscheint eine Beobachtung der Komplexbildung von GroEL und GroES
im Sekundenbereich méglich.
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Diskussion:

Der im Vergleich zu Synchrotrons geringe Flu3 von Neutronenquellen kann bel
statischen Messungen durch eine langere Mel3zeit ausgeglichen werden. Bei kinetischen
Messungen ist dies naturgemal? nicht moglich, die Statistik der Ergebnisse wird also
immer um mehrere Grofdenordnungen schlechter bleiben. Dennoch bietet die
Neutronenstreuung Vorteile, die sie fir bestimmte Versuche interessant erscheinen |1&03t,
speziell die Moglichkeit der Kontrastvariation und das Fehlen eines Strahlenschadens. Im
Gegensatz zu Rontgenmessungen kann auch die Nullwinkelstreuung sauber bestimmt
werden, weil keine Detektorartefakte auftreten.

Auch wenn bei keiner der wahrend dieser Arbeit durchgeftihrten SANS-Messungen im
Sekundenbereich relevante Ergebnisse zum System GroE gewonnen wurden, konnte
gezeigt werden, da® die Methode von ihrer Datenqualitdt her grundsétzlich fur
zeitaufgel6ste Messungen an Proteinkomplexen einer mit GroE vergleichbaren GrofRle
geeignet ist.

59



2.3. statische Versuche am Ther mosom

2.3.1. Konfor mationsdnder ungen zwischen offener und geschlossener Struktur

Kristallstruktur versus EM-Struktur
(Gutsche et a., 2000, Current Biology)

In EM-Aufnahmen zeigt das Thermosom ahnlich wie GroEL eine zylinderartige Struktur
aus zwel Ringen (siehe Kapitel 1.1.3). Es hat ebenfalls offene Hohlr&ume an beiden
Enden, die vermutlich Substratprotein aufnehmen konnen. In der Rontgenkristallstruktur
dagegen sind die Hohlraume durch eine andere Anordnung der apikalen Domanen
geschlossen.

Als Erklérung fur diese Diskrepanz wurde ein Nukleotideffekt vorgeschlagen: in den
Thermosom-Kristallen bindet das Protein ADP-AIF;. Diese Verbindung wird als
Analogon einer Ubergangsstruktur von ATP wéhrend seiner Hydrolyse betrachtet.
Moglicherweise tréte also im Kristall die ATP-Konformation auf.

Ein anderes Erklarungsmodell fur die beobachteten Strukturunterschiede erschien jedoch
genauso plausibel: im Kristall ist das Protein Wechselwirkungen mit seinen Nachbarn
ausgesetzt und befindet sich in einer nicht-physiologischen Pufferumgebung. Fir die EM
wiederum mufd eine Proteinlosung eingefroren werden. Aus diesem Grund wurde die

Kleinwinkelstreuung unter L6sungsbedingungen benutzt, um diese und andere offene
Fragen zur Struktur des Thermosoms zu untersuchen.

Welchen Beitrag kann die Kleinwinkelstreuung zur Aufkléarung der Ldsungsstruktur des
Thermosoms leisten? In der geschlossenen Konformation treten im Mittel kirzere
Absténde auf as in der offenen. Dies muld sich auf der Ebene der Streukurve in einer
Verschiebung charakteristischer Minima und Maxima zu hoheren g-Werten hin
auswirken. Um mehr als diese allgemeine Aussage machen zu konnen, wurden auf der
Basis der Kristallstruktur und eines auf EM-Aufnahmen beruhenden Modells theoretische
Streukurven und p(r)-Funktionen errechnet (Manfred Rofle mit Hilfe Lars-Oliver Essen,
siehe Modellkurven in Abb. 2.27). Die Modellkurven zeigen in der Tat deutliche
Unterschiede, auf3erhalb der tiblichen Fehlergrenzen experimenteller Daten.

Zusdtzlich zu vollstandig offenen oder geschlossenen Strukturen existiert auch eine
Konformation, bei der ein Ring offen und ein Ring geschlossen ist. EM-Bilder zeigen,
dal3 sich die beiden Hélften der asymmetrischen Struktur stark von den entsprechenden
Héaften der symmetrischen  Strukturen  unterscheiden (Schoen et d,
JMB 296); zur korrekten Modellierung ist es also nicht ausreichend, jeweils einen Ring
aus offener und geschlossener Konformation zu kombinieren. Da die Qualitdt der
Elektronendichtekarten nicht ausreicht, um glaubwirdige Modellkurven fir den
Vergleich mit SANS-Daten aufzustellen, wird im folgenden auf die Darstellung der
asymmetrischen Konformation verzichtet.

Zweidimensionale EM-Aufnahmen von Gutsche et a. (FEBS) im Anschlul3 an SANS-
Arbeiten ergaben sogar vier Konformationen in Abhangigkeit von den Nukleotiden im
Puffer. Da das Protein dabel nur in der Aufsicht erscheint, enthalten die entsprechenden
EM-Bilder jedoch nicht genligend Strukturinformation fur eine Modellierung von
Streukurven.
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Messungen von Apo-ap-Thermosom in einem physiologischen Puffer ergaben eine
offene Struktur Uber einen Temperaturbereich von 10°C bis hin zur fir Thermoplasma
acidophilum physiologischen Temperatur von 55°C. In einem Puffer ohne Nukleotid,
aber mit dem im Kristallisationspuffer verwendeten (NH,) ,SO, dagegen wurde eine im
Vergleich zum physiologischen Puffer wesentlich geschlossenere Form beobachtet
(man beachte in den Streukurven von Abb. 2.27 die Nebenmaxima bei 0.07A-1, und in
den p(r)-Funktionen von Abb. 2.28 die Maxima). Hierbei musste im Gegensatz zu den
vorherigen Messungen H,O statt D,O fur den Puffer verwendet werden, da das Protein
im D,O-Puffer stark aggregierte. In Kontrollversuchen mit Na,SO, und NH,Cl konnte
gezeigt werden, dald das SO,-lon fur die SchlieBung verantwortlich ist. Spéter
durchgefuhrte Versuche mit ADP-AIF, in einem Puffer ohne NH,SO, zeigte, dal3 ADP-
AIlF alleine keine Schlief3ung von Thermosom induziert. (Wie im Fall von BeF (Kapitel
2.1.4) entstehen bei der Mischung von Al- und F-Salzen verschiedene Formen von
Verbindungen, die Komplexe mit ADP bilden. DA nicht nachgewiesen wurde, in welcher
Verteilung diese Verbindungen auftreten, werden sie hier al's ADP-AIF, bezeichnet.)
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Abb. 2.27: experimentelle Streukurven von a3-Thermosom und Modellkurven, 20°C
rot: (NH,),SO,-Puffer (H,O) ohne Nukleotid, grin: physiologischer Puffer (D,O) ohne Nukleotid
schwarz: Modell offen, blau: Modell geschlossen

Aus Griinden der besseren Darstellung bel groRem g wurde der Untergrund nicht vollsténdig von den
experimentellen Kurven abgezogen; zu den Modellkurven wurde eine Konstante addiert.
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Abb. 2.28: experimentelle p(r)-Funktionen von ap-Thermosom und Modellkurven 20°C
rot: NH,SO ,-Puffer ohne Nukleotid, grin: physiologischer Puffer ohne Nukleotid schwarz: Modell offen,
blau: Modell geschlossen
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Nukleotidabhéngigkeit der Konformation bei af3-Thermosom
(Gutsche et a., 2000, Current Biology)

In weiteren Messungen wurde untersucht, ob nicht nur Salze, wie in der Kristallstruktur,
sondern auch Nukleotide eine Auswirkung auf die der Konformation haben.

Nukleotid Puffer | Konformation

keines D,O offen

ATP D,O offen

ADP-AIF  |D,0 | offen

ADP,2M P, | H,O | geschlossen

ADP D,O offen
2M P, D,0O offen
Tabelle 2.3:

Konformation von of3-Thermosom mit verschiedenen Nukleotiden bei 20°C
Auf die Darstellung von Streukurven wurde hier verzichtet, da diese im Rahmen der Fehler mit denen aus
Abb. 2.27 praktisch identisch sind. Die Schlief3ung von ADP-P.-Thermosom ist allerdings etwas weniger

ausgepragt a's bei der Messung mit NH,SO ,-Puffer. Dies weist darauf hin, daf3 in der Probe eine Mischung

vorliegen konnte, bei der die geschlossene Konformation zwar dominiert, aber auch noch andere
Konformationen zum Signal beitragen.

Wie man aus Tabelle 2.3 entnehmen kann, tritt — im Gegensatz zu GroEL — erst bei der
Spaltung von ATP eine Schliefdung auf. Einigen Messungen zeigten — allerdings mit
Datenunterschieden am Rand der Fehlergrenzen — eine etwas weitere Offnung von ATP-
Thermosom und AMP-PNP-Thermosom a's von Apo-Thermosom und ADP-Thermosom.
Dieser Eindruck wurde zwar von den zweidimensionalen EM-Aufnahmen bestétigt,
konnte aber in spateren Messungen nicht mehr reproduziert werden.

Bel zahlreichen Experimenten mit Thermosom trat leichte Aggregation auf, die sich in
einem Anstieg der Streukurven zu niedrigem g hin und in leichten Schultern der p(r)-
Funktionen bei groRen Abstéanden zeigten. Das Minimum der Streukurve bei 0.05A-1
sowie das darauffolgende Nebenmaximum waren davon jedoch nicht betroffen, der
vordere und der mittlere Teil der p(r)-Funktionen ebenfalls nicht. Da teilweise fir die
indirekte Fouriertransformation die Punkte der Streukurve bel kleinem q nicht
berticksichtigt wurden enthalten die Werte fur die hohen Absténde der p(r)-Funktionen
(etwa das letzte Viertel) nur noch sehr wenig echte Information. Aufgrund dieser
Problematik erscheint eine Berechnung von Gyrationsradien Gber Guinierplots oder Uber
die p(r)-Funktionen fir Thermosom nicht sinnvoll.



Temperatur- und Nukleotidabhéngigkeit der Konformation bei aa- und
of-Thermosom

(Gutsche et al., 2001)

Unter den von Trent et al. beschriebenen Bedingungen (Inkubation bei 55°C mit Mg und
ATP) konnten zwar keine Filamente oder Aggregate beobachtet werden, aber
Uberraschenderweise Thermosom in geschlossener Konformation. Dies veranlasste uns,
die Konformation des Proteins in Abhangigkeit von Mg-Konzentration und Temperatur

ZU untersuchen.

Die Ergebnisse der Messungen kann man Tabelle 2.4 entnehmen.

aa,10 mM Mg, 25°C 0 af, 10mM Mg, 25°C 0
aa, 25 mM Mg, 25°C 0 ap, 25mM Mg, 25°C 0
aa, 40 mM Mg, 25°C 0 af, 40mM Mg, 25°C 0
aa, 10 mM Mg, 50°C 0] af, 10mM Mg, 50°C 0]
aa, 25 mM Mg, 50°C 0 af, 25mM Mg, 50°C 0
aa, 40 mM Mg, 50°C 0] af, 40mM Mg, 50°C 0]
aa, 10 mM Mg, 5mM AMP-PNP, 25°C 0 of, 10 mM Mg, 5 mM AMP-PNP, 25°C | o
aa, 25 mM Mg, 20mM AMP-PNP, 25°C | o af, 25 mM Mg, 20 mM AMP-PNP, 25°C | o
00,40 mM Mg, 35 mM AMP-PNP, 25°C | o of, 40 mM Mg, 35 mM AMP-PNP, 25°C | o
aa, 10 mM Mg, 5 mM AMP-PNP, 50°C | g of, 10 mM Mg, 5 mM AMP-PNP, 50°C | g
aa, 25 mM Mg, 20 mM AMP-PNP, 50°C | g af, 25 mM Mg, 20 MM AMP-PNP, 50°C | g
aa, 40 mM Mg, 35 mM AMP-PNP, 50°C | g of, 40 mM Mg, 35 mM AMP-PNP, 50°C | g
aa, 10 mM Mg, 5mM ATP, 25°C o] af, 10 mM Mg, mM 5 ATP, 25°C o)
aa, 25 mM Mg, 20 mM ATP, 25°C 0 ap, 25 mM Mg, mM 20 ATP, 25°C 0
aa, 40 mM Mg, 35 mM ATP, 25°C o] af, 40 mM Mg, mM ATP, 25°C o)
aa, 10 mM Mg, 5mM ATP, 50°C g af, 10 mM Mg, 5mM ATP, 50°C g
aa, 25 mM Mg, 20 mM ATP, 50°C g apB, 25 mM Mg, 20 mM ATP, 50°C g
aa, 40 mM Mg, 35 mM ATP, 50°C g af, 40 mM Mg, 35 mM ATP, 50°C g
aa, 40 mM Mg, 35 mM ADP, 50°C 0 af3, 40 mM Mg, 35 mM ADP, 50°C 0

Tabelle 2.4:

Konformation von Thermosom aa und aff in D,O-Puffer bei verschiedenen Bedingungen, o: offen, g:
geschlossen (Aus technischen Griinden wurden die Proben bei 50°C statt bei 55°C gemessen.)

Innerhalb dieser Daten kann weder eine Abhangigkeit von der Magnesium-K onzentration
noch ein Unterschied zwischen aa und a3 beobachtet werden. Bei den Proben mit ATP
konnte eine Temperaturabhangigkeit gezeigt und reproduziert werden, das Protein ist bei
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25°C offen und bei 50°C geschlossen (Abb. 2.29 und 2.30, man beachte vor allem das
Maximum bei 0.07A-1). Dieser Ubergang tritt sowohl beim Erwérmen als auch beim
Abkuhlen der Probe auf. Auch beim nicht hydrolysierbaren ATP-Analogon AMP-PNP ist
dieser Effekt zu beobachten, er ist also unabhangig von der ATP-Hydrolyse.

I(g)/a.u.

0.1 |

0.01 |

q/A™

Abb. 2.29: ap-Thermosom mit 25mM Mg C ohne Nukleotid und mit ATP bei 25°C und 50°C in D,O-
Puffer

schwarz: 25°, ohne Nukleotid blau: 55°, ohne Nukleotid rot: 25°, 20mM ATP griin: 55°, 20mM ATP
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Abb. 2.30: af-Thermosom mit 25mM Mg und 20mM ATP bei 25°C und 50°C in D,O-Puffer

rot: 25° gruin: 55° schwarz: Modell geschlossen blau: Modell offen
Aus Grinden der besseren Darstellung bei groffem q wurde der Puffer nicht vollstdndig von den

experimentellen Kurven abgezogen, zu den Maodellkurven wurde eine Konstante addiert.

Unter denselben Bedingungen wurde eine Serie von Proben mit aa-Thermosom
gemessen. Dabel konnte kein Unterschied im Vergleich zu af3-Thermosom festgestellt
werden.

Fur den Puffer mit hoher Phosphatkonzentration konnte jedoch einer der Vergleiche nicht
durchgefuhrt werden: aa-Thermosom mit ADP aggregierte, auch in H,O-Puffer und
Anwesenheit von Reagentien, die fir die bekanntermal3en Proteinaggregation verhindern
(z.B. Glucose oder Imidazol).
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Diskussion:
Kristallstruktur versus EM-Struktur

Ausgangspunkt der Experimente war die Diskrepanz zwischen der geschlossenen
Kristallstruktur und den in der Elektronenmikroskopie beobachteten offenen
Konformationen des Thermosoms. Wir konnten zeigen, dai3 die Schliefdung des Proteins
im Kristall nicht wie vorgeschlagen durch ADP-AIF,, einem Anaogon des ATP-

Hydrolysezustandes bedingt ist. Der Grund fur die Schlief3ung des Chaperonins sind die
SO,-lonen im Kristallisationspuffer; in einem , physiologischen“ Puffer mit ADP-AIF,
bleibt das Thermosom offen. Dies zeigt die Wichtigkeit von Ldsungsstreuung trotz ihrer
geringen Auflosung, da die Kleinwinkelstreuung als einzige Methode erlaubt, die
Struktur groféer Moleklle in Puffern mit beliebigen Salzquantitéten und —qualitdten zu
untersuchen. Man kann natirlich nur eingeschrénkt von einem physiologischen Puffer
sprechen, da es sehr schwierig ist, Salzkonzentrationen und pH in vivo zu ermitteln, und
dain der Zelle eine hohe Konzentration anderer Molekdle, vor alem von Proteinen und
Lipiden vorhanden ist.

Nukleotidabhéngigkeit der Konformation bei a3-Thermosom

Mit Experimenten zur Nukleotidabhangigkeit der Konformation von Thermosom konnte
im physiologischen Puffer eine weitere Bedingung mit geschlossener Konformation
gefunden werden, und zwar wenn der Puffer ADP und eine hohe Konzentration von
Phosphat (2M) enthélt. Es kann angenommen werden, dal3 unter diesen Bedingungen an
der Nukleotidbindungsstelle des Proteins statt des dritten kovalent gebundenen Phosphats
ein freies Phosphation sitzt und damit die Konformation dem Zustand unmittelbar nach
der Spaltung von ATP entspricht. Dies erlaubte uns, ein strukturelles Modell fir den
ATPase-Zyklus von Thermosom vorzuschlagen, bei dem im Unterschied zu GroEL die
Schliefdung des Chaperonins nach der Spaltung von ATP eintritt (siehe allerdings die
Modifikation im nachsten Kapitel).

Auf der Basis dieser Beobachtungen konnte Frau Irina Gutsche Puffer- und
Nukleotidbedingungen fur EM-Untersuchungen auswahlen die mittlerweile den ATPase-
Zyklus mit groRerer Auflosung darstellen (Gutsche et a., 2000, FEBS). Dies zeigt ein
weiteres Potential der Kleinwinkelstreuung: da grobe strukturelle Daten in kurzer Zeit
gewonnen werden konnen, erlaubt dies eine Vorauswahl fir die mit hohem
Arbeitsaufwand bel der Bildverarbeitung verbundene Elektronenmikroskopie .

Nukleotidabhéngigkeit der Konformation bei a3-Thermosom

Eine Versuchsrethe mit einer Serie verschiedener Nukleotidbedingungen und
Temperaturen, erlaubte nicht, wie urspriinglich erwartet, einen Unterschied in der
Nukleotidabhangigkeit der Konformationen von aa- und af-Thermosom zu zeigen.
Dafr wurde eine Temperaturabhéngigkeit der Konformation gefunden:

ATP-Thermosom zeigt bei 25°C eine offene, bei 50°C aber eine geschlossene Struktur.
Diesen Ergebnissen zufolge dhnelt der strukturelle ATPase-Zyklus von Thermosom bel
physiologischer Temperatur dem GroE-Zyklus: bei GroEL fuhrt die Bindung von ATP
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zur Bildung eines Komplexes mit GroES und damit zu einer geschlossenen Struktur, die
den Einschluf3 eines Substratproteins erlaubt. Bindet ATP bei hohen Temperaturen an das
Thermosom, schlief% sich ebenfalls der Innenraum des Hohlzylinders, allerdings nicht
durch die Bindung eines Co-Chaperonins, sondern durch starke Bewegungen der
apikalen Domanen des Proteins.

Bel 25°C zeigt Thermosom jedoch immer noch eine, wenn auch geringere, ATPase-
Aktivitét (personliche Mitteilung, |. Gutsche). Fur den Zusammenhang mit der
Konformation bieten sich zwel Erkl&rungen an. Einerseits ist ein Unterschied der
Reaktionszyklen in Abhangigkeit von der Temperatur denkbar. Zum anderen ist es
denkbar, dal3 zwei ATP-Thermosom-Konformationen, mit temperaturabhangigem
Gleichgewicht paralel existieren. Im Reaktionszyklus wirden jeweils zunéchst die
geschlossene und dann die offene Konformation durchlaufen. Bei den
Gleichgewichtsmessungen konnte die jeweils Uberwiegende Struktur das Signal
bestimmen.

Unsere Ergebnisse zeigen auch allgemein, dal3 es grundsétzlich wichtig ist, die Struktur
von Thermophilen-Proteinen bei physiologischer Temperatur zu untersuchen. Wenn
ahnliche temperaturabhangige Konformationsdnderungen von Thermophilen in der Regel
nicht diskutiert werden, dirfte dies jedoch kaum am seltenen Auftreten dieses Phéanomens
liegen. Wahrscheinlicher ist, dal3 diese Eigenschaft von Proteinen nicht entdeckt wird,
weil die Standardmethoden nicht fir Messungen bei hoher Temperatur geeignet sind —
das Einfrieren von Protein ausgehend von hohen Temperaturen, ohne das Protein dabei
zu veréndern ist ungleich schwieriger, als Losungsstreuung, wenn nicht unmoglich.
Vermutlich aus diesem Grund wurde bisher keine Reproduktion der SANS-Ergebnisse
mit EM veroffentlicht.

Ausgehend von den hier geschilderten Ergebnissen bieten sich eine Rethe weiterer
Experimente an:

Die Energiebarriere zwischen offener und geschlossener Konformation konnte mit
»temperature-jump”-Versuchen bestimmt werden. Die Messung des Strukturiibergangs in
Abhangigkeit von der Temperatur in Kombination mit Aktivitdtsmessungen wirde
kléren, inwieweit eine Korrelation zwischen der Struktur und der enzymatischen
Aktivitét besteht. Gleichzeitig konnte dabel anhand der Form des Nebenminimums in der
Streukurve bestimmt werden, ob sich bel diesem Ubergang langsam das
Mischungsverhdltnis andert, oder ob bei einer charakteristischen Temperatur eine
schnelle Konformationsanderung eintritt.

2.3.2. Aggregationseffektein L ésung
(Gutsche et a., 2001)

Bei Dialyse von Thermosom gegen einen NH,SO,-D,O-Puffer oder bei Mischung mit
diesem Puffer ergaben sich milchig-tribe Losungen. Es hatten sich also Strukturen
gebildet, die mindestens so grof3 sind wie die Wellenldnge des sichtbaren Lichts, also
mehrere Tausend Angstrém. Die Streukurven dieser Lésungen zeigen bei niedrigem g ein
fir Aggregate typisches Verhalten. Minimum und Nebenmaximum bei 0.03A-1 weisen
jedoch auf eine lokale Ordnung bel kirzeren Abstanden hin. Diese Aggregate wurden
gpéter auch bel anderen Pufferbedingungen gefunden. Im Fall von aa-Thermosom mit
ADP und 1M Phosphat verhinderten sie die Untersuchung der Proteinkonformation.
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Es sellte sich zum einen die Frage, ob diese Strukturen einem Anfang von
Kristallbildung entsprechen, dessen Untersuchung u.U. zum allgemeinen Verstandnis der
Kristallisation beitragen konnte. Zum anderen lag ein Vergleich mit den in mehreren
elektronenmikroskopischen Arbeiten (Trent, 1997, 1998, Yaoi) beschriebenen
Thermosomfilamenten nahe.

Die beobachteten Streukurven konnen mit Filamenten nicht befriedigend modelliert
werden, Netzwerke aus Filamenten fihrten nicht zum Erfolg.

Ringe aus mehreren Thermosomen sind bessere Modelle fir Absténde bis etwa 500A
(Abb. 2.31, 2.32). Auch wenn es noch deutliche Diskrepanzen zwischen diesen
Modellkurven und den experimentellen Daten gibt, verzichteten wir auf Versuche einer
genaueren Modellierung: zum einen ist keine homodisperse Verteilung von Molekilen in
der LOsung zu erwarten, zum anderen wére der Aufwand zu Modellierung von
Netzwerken sehr hoch. Ringstrukturen und Netzwerkstrukturen wurden auch mit EM
beobachtet, allerdings waren sie nicht reproduzierbar und traten auch unter Bedingungen
auf, bei denen sie mit SANS nicht gefunden werden konnten.

Eine Anndherung an die experimentellen Daten gelang ebenfals mit Modellen von
Minikristallen aus zwei Proteinschichten. In diesem Fall mufdte das Maximum in den

Streukurven bei 0.037 A-1 als Bragg-Peak interpretiert werden.

Gegen eine in vivo-Existenz der beobachteten Strukturen spricht auch als weiteres
Argument ein Experiment, in dem sich die bel 25°C beobachteten Aggregate bei hdheren

Temperaturen auflosten. Nach einer erneuten Abklhlung der Probe bildeten sich wieder
Aggregate. Trotz einer guten Temperaturkontrolle war dieses Experiment jedoch nicht

reproduzierbar.

70



0.1 | _
G 0.01 | _
0.001 | NS _
i [ ]
00001 L L L L L L 1 1 L 1 1 1 " A
0 0.05 0.1 0.15 0.2

qgA*

Abb. 2.31: aa-Thermosom-Aggregate, Modelle und experimentelle Daten
rot: (NH,),SO,- H,0O-Puffer, schwarz: AMP-PNP, 1M Phosphat, H,O-Puffer

grin:  lineares Filament, violett: Ring aus acht Einheiten, blau: Minikristal aus zwel
Schichten (genauer: 3x3x2)
Die Kurven sind willkdrlich auf ein gleiches 1(0) normiert.
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Abb. 2.32: aa-Thermosom-Aggregate, Modelle und experimentelle Daten
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rot: experiment, : (NH,),SO,- H,0O-Puffer, schwarz: AMP-PNP, 1M Phosphat, H,O-Puffer
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Die Kurven sind willkirlich auf die Hohe des Maximums normiert.
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Diskussion:

Unseren experimentellen Daten und Modellrechnungen zufolge kann die Anordnung von
Thermosom zu linearen Filamenten ausgeschlossen werden. Zudem scheint die hohe
physiologische Temperatur von Thermoplasma acidophilum Thermosomstrukturen
hoherer Ordnung eher zu destabilisieren. Die Hypothese, das Protein kénnte am Aufbau
des Cytoskeletts beteiligt sein, muf3 deshalb als widerlegt betrachtet werden. Vermutlich
sind die beobachteten Strukturen ein Salzartefakt der Elektronenmikroskopie, wie es
schon bei GroEL aufgetreten ist (Harris et al.). Inwieweit die Aggregate aus
Minikristallen, Ringstrukturen oder Gemischen daraus bestehen, konnte letztendlich nicht
geklart werden. Da weder Ringe noch Minikristalle biologisch relevant sind, wurde die
weitere Untersuchung dieser Fragestellung nicht als prioritér betrachtet.

Die bei einer Probe beobachtete reversible Temperaturabhangigkeit der Aggregation
deutet auf sehr geringe thermodynamische und kinetische Unterschiede zwischen
gelésten und aggregiertem Thermosom hin. Vermutlich kénnen in den untersuchten
Pufferbedingungen sehr kleine Modifikationen verschiedener Parametern, wie
Salzzusammensetzung, pH und Temperatur zu Bildung oder Auflésung von Aggregaten
fUhren, wobei das Zusammenspiel dieser Parameter noch nicht verstanden ist.
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3. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der Neutronenkleinwinkelstreuung ein
Beitrag zum Verstandnis der Mechanismen von Chaperoninen geleistet. In unserer
Arbeitsgruppe wurden von Dr. Manfred Rof3e komplementdre Rontgenstreuexperimente
an GroEL durchgefuihrt. Nach Abschlul? des Projekts soll nun kritisch beleuchtet werden,
welche Vorteile und Grenzen die Kleinwinkelstreuung bei der Beantwortung offener
Fragen an diesem System hat. Es ist dabeli auch interessant zu betrachten, welche
Moglichkeiten und Starken SANS im Vergleich zu anderen Methoden hat.

Unsere SANS-Versuche an Chaperoninen lassen sich in drei Gruppen einteilen:

- statische Experimente am Thermosom (adso ohne Co-Chaperonin) ohne
Substratprotein  zur Untersuchung der Konformation in Abhangigkeit von
Pufferzusammensetzung, Temperatur und Nukleotiden

- dtatische Experimente an GroEL allein, mit Co-Chaperonin und/oder Substratprotein

- zeitaufgel 6ste Experimente an GroEL mit Co-Chaperonin oder Substratprotein

3.1. Statische Experimente ohne Co-Chaperonin oder Substratprotein

Zu Beginn des Projektes war von Frau Dr. Renata Stegmann die Nukleotidabhangigkeit
der GroEL-Struktur mit SANS untersucht worden (Stegmann, Dissertation). Die
beobachteten Anderungen der Streukurve lagen am Rand der statistischen Relevanz, eine
strukturelle Interpretation war nicht mdglich. Die Verdffentlichung von EM-Aufnahmen
(Roseman et al., Abb. 1.3) erklarte dieses Ergebnis. bei der Bindung von Nukleotiden
andert GroEL zwar seine Struktur, aber hauptsachlich durch seitliche Verdrehungen der
apikalen Doménen. Von der Kleinwinkelstreuung mit ihrer niedrigen Auflésung kann
dies praktisch nicht erfaldt werden kann. Zeitaufgel 6ste SAXS-Messungen zeigten leichte
Anderungen des Gyrationsradius von etwa 0,3A bei der ATP-Bindung. Fir SANS-
Experimente liegt dies innerhalb der Fehlergrenze, abgesehen davon wére der hohe
Aufwand, nur um eine eindimensionale Grof3e zu finden, fur statische Experimente wohl
nicht gerechtfertigt.

Im Fall des Thermosoms war schon vor Beginn der SANS-Versuche die Existenz von
zwei Konformationen mit wesentlich groferen Unterschieden bekannt (Abb. 1.7).
Aufgrund von Modellrechnungen wuf3ten wir, dal3 sich die entsprechenden Streukurven
deutlich unterscheiden wirden. Die Frage war, wann welche der Strukturen in Losung
auftritt. Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, dal3 die Konformation von
Pufferzusammensetzung, Nukleotid und Temperatur abhangen. Ein (NH,) ,SO, —Puffer,
wie er fir die Kristallisation benutzt wurde, ADP mit hohen Phosphat-K onzentrationen
sowie ATP in Kombination mit hohen Temperaturen (50°C) fihren zu einer Schlief3ung
des Thermosoms.

Diese Schliefdung zeigt sich in der Streukurve vor allem in einer deutlichen Verschiebung
des charakteristischen Nebenmaximums zu grof3eren g-Werten und einer Verschiebung
des Maximums der p(r)-Funktion zu kleineren Abstdnden. Eine Berechnung des
Streumassenradius ist weniger sinnvoll, weil viele Thermosom-Proben Anzeichen von
leichter Aggregation aufwiesen. In der Regel haben diese zwar keine Auswirkungen im
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Bereich mittlerer und hoherer g-Werte, verfalschen aber die Streukurve bei niedrigen
g-Werten, bei denen Information Uber den Streumassenradius enthalten ist. Abb. 3.1 zeigt
alsBeispiel, wiein einer Guinierauftragung die ersten Punkte der Thermosom-Streukurve
zu kleinerem g hin immer starker ansteigen. Dies ist ein Indiz fir Aggregationen in der
Probe. In diesem Fall sind die Aggregate noch nicht so stark, dal} sie die Daten
unbrauchbar machen. Die ersten Punkte der Streukurve missen jedoch bei der
Dateninterpretation und der indirekten Fouriertransformation auf3er acht gelassen werden.

: l
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Abb. 3.1: Guinierauftragung der Streukurven eines GroEl-GroES-ADP-Komplexes (rot) und von
aa-Thermosom (griin), parallel unter gleichen Bedingungen gemessen

Auf der Basis der SANS-Experimente konnte gezeigt werden, dal? die Konformation des
Thermosoms in der Kristallstruktur durch unphysiologische Salzbedingungen zustande
kommt. Zudem konnten erste Modelle fur den strukturellen Reaktionszyklus des
Chaperonins vorgeschlagen werden.
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Mit der Kleinwinkelstreuung kann eine grof3e Zahl verschiedener Pufferbedingungen in
kurzer Zeit getestet werden. Dies erlaubte es erfolgversprechende Bedingungen fir spéter
durchgefihrte EM-Versuche am Thermosom (1. Gutsche) auszuwahlen. Erste Ergebnisse
mit zweidimensionaler EM bestétigten mit SANS gefundene Konformationsdnderungen;
sie zeigten aber auch, dal3 bel den Bedingungen, in denen Streukurven auf offene
Konformationen hingewiesen hatten, mehrere voneinander verschiedene Strukturen
auftreten. Es mul3 also davon ausgegangen werden, dal’ das Thermosom ahnlich wie
GroEL Konformationen mit deutlichen Unterschieden besitzt, die fast identische
Streukurven ergeben. Ab-initio-Berechnungen, bel denen nur ausgehend von Streukurven
moglichst genaue Strukturvorschldge gefunden werden sollen (Svergun et al., 1991,
1996), mussen bel Berlicksichtigung solcher Beispiele as problematisch bewertet
werden: die Streukurve selbst enthdlt keine Information darliber, wieviele
Konformationen mit welchen Gewichtungen die Probe enthdlt. Auch wen eine Struktur
gefunden wird, die die Streukurve gut erklaren wirde, kann, wenn keine weiteren
Informationen vorliegen nicht ausgeschl ossen werden, dal3 in Wirklichkeit eine Mischung
von zwel oder mehr Strukturen anderer Konformation vorliegt.

Die bei den den Messungen am Thermosom verwendeten Pufferbedingungen mit hohen
Salzkonzentrationen und/oder hohen Temperaturen, stellen fur die Kleinwinkelstreuung
kein Problem dar. Esist fraglich, ob sie in der Elektronenmikroskopie zu verwirklichen
wéren: hohe Salzkonzentrationen erschweren ein sauberes Einfrieren der Probe und der
Abkuhlungsvorgang vor alem aus hohen Temperaturen kann die Proben verandern.

Zu Recht kann die Frage gestellt werden, ob die Messungen am Thermosom nicht ebenso
gut mit Rontgenstrahlen durchfiihrbar gewesen wéren. In Anbetracht der beschriebenen
Probleme mit Aggregaten ist die bessere Datenqualitét von Neutronen bel kleineren g-
Werten irrelevant. SAXS-Messungen an Laborrontgenquellen wéren jedoch wenig
erfolgversprechend. Die Mefizeiten dieser Instrumente wéen um etwa eine
GroéRenordnung langer, als bel den von uns verwendeten SANS-Instrumenten Damit wéare
die Aktivitdt des Proteins nicht mehr sichergestellt. In Kombination mit schwachem Fluf3
und niedriger Brillanz ist der niedrige Kontrast bei SAXS-Experimenten ein wichtiges
Argument gegen den Einsatz von Laborrontgenquellen. Mifit man an Synchrotrons, ist
das Problem des schwachen Flusses gelost und man kann mit einem hochbrillanten
Strahl arbeiten. Das Argument des einfacheren Zugangs und des niedrigeren finanziellen
Aufwands gilt dann aber nicht mehr.

Ein grol3er Vorteil der Neutronen ist in jedem Fall die Abwesenheit von Stahlenschaden,
die eine mehrfache Verwendung von Proben bei unterschiedlichen Bedingungen
ermoglicht. Vor allem aber ist SANS vor der Perspektive von kinftigen Versuchen mit
deuteriertem Substratprotein interessant.

3.2. Statische Experimente an GroEL mit Co-Chaperonin oder Substratprotein

In einer Reihe von Versuchen mit Co-Chaperonin oder Substratprotein wurden mit Hilfe
der selektiven Markierung von Einzelelementen in Proteinkomplexen Komplexe aus
protoniertem und deuterierten Protein untersucht. Nachdem uns teildeuteriertes GroEL
und GroES zur Verfigung stand, waren die Voraussetzungen fur Messungen mit hoher
Datenqualitét gegeben: in den meisten Versuchen wurde angestrebt, einen der
Bestandteile unsichtbar zu machen. Im Fall unseres teildeuterierten Proteins gilt dies fur
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Puffer mit 99%D,0O, womit der inkoharente Untergrund durch Protonen in der Probe
minimiert ist. Die Daten haben aso ein besseres Signal-Rausch-Verhdltnis, damit kann
entweder die Mef3zeit einer Probe um etwa eine Grof3enordnung reduziert werden oder
bei gleicher Mef3zeit konnen Daten mit wesentlich besserer Statistik gewonnen werden.
Eine Reihe erfolgreicher Messungen gelang an Komplexen aus GroEL und Co-
Chaperonin. In Proben aus unsichtbarem GroEL und sichtbaren GroES konnten
charakteristische Signale von Hantelstrukturen nachgewiesen werden. So wurde zum
einen der Abstand zwischen den beiden GroES-Molekiilen im Football-Komplex (200A)
Uberprift, zum anderen konnte die Haufigkeit der Bildung des Komplexes quantitativ
bestimmt werden. Somit wurde am Beispiel des Football-Komplexes gezeigt, wie mit
Hilfe von SANS Bindungskonstanten in Proteinkomplexen gemessen werden kdnnen.
Die meisten bekannten Bindungskonstanten von GroEL -GroES-Komplexen wurden z.B.
mit SPR (Oberflachenplasmonen-Resonanz) gemessen, einer Methode, die die Probe
stark verandert, weil dabel entweder GroEL oder GroES an eine Oberflache fixiert
werden mul3.

Neben der Information Uber Absténde und Konzentrationen des Football-Komplexes
deuten nach den Ergebnissen von Modellrechnungen dessen Streukurven auf
K onformations-dnderungen von GroES bei der Bindung an GroEL im hin.

Das Phagen-Co-Chaperonin GP31 bildete mit GroEL ebenfalls Football-Komplexe. Da
die Grofiennormierung in der Neutronenstreuung wesentlich einfacher ist alsin der EM,
konnte erstmals experimentell gezeigt werden, dal3 in vergleichbaren Komplexen GP31
etwa 5A weiter von GroEL entfernt ist als GroES.

Messungen an Proben mit GroEL und Substratprotein stellten sich als duferst schwierig
heraus, hauptsachlich weil die Substratproteine von Chaperoninen geméaf3 deren Funktion
vor der Bindung denaturiert werden mufdten. In den meisten Fallen bildeten sich dadurch
Aggregate. Da in der Kleinwinkelstreuung die Intensitdt des Signals bei gleicher
Molaritét proportional zum Quadrat der Masse eines Molekills ist, Uberdeckten die
Aggregate haufig die Streukurven der zu untersuchenden Komplexe. Eine mdgliche
Losung dieses Problems ist die Reinigung der Proben von Aggregaten durch
Molekularsiebe. Messungen mit der MBP-Mutante Y 283D zeigten jedoch, dal3 in diesem
Fall beispielsweise keine Doppelbindung des Substratproteins mehr beobachtet werden
kann. Die Reinigung stellt demnach eine Selektion auf stark gebundene Komplexe dar.
Auch mit zeitaufgelosten Messungen zur Beobachtung der Assoziation von
Substratprotein an GroEL sind solche Reinigungen unvereinbar. In einigen Féllen
konnten auch nach unmittelbarer Mischung von GroEL und MBP- Y283D Proben mit
nur niedrigen Konzentrationen an Aggregaten gebildet werden, deren Préparation war
jedoch nicht reproduzierbar.

Im Idealfall miften also Substratproteine gefunden werden, die auch bei Denaturierung
keine Aggregate bilden. Naturgemal} ist das schwer, weil GroEL Proteine eben gerade
unter den Bedingungen bindet, in denen sie am ehesten aggregieren konnen. Die Citrat-
Synthase G276A ist jedoch ein Beispiel fur ein Protein ohne Uberméaldige Aggregation.
Sie ist aber ebenfalls fir SANS-Experimente nur eingeschrankt verwendbar, da sie nicht
eingefroren werden kann. Damit ist es schwierig, die Verfugbarkeit von Mef3zeit mit der
von guten Proben zu koordinieren.
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3.3 Kinetische Experimente

GroES und GP3L1 sind fur die meisten biochemischen und biophysikalischen Methoden,
kaum oder Uberhaupt nicht zu unterscheiden. Dies erschwert Experimente, bei denen
analog zu den Vorgangen in der Zelle GroES und GP31 in einer Probe um die Bindung
an GroEL kompetitieren. Besondere Probleme bereitet die schwierige Unterscheidbarkeit
far kinetische Messungen, da hierbel die Statistik der Daten durch die zeitliche
Auflésung des Experiments beschrénkt ist. Durch die gleichzeitige Verwendung von
deuteriertem GroES und protoniertem GP31 in einer Probe konnte dieses Problem gel 6st
werden. Fir zeitaufgel 0ste Messungen wurden Komplexe aus protoniertem GroEL und
protonierte Co-Chaperonin vorgeformt. Nach Zugabe eines Uberschusses von
teildeuteriertem GroES verdrangte dieses das protonierte Co-Chaperonin. Durch
Zeitaufgeloste  Messungen  dieser  Verdréngung  konnten  unterschiedliche
Dissoziationsraten der beiden Co-Chaperonine nachgewiesen werden.

. Die Proben wurden manuell gemischt und in StandardkUvetten gemessen, da auf diese
Weise vier Reaktionen parallel beobachtet werden konnten. Dadurch wurde die Mef3zeit
um dem Faktor vier reduziert, was das Experiment an einem SANS-Instrument mit nur
wenig verfligbarer Mef3zeit erst ermdglichte. Wegen der langen Dauer der Kinetik konnte
auch die Einzelstreukurven entsprechend lang gemessen werden, sie haben also Uber den
gesamten g-Bereich eine gute Qualitdt. Die Kurven werden jedoch von nur zwei
Strukturen dominiert, Bullet-Komplexen mit sichtbaren bzw. mit unsichtbarem Co-
Chaperonin. Beide Strukturen haben jeweils charakteristische, unterschiedliche Grofen
fur Rg und 1(0). Fir diese spezielle Situation wird die Dateninterpretation erleichtert,
wenn zu jedem Zeitpunkt nur eine dieser Grol3en betrachtet wird. Die Information der
Nullwinkelstreuung ist préziser, da die Abschétzung des Rg nur von der Steigung der
Streukurve bei kleinen Winkeln bestimmt wird, 1(0) aber auch von deren Hohe. Noch
besser die Nullwinkelstreuung ist dessen Quadratwurzel, weil diese direkt proportional
zum mittleren Molekulargewicht der sichtbaren Komplexbestandteile ist.
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Abb. 3.2: Vergleich der Datenqualitét fir die Parameter R und 1(0) in einer kinetischen SANS-Messung

(vorgeformter Komplex aus protoniertem GroEL und GroES mit ADP, chasing mit teildeuteriertem GroES
in 99%D,0)

Stopped-flow-Versuche zur Untersuchung der Bildung von Bullet-Komplexen und
Football-Komplexen aus GroEL und GroES waren weniger erfolgreich. Vorversuche
zeigten, dai3 die Statistik der Streukurven bei Aufsummierung aguivalenter Messungen
Auflosungen bis zu 1s erlauben sollte. Zu reproduzierbaren kinetischen Ergebnissen
fuhrten diese Versuche leider nicht. Die Grunde dafur sind noch nicht verstanden. Auf
Grund theoretischer Erwagungen und von zeitaufgelosten SAXS-Messungen waéren
Anderungen der Streukurven im Sekundenbereich zu erwarten. Die Probleme konnten
mit dem Mischvorgang zusammenhéngen: wegen der niedrigen Brillanz der Neutronen
wird mit einem sehr grofen Strahlquerschnitt gearbeitet. Um ein Maximum des
Neutronenflusses auszunutzen werden Mef3zellen mit grofRem Querschnitt und Volumen
verwendet. Die Mischung der grof3en Probenvolumina bereitet Schwierigkeiten, ebenso
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wie der Ubergang der Probe von einem diinnen Schlauch in eine wesentlich breitere
Kivette.

Nach wie vor gibt es eine Reihe offener Fragen zum GroE-System, die mit kinetischen
SANS-Messungen in Verbindung mit den Mdéglichkeiten von Isotopenmarkierung und
Kontrastvariation beantwortet werden konnten. So sollte es beispielsweise moglich sein,

eine transiente Bildung des Football-K omplexes nachzuweisen. Es ist also zu hoffen, dai3
die instrumentellen Probleme bald gel6st werden.
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4 Material und Methoden

4.1. theoretische Grundlagen der Kleinwinkelstreuung
(Williams et al., Jacrot, Glatter, 1982, Hamouda)

Vorbemerkung: SAXS und SANS haben das gleiche Grundprinzip, es werden aber eine
Reihe analoger Gréfzen unterschiedlich benannt. Im folgenden wird die Terminologie der
Neutronenstreuung benutzt.

Trifft eine Welle auf ein punktformiges Teilchen, so wird sie von diesem gleichmaliig in
dle Richtungen gestreut. Im Fall der Rontgenstreuung stellt ein  koharenter
Photonenstrahl die Welle dar und die Elektronenhille eines Atoms ist das Streuzentrum.
In der Neutronenstreuung ist ein einzelnes Neutron die Welle und ein Atomkern das
Streuzentrum.

Die einfallende ebene Welle 183 sich mit der Gleichung

Y(2) = exp(ikpz) 4.2
beschreiben, wobei kq fur den Wellenvektor des Photons bzw. Neutrons steht.
(kg=217A, | entspricht der Wellenléange) (4.2)

Das Verhdltnis 2zwischen gestreutem Photonen/Neutronenstrom (I =n/t) und
einfallenden Flu3 (® = n/ At) wird als Streuquerschnitt o bezeichnet, fur ihn gilt:

0 = 412 (4.3)

und

L A (4.4)
® n/At

dabel steht b fur die Streulange, | fur den Strom, @ fur den Flul3, n fir die Zahl der
einfallenden Neutronen, n' fur die Zahl der gestreuten Neutronen, A fir die
Querschnittsflache des Strahls und t fir das betrachtete Zeitintervall. Bel der Definition
des Flusses miifdte theoretisch auch noch der Raumwinkel des Strahls berticksichtigt
werden, er kann hier jedoch vernachldssigt werden, da der Strahl bei unseren
Experimenten kollimiert ist und der Raumwinkel keine Einheit hat.

Bel elastischen Streuereignissen sind Wellenlénge von einfallendem und gestreutem
Strahl gleich, bei der inelastischen Streuung nehmen Photonen oder Neutronen Energie
auf oder geben sie ab und @ndern damit ihre Wellenlange. Inelastische Streuung spielt bel
Neutronen eine wichtige Rolle und kann Informationen Uber Bewegungsvorgange
innerhalb von Molekulen liefern. Fur die Kleinwinkelstreuung wird ihr Beitrag jedoch im
allgemeinen vernachlassigt.

Weiterhin mul3 zwischen kohérenter und inkoharenter Streuung unterschieden werden:
Bei der kohérenten Streuung bleibt die Phase der Welle erhalten, bei der inkohérenten
Streuung geht sie verloren. Inkohdrente Streuung kann daher keine raumliche
Strukturinformation liefern. In der Neutronenstreuung tritt sie jedoch in einem hohen
Mal3 auf und tragt damit zum einem gleichmaigen Untergrund in allen Raumwinkeln
bei. Daher ist fur das Ergebnis eines Kleinwinkelexperiments nur der kohérente Anteil
nutzlich mit

O koh = 4T kon 2 . (4.5)
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Wenn nun ein koharenter Photonenstrahl oder ein Neutron auf mehrere Streuzentren
trifft, so ergeben sich Interferenzeffekte zwischen den resultierenden Wellen, durch die
die Streuintensitét richtungsabhangig wird. Im Fal von Proteinlésungen ist keine
raumliche Orientierung bevorzugt, es liegt eine isotrope Streuung mit enem
radialsymmetrischen Streubild vor. Zur Beschreibung der Streuwinkel verwendet man in
der Kleinwinkelstreuung den Streuvektor g mit

k=k,+q (4.6)

und

q :%nsine (8 ist die Halfte des Streuwinkels).  (4.7)

In der Literatur werden Streuvektoren auch als h, Q oder 2r1ts abgekirzt.

k

20

k
(0]
Abb. 4.1: vektorielle Darstellung eines Streuerei gnisses

Fur kleine Winkel 20 gilt:
_2m

A (4.8)

Zur Beschreibung der Winkelabhangigkeit der kohérenten Streuung an Partikeln eignet
sich der differentielle Streuquerschnitt:

4oy ¥y _ 1s(d)
10 (@) = NS (4.9)

dQ ist dabei der infinitessimale Teil eines Raumwinkels, 15(Q) die von der Probe in einen

Raumwinkel gestreute Intensitét, 1o der einfallende Neutronenflul® und S die Flache des

Probenquerschnitts.
Far N gilt:

N=N, %e (4.10)

mit N, as der Avogadrozahl, d der Dichte der Probe, M dem Molekulargewicht eines

Probenmolekiils und e der Probendicke. N entspricht der Anzahl der Partikel im
Strahlquerschnitt.

j—g wird Ublicherweise in cm?2 angegeben.
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[dQ mit dem

Haufig ist wenn vom differentiellen Streuquerschnitt gesprochen wird, do
Probenvolumen V gemeint, die Einheit ist dann cmr2.

Es gilt weiterhin fur die Summe der Streubeitrége aller Atompaare i, | mit den
Streulangen b, und b; und den Positionen r; und r;:

o) = by Pl 1) @11

Bei gleicher Massenkonzentration ist damit 3—3(0) proportional zum Molekulargewicht,
bei gleicher Partikelzahl proportional zum Quadrat des Molekulargewichts.

Mit der Streukurve ist Uber eine Fouriertransformation die Abstandsverteilungsfunktion
p(r) verbunden:

do O singr

—(Qq) =4m r dr

09 { p(r) =

hierbei ist D, der grof3te auftretende Abstand innerhalb der untersuchten Struktur.

p(r) ist definiert a's:

p(r) = rZJ’ J' IAp( rAp(r —r)dV* (4.13)
Ap steht hier fr den Kontrast an Punkt r.

(4.12)

b
p steht fr die Streuléngendichte in einem Volumenelement V mit p = % (1.14)

p(r), eine Autokorrelationsfunktion, beschreibt die Wahrscheinlichkeit, zwel
Volumenelemente mit ihrer Streuldngendichte gewichtet mit einem Abstand r+dr
anzufinden.

Theoretisch ist diein Streukurve und Abstandsverteilungsfunktion enthaltene Information
aquivalent. In der Praxis ist eine direkte Fouriertransformation einer experimentellen
Streukurve aus mehreren Grinden nicht moglich: aus technischen Griinden kénnen sehr
kleine Winkel nicht gemessen werden, z.T. werden Streukurven kleiner Winkel auch
durch Aggregationseffekte gestort. AulRerdem haben experimentelle Kurven nattrlich
immer Mef¥fehler, die die Strukturinformation verfaschen. In der Neutronenstreuung
stellt die Verschmierung der Mef3kurve ein zusétzliches Problem dar (siehe Abschnitt
D22).

Die Darstellung von SAS-Ergebnissen in Form einer p(r)Funktion ist jedoch wesentlich
anschaulicher as die Streukurve. Daher wurden Methoden der indirekten
Fouriertransformation entwickelt, die trotz dieser Probleme die Berechnung von
p(r)-Funktionen ermoglicht. In diesem Fall mussen jedoch Annahmen Uber bestimmte
Parameter gemacht werden, die p(r)-Funktion enthdt also unter Umsténden nicht nur die
Strukturinformation der  Streukurve sondern  auch die fur die indirekte
Fouriertransformation notwendigen zusdtzlichen Parameter. Daher sollten die
Interpretationen von SAS-Experimenten nicht ausschliefdlich an der p(r)-Funktion
festgemacht werden.
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Ein Parameter, der im Fall der Partikelstreuung ohne weitere Annahmen durch SAS
ermittelt werden kann, ist der Gyrationsradius bzw. Streumassenradius (Rg), der Uber
zwel Formeln bestimmt werden kann (Glatter, 1982):
Fur den innersten Teil der Streukurve gilt die Formel

im(I@) =I@ep-12%) . (419

In einer Auftragung von log (1)/g? (ein "Guinier-Plot") kann der Rg aus der Steigung
abgel esen werden.
Eine andere Mdglichkeit ist die Bestimmung Uber die Abstandsverteilungsfunktion nach

der Beziehung
" p(r)rdr
RZ = -F (4.16)
2,[0 p(r)dr

Aus der Nullwinkel streuung Molekulargewicht oder Konzentration bestimmt werden,
wenn der jeweils andere Parameter bekannt ist:

N, do
—(@=0 4.17
T3 970 (4.17)

M ist das Molekulargewicht, N, die Avogadrozahl, c die Konzentration, und Ap der
Kontrast des Molekils mit

Apm = (pm - pb)v ’ (418)
dabei stehen p,, fur die Streuldngendichte des betrachteten Molekuls, p, fur die

Streulangendichte des Losungsmittels und VvV fir die GrofRe des betrachteten
Volumenelements.



4.2. Aufbau des SANS-Diffraktometers D22 am ILL
(Buttner, ed., The yellow book)

Sample
1

. Collimator
Meutron velocity Apert re
sellector

v
| B
Neltron beam (/
r
<> Vacuum tube Detector
Aperture A = ¥ Neutron L=20m; @&=25m 128x128 pixels

Izabelle Grilla 2000-03-07

Abb. 4.2: Schemavon D22

Die Neutronen des ILL werden im Hochfluldreaktor des Instituts in der folgenden
Kernreaktion erzeugt (Carlile):

n (thermisch) + U-235 --- > 2 Fissionsfragmente+2.5n + 180MeV

(die 2.5 Neutronen auf der rechten Seite der Gleichung stehen fur die sind ein
Durchschnittswert der verschiedenen Einzelreaktionen)

Das Brennelement des Reaktors ist zu 93% mit U-235 angereichert. Esist von D,O als
Moderator umgeben, dieses bremst die Neutronen auf thermische Energien um 25 meV
ab und ermdglicht damit ein Aufrechterhalten der Kettenreaktion. Gleichzeitig dient das
D,0 als Reflektor und trégt damit dazu bei, den Kern kritisch zu halten.

Fir die Kleinwinkelstreuung wie auch fir viele andere Methoden werden Neutronen mit
noch niedrigeren Energien und damit grof3ere Wellenlangen benttigt. Dazu wird ein Tell
der Neutronen in einer kalten Quelle, einem Tank mit flissigem D,, auf Energien in der
GroRenordnung von 3meV abgekiihit. Uber Neutronenstrahlleiter werden sie dann zu den
Experimenten gefihrt.

Die Energie der Neutronen, die aus der katen Quelle kommen, wird durch ene
Maxwellverteilung beschrieben. Aus dieser breiten Verteilung mul3 en
monochromatischer Strahl der gewinschten Wellenlange herausgefiltert werden. Dies
geschient durch einen schraubenférmigen Geschwindigkeitsselektor, der Uber seine
Drehfrequenz Neutronen einer gewahlten Wellenlange mit einer Halbwertsbreite von
10% auswahlt.
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Anschlief3end durchlauft der Strahl ein Kollimationssystem. Hier kann unter mehreren
Kollimationsréhren ausgewahlt werden, um den richtigen Kompromiss zwischen Fluf3
und Strahlkonvergenz zu finden.

Nach dem Austritt aus dem Kollimationssystem kann der Strahl die Probe durchqueren,
von der er dann gestreut wird. Die gestreuten Neutronen werden dann von einem
guadratischen He-3-Detektor mit 128x128 Zellen registriert. In diesem werden Uber eine
Kernreaktion (He-3 + n --- > H-3 + p) Ladungen erzeugt, die dann elektronisch
registriert werden konnen. Eine Totzeit von 0.9us nach jedem Zahlereignis beschrankt
die Zahlrate auf 100000 Neutronen pro Sekunde (bel 10% Totzeit). Verantwortlich fur
diese Totzeit sind Elektronikeffekte. Lokale Totzeiteffekte aufgrund physikalischer
Effekte fallen kaum ins Gewicht. Der Detektor kann innerhalb der Rohre langs und
seitlich verschoben werden, um den von ihm erfaldten Winkelbereich zu modifizieren.
Vor dem Detektor kbnnen Strahlfanger (,, Beamstops‘) aus B,C angebracht werden, um
Beschadigungen des Detektors durch zu hohe lokale Zahlraten zu vermeiden. Als Flul3-
Monitor ist ein schwacher Detektor mit einer einzigen Zelle vor der Kollimation
montiert.

Neutronenleiter, Kollimation und Detektorréhre sind unter Vakuum, um eine Streuung
der Neutronen an der Umgebungsluft zu vermeiden.

Mehrere Faktoren dieses | nstrumentaufbaus fihren zu einer Verschmierung der Daten:
Der Strahl hat er eine endliche Ausdehnung. Nach dem Austritt aus dem Neutronenleiter
divergiert er innerhalb des kritischen Reflektionswinkels des Leiters (ca. 1° bei einer
Wellenlénge vonl10A)

Durch die Breite der Wellenlangenverteilung werden vor allem Daten bei grof3en g-
Werten verschmiert.

Theoretisch tragt auch die endliche Grof3e der Detektorzellen zur Verschmierung bei. In
der Praxis kann dieser Effekt jedoch vernachlassigt werden, da er wesentlich geringer ist,
als die beiden erstgenannten.

4.3. Instrumentelle Parameter bei den SANS-M essungen

Die meisten Messungen wurden am SANS-Diffraktometer D22 am ILL in einem g-
Bereich 0.01 A* to 0.19 A™ durchgefiihrt. Dieser wurde Ublicherweise mit einer
Wellenldnge von 8A und einem Detektorabstand von 4m bei seitlicher Versetzung des
Detektors um 390 mm erreicht. Fur Messungen in D,O-Puffern wurde in der Regel eine
Kollimation von 4m gewahlt, fir Messungen in H,O-Puffern oder mit hohem H,O-Anteil
eine Kollimation von 5.6.

Einige Messungen wurden mit jewells zwei Detektorabstdnden an D11 am ILL
durchgefuhrt, mit den folgenden Parametern:

q = 0.01-0.24 A* | A = 8A, Detektorabstand =4 m mit einer Kollimation von 4m und
Detektorabstand = 1.1 m mit einer Kollimation von 2.5m

Zum Zeitpunkt der Durchfihrung der Experimente hatten D22 wie D11 Totzeiten von
etwa 2us. An D22 wurde die Totzeit zwischenzeitlich auf 0.9ps reduziert.
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Einmal, fur einen Kontrollversuch am Thermosom, wurde am Instrument PAXE am LLB
in Saclay, Frankreich gemessen, mit folgenden Parametern: q = 0.02 A bis0.2 A2\ =
6A, Detektor versetzt.

Eine Messung an der GroEL single-ring-Mutante wurde am Instrument V4 am HMI in
Berlin durchgefthrt:

q=0.01-0.24 A* \ = 8A, Detektorabstande 4 m und 1m

Fur die statischen Messungen wurden, soweit nicht anders angegeben, runde
Quarzkivetten (Hellma, 120-QS) mit einem Innendurchmesser von 9mm und einer
Innendicke von 1mm verwendet. Die langsamen Kinetiken wurden ebenfalls in diesen
Klvetten gemessen, hierbei wurden die Proben jeweils zu Beginn des Experiments
manuell gemischt.

Fur die schnellen Kinetiken wurden drei selbstgebaute stopped-flow-Apparate und ein
kommerzielles Gerdt (SFM-3, Bio-Logic, Claix/Isere, Frankreich) verwendet. Die Geréte
hatten zwei bzw. drel von Schrittmotoren angetriebene Spritzen. In allen Féllen wurde
der Mischvorgang elektronisch gesteuert.

Bei den Messungen am SFM-3-Apparat kam eine speziell angefertigte Kivette
verwendet (Abb. 4.3 @), hierbei fliel3t die Probe in der Ebene der Kivette zu und ab. Fir
die anderen die schnellen kinetischen Messungen wurden Hellma-Durchflukivetten
(137-QS, Abb. 4.3.b) verwendet, in diesen Fall flief3t die Probe 90° zur Ebene der
Klvette zu und ab. Bei beiden Kuvetten betrug die Zelldicke 1mm und der
Innendurchmesser 9mm.

Abflul3
Abflu
Zuflufd
Zuflufd
a) Kuvette fur SFM-3 b) Hellma 137-QS

Abb. 4.3: Kivetten fir stopped-flow-Messungen

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Proben bel 25°C thermostatisiert.
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4.4. Datenbehandlung

Das direkte Ergebnis einer SAS-Messung ist ein ublicherweise zweidimensionales
Detektorbild, dem man die Zahl der Treffer pro Detektorzelle entnehmen kann
(Abb. 4.4).

Abb. 4.4: Detektorbild D22 mit Intensitatsskala:
GroEL-GP31-ADP-Komplex (protoniert, in D,O-Puffer)

Dieses Detektorbild wird zunéchst radial gemittelt, d.h. es wird aus ihm mit Hilfe der
Formel q:i\—nsine eine Streukurve errechnet (Ghosh et a.). Die Intensitét der

resultierenden Streukurve muss um die Totzeit des Detektors korrigiert werden. Die
Totzeit der am ILL verwendeten SANS-Detektoren wird nicht durch lokale Effekte der
Detektorzellen, sondern durch die Elektronik dominiert. Fir diese von uns
beriicksichtigte Gesamttotzeit gilt dann :

n=n/1-n1)
dabei ist n dietatsachliche Zahlrate, n' die gemessene und T die Totzeit.

-Transmissionen

Inkohérente Streuung und bei nicht-organischen Proben zum Teil Absorption fihren zu
eind Abschwéchung des Strahls. Zur Korrektur dieses Effekts mul3  der
Transmissionsfaktor bestimmt werden. Hierzu mift man mit Hilfe enes
Strahlabschwéchers die Intensitét des verbleibenden Primérstrahls fur die Probe und eine
Referenz (Ublicherweise die Leerkivette). Der Transmissionsfaktor entspricht, nach
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Totzeitkorrektur und Division um den jeweiligen Monitor, dem Quotienten dieser beiden
Werte,.

-Standartauswertung
Um zu korrekten Streukurve der Probe zu kommen, missen mehrere Effekte korrigiert
werden:

Um Fufschwankungen (und unterschiedliche Mefdzeiten) auszugleichen werden die
Intensitéten aller Streukurven durch den jeweiligen Monitor geteilt.

Der Detektor hat einen sehr geringen elektronischen Untergrund, weiterhin existiert ein
Hallenuntergrund durch Streustrahlung, die von Nachbarinstrumenten und vom
Strahlausgang des SANS-Instruments selbst herriihren kann. Dieser Untergrund wird
gemessen, indem eine Platte aus Cadmium oder B,4C (Borcarbid) in den Strahl gestellt
wird, die die Neutronen an der Probenposition absorbiert.

Der Probenbehdlter tragt selbst geringfiigig zur Streuung bei, es muss also ein Spektrum
der Leerklvette bestimmt werden.

Geringe lokale Unterschiede in der Effizienz der Detektorzellen werden korrigiert, indem
durch das Spektrum einer Probe mit einer flachen Streukurve geteilt wird. In dem von
uns betrachteten g-Bereich kann dazu Wasser verwendet werden.

Es ergibt sich zusammenfassend die folgende Formel:

— (s(@/ M~ TsOec(q)/ Mec —(1- Tl o4(A)/ M)
(I.@/M,, =Ty, Oge(@/Mee = (L= Tyl o4(a)/ M)

[(q) (4.19)

mit 15(q), |gc(a) und 1c4(q) fur die Streubeitrage von der Gesamtprobe (S=sample), der
Leerklvette (EC=empty cell) und des Hallenuntergrunds (Cd=Cadmium),

mit Tg, Tgc und Ty fUr die jeweiligen Transmissionen

und mit Mg, Mgc und M 4 fur die jeweiligen Monitorwerte.

- flacher Untergrund

Die bisher ermittelten Daten geben die Streuung des gesamten Klvetteninhalts wieder.
Der inkohérente Streuanteil darin bildet einen flachen Untergrund. Ein weiterer flacher
Untergrund findet sich, wenn die in unserem Fall Strukturen in Ldsung untersucht
werden, durch die Streuung des Lésungsmittels (bei uns walkrige Puffer). Der Beitrag des
Puffers kann gemessen werden, indem man ihn in reiner Form in den Strahl stellt.

Ein flacher Untergrund kann aber unter bestimmten Voraussetzungen auch rein
mathematisch ermittelt und abgezogen werden. Der Uberwiegende Teil der Streuung
durch Form- und Strukturfaktor liegt bei sehr kleinen Winkeln, bei hohen g-Werten,
deren GrofRenordnung von der Dimension der Probe abhangt, geht der Streubeitrag der
Probe gegen Null. Hat man in einem ausreichenden g-Bereich gemessen, so ist der
Untergrund gleich der Steigung bei hohen g-Werten in einer Auftragung von

1(9)g” gegen q” (ein "Porod-Plot").
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- Absolutauswertung
Nach Abzug der Pufferstreuung kann die Probe , absolut normiert* werden, d.h. es kann

der differentielle Streuquerschnitt der Probenmolekile pro Einheitsvolumen errechnet
werden.

Hierfur gilt:
E GRS HC RS C)
d _
25 — MS TB IVIB TB MCd (l TW)
“TH D 7 1@ o) (4.20)
dQ W q _ TW EC q _(1_TW) Cd q 4T[DSTSf
MW EC Cd

dabei stehen 1g(q), Tg und Mg fir Streubeitrag, Transmission und Monitor des Puffers
sowie Dg fur die Klvettendicke.

f :% ist eine Korrekturfaktor fur die Anisotropie auf Grund des inelastischen
inkoharenten Strukturfaktors und fur die Wellenlangenempfindlichkeit des Detektors
(May et al.). Einige Beispiele fur Werte am SANS-Diffraktometer D11 am ILL finden
sichin Jacrot et al..

Auf der Basis absolut normierter Daten kann das Molekulargewicht errechnet werden:

M = 15"(0) (l—TW)g( M
1,CDsTs 4N, ~ > b, -p,V

)? (4.21)

c steht dabei fur die Konzentration der Probenmolekile und Np for die
Avogadrokonstante.

- Streumassenradius

Ermittelt man den Streumassenradius mit einem Guinier-Plot, steht eine grof3e Auswahl
von kommerziellen und privat geschriebenen Programmen zur Verfugung. Fir eine
Bestimmung aus der p(r)-Funktion muissen die Daten vorher Fourier-transformiert
werden. Das fur diese Arbeit verwendete Programm itp fuhrt automatisch eine
Berechnung des R durch. Die Berechnung mit dem Guinier-Plot ist einfacher und damit
fr eine schnelle, provisorische Auswertung und grof3e Datenmengen geeignet. Geht man
von der p(r)-Funktion aus geht daflr ein groRerer Tell der Streukurve in das Ergebnis ein,
Aggregate und Probleme mit dem Strukturfaktor spielen damit eine kleinere Rolle.

- nicht berticksichtigte, aber vorhandene Effekte: Winkelabhangigkeit der Transmission,
Mehrfachstreuung

- verwendete Software

Fur die am ILL gemessenen Daten wurden die folgenden von Roland May geschriebenen
Auswerteprogramme verwendet:

rnilp zur Auflistung der gemessenen Spektren

rnilr4 zur radiadlen Mittelung der Daten mit gleichzeitiger Totzeitkorrektur

itrp zur Errechnung der Transmissionen unter Berticksichtigung des
Totzeiteffekts
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spolh zum Untergrundabzug und zur Teilung durch die Wasserkurve

addspc2 zur Vorbereitung von Eingabedateien fr spolh

gui fur die Ermittlung von Streumassenradien nach Guinier und die
Bestimmung des Untergrunds nach Porod

4.5. Indirekte Fouriertransfor mation

Wie in der Einleitung geschildert, ist eine direkte Fouriertransformation experimenteller
Streukurven  wegen der fehlenden Daten bel  kleinen g-Werten, der
Wellenlangenverschmierung und der geometrischen Verschmierung nicht durchfihrbar.
Um die Daten dennoch in Form von Abstandsverteilungfunktionen darstellen zu kénnen
wurden Methoden zur indirekten Fouriertransformation entwickelt (Glatter, 1977,
Svergun, 1992).

In der vorliegenden Arbeit wurde dazu die Programme ITP und ITO von Otto Glatter in
einer von Roland May an UNIX angepaldten Version verwendet.

Die Grundannahme dieser Methode ist, da® innerhalb der Probenmolekile ein
Maximalabstand D, zwischen zwei Volumenelementen vorkommt und die p(r)-

Funktion nur fir Werte 0 < r < D,,, von O verschiedene Werte annehmen kann.
Aul3erdem wird eine unendlich verdinnte Lésung der Probe angenommen.

Die p(r)-Funktion kann dann als Summe kubischer B-Splines, also von speziellen
Polynomen dritter Ordnung dargestellt werden:

p)= Y c,0.(1) (422)

Die Entwicklungskoeffizienten c, sind die zu bestimmenden Unbekannten, die
gewinschte Zahl der B-Splines ¢,, muf3 im Programm definiert werden. Eine zu niedrige
Zahl von B-Splines fiihrt dabei zu einer schlechten Approximierung der Kurve, bei einer
zu hohe Zahl gibt es zu viele Freiheitsgrade und die theoretische Kurve oszilliert um die
experimentellen Daten.

Das Optimum der Kombination von Entwicklungsparametern ist das Minimum der
» Standartabweichung pro Punkt":
N

[I @(p(qi ) - z Cva (q|)]2

R 5

X, Steht fir die um Verschmierungseffekte korrigierten B-Splines, M fur die Anzahl der
Mef3punkte und o(q;) fur die Standardabweichung des i-tes M ef3punktes.

Daein Teil der Schwankungen zwischen den Mef3punkten der Streukurve nicht von der
Struktur der Probe, sondern von statistischen Fehlern bedingt ist, wird ein
Stabilisierungsfaktor N eingefuhrt, der vermeidet, dal3 sich die theoretische Kurve allen

Mef3fehlern anpalit:
N-1
Ne = (Ca—c,)’ (4.24)
v=1
Beim Minimum dieser Funktion ist die Streukurve optimal geglattet.

91



Als Kompromif3 zwischen einer moglichst detailgetreuen und einer mdglichst gut
geglétteten Kurve wird bel Glatter das Minimum der Beziehung

(L+AN,)

vorgeschlagen.

A steht fur den Lagrange-Multiplier, der beschreibt, die stark der Beitrag des
Stabilisierungsfaktorsist.

Auf der Basis der von ITP berechneten p(r)-Funktion kann ein Streumassenradius
ermittelt werden, der weniger stark als beim Guinier-Plot von sehr kleinen g-Werten
abhangt.

Fur Molekile mit endlicher GrofRe gilt p(0)=0. Damit erlaubt die gewonnene p(r)-
Funktion die Kontrolle des Untergrundabzugs: weicht p(0) von 0 ab, so mul3 dieser
korrigiert werden.

Bei Aggregationseffekten in einer Probe steigt die Streukurve gegen niedrige g-Werte
steil an. In solchen Féllen muf3 von Fall zu Fall entschieden werden, ob eine indirekte
Fouriertransformation noch sinnvoll ist. Handelt es sich um eine geringe Menge von
Aggregaten, die wesentlich groRer als die Probenmolekile sind, kann dieses Problem
unter Umstanden gel6st werden, indem die Punkte mit den niedrigsten g-Werten nicht fir
die indirekte Fouriertransformation herangezogen werden. Es mufl3 dann bel der
Interpretation der p(r)-Funktionen beachtet werden, dal3 diese nicht mehr viel
experimentelle Information Uber die grofden Absténde enthalten.

Fur den Football-Komplex aus GroEL und GP31 (Kapitel 2.1.4) wurden leichte
Aggregationseffekte beobachtet (Abb. 2.15). Es konnte in der Datenauswertung gezeigt
werden, dai diese die Flache des zweiten Peaks in der p(r)-Funktion beeinflussen, nicht
aber seine Position.

4.6. Modellierung von Streukurven und Abstandsverteilungsfunktionen

Eine Streukurve enthdlt nicht genligend Information, um eindeutig die Struktur der
Probenmolekile zu bestimmen. Umgekehrt kann aber eine exakte theoretische
Streukurve einer bekannten Struktur in homodisperser Losung berechnet werden. Dazu
wurde fur die vorliegende Arbeit das Programm MULTIBODY von Otto Glatter in einer
von Roland May leicht modifizierten Version verwendet (Glatter, 1980).

Die Strukturmodelle werden hierbel aus Kugeln mit gleich groffem Radius
zusammengesetzt, die Dichten dieser Kugeln kénnen bel Bedarf modifiziert werden. Die
Streukurve eines solchen Aggregates aus n Kugeln kann dann nach der Debye-Formel
berechnet werden:

n-1 n

@)= de@+2) » 99.@ (q)cpk(q)%diqkq (4.25)

1=1k=1+1

Hierbei steht g; fur den Gewichtungsfaktor der i-ten Kugel, @ fur den Formfaktor der i-
ten Kugel und dj fir den Abstand zwischen i-ter und k-ter Kugel. Fur den
Gewichtungsfaktor gilt:

g =pV = F)ill?]-[Ri3 (4.26)
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dabei steht p; fur die Streuldngendichte der i-ten Kugel mit dem Volumen V; und dem
Radius R;. Der Formfaktor der Kugeln &l sich sich berechnen durch die Formel

sin(R,q) ~ (Rig)cos(R,a) -
(Ra)’

®(q) =3 (4.27)

Aus GCrinden der einfacheren Programmierung wird in MULTIBODY die
Abstandsverteilungsfunktion nicht Uber ene direkte Fouriertransformation der
Streukurve durchgeftihrt, sondern Gber eine zu 4.5 analoge Formel.

In einem realen SANS-Experiment wird eine Streukurve durch drei Effekte verschmiert:
durch die endliche Breite der Wellenlangenverteilung nach dem Selektor tritt eine
Verschmierung auf, die endliche Strahigréfe fuhrt zu ener geometrischen
Verschmierung, ein weiterer geometrischer Effekt tritt durch die endliche Groflie der
Detektorzellen auf. Der letzte Effekt kann in erster Naherung vernachlassigt werden, da
bei unseren experimentellen Bedingungen der Strahl groRRer als mehrere Detektorzellen
ist. Die beiden anderen Effekte missen beim Vergleich von Modellkurven mit
experimentellen Daten berticksichtigt werden. Deshalb wurden die von MULTIBODY
erzeugten theoretischen Streukurven mit einem Programm von lIsabelle Grillo, das
Wellenlangeneffekt und Strahlgrofe berticksichtigt, theoretisch verschmiert.

Die meisten Modelle dieser Arbeit wurden auf der Basis von Rontgenkristallstukturen
erstellt. Da die atomare Auflésung dieser Daten weit unter der Auflésung der
Kleinwinkelstreuung liegt, wurden nur die C-a-Koordinaten berticksichtigt. In der
Kristallographie nicht aufgel 6ste Aminosduren wurden in den Modellen erganzt, im Fall
von GroEL und Thermosom in Form enes Zylinders in Zentrum des Oligomers
(Stegmann et al.) . Diese wurden a's Mittelpunkte von Kugeln mit dem Radius 3,238A
definiert. Sowelt nicht anderes angegeben, wurde die Streuldngendichte innerhalb einer
Untereinheit als homogen angenommen.

Mogliche Effekte von Hydrationsschichten (Svergun et al., 1998) um das Protein wurden
nicht in unsere Modelle aufgenommen. Kontrastvariationsversuche lief3en solche Effekte
zumindest fur den Fall von GroEL auch als unwahrscheinlich erscheinen (Daten nicht
gezeigt).
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4.7. Proteinreinigung und Puffer

Die Proteinreinigung von GroEL, GroES und MBP (Y 283D) wurde von Frau Dr. Elena
N. Manakova nach in der Literatur beschriebenen Methoden durchgefihrt (Landry, Zahn,
Manakova). GP 31 wurde von Prof. Dr. Saskia van der Vies zur Verfigung gestellt.
Citrat-Synthase, (G276A) wurde von Herrn Dr. Peter Lindner, Universitét Zorich, zur
Verfligung gestellt. Einige — nicht besonders erfolgreiche - Tests wurden mit kommerziell
erhdltlichen Substratprotein durchgeftihrt.

Expression und Reinigung von GroEL mit ersten Reinigungsschritten von GroES

Wild type GroEL und GroES wurden in verschiedenen E. coli Stammen (W3110, JM
109, MRE 600) mit dem Plasmid pOF39 exprimiert. Protonierte Zellen wurden in
LB-Medium gezogen, deuterierte in den Minimalmedien M9 oder M63 mit D-Glucose
oder D-Succinat as Kohlenstoffquelle, fur das teildeuterierte Protein wurde H-Glucose
as Kohlenstoffquelle verwendet. Fur die Zucht der teildeuterierten Zellen wurde en
Fermenter verwendet, um moglichst stabile Wachstumsbedingungen zu gewéahrleisten.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt und bel -80°C eingefroren.

Zur Reinigung wurden die Zellen in einem Spaltungspuffer (100 mM Tris-HCI ph8.1,
1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 3 mg/ml Lysozym, 0.2 mg/ml PMFS) aufgetaut und in einer
French Pressure Cell Press (American Instrument Company, USA) aufgeschlossen.
Zéellreste wurden durch Zentrifugation (30000g, 1 Stunde bei 4°C) abgetrennt. Das Lysat
wurde anschlief3end mit einer DES2-Servacel (,, Serva‘) Saule gereinigt (Puffer: 30 mM
Tris-HCI, pH 7.8, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1mM DTT). GroEL und GroES wurden
getrennt bei 320 bzw. 240 mM eines NaCl-Gradienten (0-500 mM) eluiert. Zur
Verringerung der Salzkonzentration und zur Einstellung des pH fur die folgende
Chromatographie wurden die GroEL-Fraktionen in einem His-HCI-Puffer, pH 5.8-5.6
funf bis sechsmal verdinnt.

Der néchste Reinigungsschritt wurde auf derselben DES2-Servacel-Saule, diesma mit
25 mM Histidin-HCI, pH 5.7, 1 mM DTT equilibriert, durchgefihrt. GroEL wurde bei
einer NaCl-Konzentration von 300-400mM NaCl innerhalb eines Gradienten von 0-500
mM NaCl eluiert, GroES erscheint bei diesen Bedingungen bei 200-300 mM NaCl. Zu
den gepoolten GroEL Fraktionen wurde 0.4 M (NH,) ,SO, gegeben, anschlief3end wurden

sie mit einer Buthyl-Sepharose-Saule (Pharmazia, equilibriert mit 20mM k-MOPS,
pH 7.2, ImM DTT, 04 M (NH,) ,SO, weiter gereinigt. GroEL wurde in einem
Gradienten von 0.4 M bis 0 M (NH,) ,SO, weiter eluiert. Dieser Schritt erlaubt, letzte
Reste von GroES zu entfernen, da es normalerwei se nicht an die Saule bindet.

Nach diesen Schritt wurde das Protein aufkonzentriert und zuletzt auf eine Sephacryl S-
300-Saule (Pharmacia, equilibriert mit dem Lagerungspuffer, 30mM Tris-Hcl, pH7.8,
150 mM NaCl, ImM Dtt, 0.1 mM EDTA, 0.02% NaN; 10%glycerol) aufgetragen. Die
gepoolten GroEL Fraktionen wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert.

Da GroEL und GroES kein Tryptophan enthalten, kann das Floureszenzspektrum als
Mal3stab der Reinheit verwendet werden. Nach einem letzten Reinigungsschritt kann in
der Probe kein Tryptophan mehr nachgewiesen werden. Hierzu werden die letzten
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K ontaminationen durch eine Saule mit , reactive red agarose” (Sigma, tupe 120) beseitigt.
Auf 100 ml Proteinlésung einer Konzentration von 0.1-0.5 mg/ml wurden 10 ml Harz
gegeben; diese Losung wurde Uber Nacht bel 4°C durchgeriihrt. Das Harz wurde
anschlief®end durch Zentrifugation entfernt und die Proteinlésung nochmals
aufkonzentriert.

Reinigung von GroES

Wie bei Corrales et a. beschrieben, wurden die GroES-Fraktionen zunédchst wahrend
20 bis 30 min bei 56°C inkubiert. Die Prazipitationen wurden durch Zentrifugation
entfernt (30000g, 1 Stunde bei 4°C). Die GroES-Lésung wurde nach einer
Aufkonzentrierung mit 0.8 M (NH,) ,SO, auf eine Phenyl-Sepharose-Saule (equilibriert
mit 20 mM K-MOPS, pH 7.2, 0.8 M (NH,) ,SO,, 1 mM DTT, 0.02 NaN,) aufgetragen
und in einem umgekehrten (NH,) ,SO,-Gradienten (0.8 M-0 M (NH,) ,SO,) eluiert. Als
letzter, fakultativer Schritt wurde GroES auf eine Sephacryl S-300-Saule geladen und mit
dem Lagerpuffer (30 mM Tris-Hcl, pH 7.8, 150 mM NaCl, 10% Glycerin, 1 mM DTT,
0.1 mM EDTA, 0.02% NaN) eluiert und nach einer letzten Aufkonzentrierung bei -80°C

eingefroren.
Reinigung der GroES single-Ring (SR1) Mutante

Die SR1-Mutante von GroEL (R452E, E461A, SA63A, V464A) (Nielsen et a.) wurde
aus dem Uberexprimierenden Stamm BL21 mit dem Plasmid pET11a DE3 SR1-GroEL
gereinigt. Der Stamm wurde freundlicherweise von Prof. Dr. F.-U. Hartl, MPI fir
Biochemie zur Verfligung gestellt. Die Reinigungsprozedur ist zunachst mit der identisch
mit dem Protokoll fir wild type GroEL. Da dieses Verfahren jedoch wild type GroEL
nicht von SR1 GroEL trennt, wird eine Gleichgewichtszentrifugation (26 Stunden bei
25000 rpm) in einem Glyceringradienten von 10-35% (in 20 mM Tris HCI, pH 7.8, 150
mM NaCl, 1 mM DTT) hinzugefugt.

Expression und Reinigung von MBP Y 283D

MPBm wurde aus dem E. coli-Stamm Y 283D mit dem Plasmid pHD 1204 Y 283D
Uberexprimiert, der freundlicherweise von Prof J. Buchner, Universitdt Regensburg zur
Verfigung gestellt wurde. Zur Reinigung wurde das bei Sparrer et a. (1996)
beschriebene Protokoll verwendet.

Bildung von GroEL-MBPm-K omplexen

Zur Bildung von Komplexen aus GroEL und MBPm wurde hochkonzentriertes
Substratprotein zundchst zwei Stunden lang bei Raumtemperatur in einem Puffer mit 8 M
Harnstoff, 20 mM Tris-HCI, pH 7.8, 50 mM KCI, 10 mM MgCl, denaturiert.

Anschlief?end wurde das MBP mit einem hohen Verdiunnungsfaktor (100-200) zur
GroEL-L 6sung gegeben. Einige Mae wurden die Komplexe dann mit einer Gelfiltration
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von Aggregaten gereinigt, in diesem Fall koénnen allerdings keine 1:2-GroEL-MBP-
Komplexe mehr gefunden werden.

kommerzielles Substratprotein

Fir die Versuche an kommerziellem Substratprotein wurden wt-LDH (Laktat-
Dehydrogenase), wt-MDH (Malat-Dehydrogenase) und wt-MBP von Boehringer
Mannheim verwendet. Alle drel Proteine stammen aus dem Schweineherz.

Puffer fir SANS-Messungen an GroE

Der Puffer fur die SANS-Messungen an GroE enthielt 20 mM Tris-HCI, pH 7.8, 50mM
KCI und 10mM MgCl..

Die Messungen zum Football-Komplex und die chasing Experimente wurden bel einer
Konzentration von 10mg/ml durchgefihrt, die anderen Messungen bei Konzentrationen
zwischen 2 und 5 mg/ml.

AMP-PNP wurde in einer Konzentration von 30 mM zu den Proben gegeben, fir ADP
und ATP wurden jewells Konzentrationen von 2-3 mM gewahlt.

Die Temperatur wahrend der Messung betrug, wenn nicht anders angegeben, 20°C, die
Messungen am Football-Komplex wurden bel 10°C durchgefihrt.

Die Deuterierung des Puffers kann jeweils dem Ergebnisteil entnommen werden.

Expression, Reinigung und Puffer von Thermosom

Thermosom wurde von Frau Dr. Irina Gutsche und Frau Nadine Rauh nach in der
Literatur beschriebenen Methoden (Ditzel et a.) gereinigt.

Der Standardpuffer (,physiologische Puffer”) fur Thermosom bestand aus 20 mM
Tris-HCI pH 7.0, 50 mM NaCl, 10mM MgCl,, ImM EDTA, 1mM DTT, 2mM NaN; und
5% Glycerin. Es wurde bei Proteinkonzentrationen von 2-5 mg/ml gemessen. Bei
Versuchen mit Nukleotiden wurden jeweils Konzentrationen von 20 mM ADP, 20mM
ATP oder 200 mM AMP-PMP verwendet, um eine Sdttigung des Proteins
sicherzustellen.

Bis auf die Versuche mit dem Kristallisationspuffer wurde immer mit Puffern auf D,O-
Basis gearbeitet.

Die Basis des Kristallisationspuffersist ein 100mM NaAc/HAc-Puffer mit pH 5.6, hierzu
wurde unmittelbar vor der Messung 2M (NH,) ,.SO, gegeben. Fur die Messung der
Konformation des Proteins war ein H,O-Puffer erforderlich, um Aggregationen zu
vermeiden. Als Kontrolle wurden auch Messungen mit 1M (NH,) ,SO, und 1M Na,SO,

durchgefihrt.
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5. Zusammenfassung
Problemstellung

Proteinfehlfaltungen und —aggregationen werden in der Zelle durch eine Reihe von
Enzymklassen, die sogenannten Chaperone, verhindert oder riickgéngig gemacht. Zu den
Chaperonen gehort die Gruppe der Chaperonine oder Hsp60-Proteine.

GroEL aus E. coli, der am meisten untersuchte Vertreter der Chaperonine, hat eine
Struktur aus zwel Ringen (Abb. 5.1 a mit jewells einem offenen Hohlraum zur
vorubergehenden Bindung von denaturiertem Protein (Substratprotein) (Abb. 5.1 d). Das
Co-Chaperonin GroES kann durch die Bindung an GroEL den Hohlraum schlief3en
(Abb. 5.1b, 5.1c). Diese Arbeit trégt zur Charakterisierung des Zusammenspiels zwischen
GroEL, Substratprotein, GroES und dem GroES-Analogon GP31 des Phagen T4 bei. Zu
einem besseren Versténdnis des GroEL-Reaktionszyklus wurden Abstande zwischen
Bestandteilen der Komplexe bestimmt, Konformationsanderungen von GroES und GP31
bei der Bindung an GroEL untersucht und Bindungskonstanten sowie Dissoziationsraten
gemessen.

A A AB. —GroES
u u u Iu. u—GroEL
“ “ “ l:l .:l—Substratprotein

a) b) c) d) e)

Abbildung 5.1:

schematische Darstellung von GroEL allein und im Komplex mit GroES und/oder Substratprotein

a) GroEL alein, b) GroEL-GroES , Bullet-Komplex“, ¢) GroEL-GroES-Football-Komplex, d) Komplex
mit zwel gebundenen Substratproteinen €) ,trans-Komplex“ mit gleichzeitiger Bindung von GroES und
Substratprotein

Die Pfeile entsprechen im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Abstanden.

Das Thermosom, das Chaperonin aus Thermoplasma acidophilum, hat wie GroEL eine
Struktur aus zwei Ringen mit jeweils einem Hohlraum. Dieser wird jedoch nicht wie bel
GroEL durch ein Co-Chaperonin geschlossen, sondern durch starke Verschiebungen der
apikalen Doménen des Proteins selbst. Dadurch kdnnen sich eine an beiden Seiten
geschlossene Konformation oder eine an einer Seite geschlossene Bullet-Konformation
ergeben (Abb. 5.2). Zum Verstandnis des Thermosom-Reaktionszyklus untersuchten wir,
welche Parameter die Offnung oder SchlieRung des Proteins induzieren konnen.

Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der Neutronenkleinwinkelstreuung (SANYS)
durchgefihrt. Diese Technik erlaubt es, Strukturinformation mit niedriger Aufldsung von
Proteinen und Proteinkomplexen im Losung zu gewinnen. Bel den Versuchen an GroEL
wurde mit Kontrastausgleichsexperimenten gearbeitet, die bestimmte Elemente der
Komplexe durch spezifische | sotopenmarkierungen besonders hervorheben.
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Am Thermosom wurden bisher noch keine Komplexe untersucht. Hier war von grof3em
Vorteil, dal’ bei SANS kein Strahlenschaden auftritt und damit Proben modifiziert und
anschlief3end noch einmal gemessen werden konnten.

a) b) c)

Abbildung 5.2:
schematische Darstellung verschiedener Thermosom-K onformationen:
a) offenen Konformation, b) geschlossene Konformation c) Bullet-K onformation

Ergebnisse

Ergebnisse zu GroE

Zum Verstandnis der allosterischen Wechselwirkungen innerhalb von GroEL wurde
die Losungsstruktur einer ,single-ring“-Mutante von GroEL untersucht. Die
Strukturen von apo-single-ring-GroEL und ADP-Komplexen aus protoniertem single-
ring-GroEL und protoniertem GroES unterscheiden sich nicht oder nicht mef3bar von
den entsprechenden Strukturen im Kristall. Bei einer Messung mit ADP-Komplexen
aus unsichtbarem single-ring-GroEL und sichtbarem GroES wurde dagegen in der
Losungsstruktur eine im Kristall nicht vorhandene Konformationsdnderung von
GroES beobachtet. Dies bestétigt frihere mit wild-type GroEL durchgefihrte
Versuche.

Symmetrische Komplexe aus GroEL und GroES, sogenannte Football-Komplexe,
werden als wichtiger Zwischenschritt im GroE-Reaktionszyklus diskutiert. In
Anwesenheit von AMP-PNP konnten Football-Komplexe aus protoniertem,
gematchtem GroEL und deuteriertem GroES nachgewiesen werden. In der
Neutronenstreuung zeigen diese Komplexe eine charakteristische Hantelstruktur. Die
beiden GroES-Molekiile haben einen Abstand von ca. 200A (siehe Pfeil in Abb.
5.1c). Mit einer Titratonsreihe konnten wir die Dissoziationskonstante des zweiten
GroES-Heptamers in diesen Komplexen mit einem Wert von 2[10-’M bestimmen.

Der Phage T4 hat ein Gen fir ein eigenes Co-Chaperonin, GP31, das eine starke
Analogie zu GroES aufweist. Wir verglichen die beiden Co-Chaperonine, um zu
verstehen, warum GP31 lebenswichtig fir den Phagen ist. Aus GroEL und GP31
wurden dazu in Anwesenheit von AMP-PNP Football-Komplexe gebildet. Bei diesen
Komplexen ist das Co-Chaperonin etwa 5A weiter vom Zentrum des
Gesamtkomplexes entfernt, als im Fal der GroEL-GroES-Komplexe. Dieses
Ergebnis unterstiitzt die These, GP31 sai ndtig, um fir die Fatung des
Phagenproteins GP23 einen groferen Anfinsen-Cage zu schaffen.  GP31 scheint
unter vergleichbaren Bedingungen stérker zur Bildung von Football-Komplexen zu
neigen as GroES. Be der Bindung an GroEL &ndern GP31 und GroES ihre
Konformation.
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In Verdréngungsversuchen wurde das Bindungsverhalten von GroES und GP31 an
GroEL untersucht. Hierzu wurden mit Hilfe von ADP-Komplexen aus sichtbarem
GroEL mit sichtbarem Co-Chaperonin vorgeformt. Das sichtbare Co-Chaperonin
wurde dann mit unsichtbarem GroES verdréngt, so dal3 in den neugebildeten
Komplexen nur noch GroEL ein Streusignal gab. Die beobachteten Zerfallsreaktionen
mit Halbwertszeiten in der GroRenordnung von Stunden lassen sich mit zwel
Exponentialfunktionen beschreiben. Dies ist ein Indiz fir das Auftreten von
verschiedenen Populationen an GroEL-Co-Chaperonin-Komplexen. In alen Félen
waren die Dissoziationsraten bel den GroEL-GP31-Komplexe geringer as bei
GroEL-GroES-Komplexen. Komplexe von GroEL mit GP31 sind also stabiler as
solche mit GroES.

Bel einer Rethe von Versuchen mit GroEL und Substratprotein (MPB-Y 283D)
konnten unter anderem 1:2 Komplexe aus GroEL und Substrat und Trans-Komplexe

aus GroEL, GroES und Substrat nachgewiesen werden. Diese Experimente zeigten
Ubereinstimmend einen Abstand von 60A des MPB zum Zentrum von GroEL. Wegen
der notwendigen Denaturierung von MBP und anderen Substratproteinen wurden
jedoch die Streukurven sehr haufig von Aggregaten gestort. SANS-Experimente mit
Substratprotein sind daher wesentlich schwieriger als Versuche mit GroES oder
GP31.

Ergebnisse zum Thermosom

Die geschlossene Konformation von Thermosom in der Kristallstruktur rihrt nicht
von der Bindung von Mg-ADP-AIF; her, sondern vom fir die Kristallisation
verwendeten Ammoniumsulfat . In Anwesenheit von ADP mit 2M Phosphat, schlief3t
sich das Thermosom auch in physiologischem Puffer. Durch die hohe Phosphat-
Konzentration ist davon auszugehen, dal3 sich in den Nukleotidbindungstaschen des
Proteins neben ADP freie Phosphat-1onen befinden. Die Konformation entspricht also
dem Zustand unmittelbar nach der ATP-Spaltung. Wird die Probe auf 50°, die
physiologische Temperatur von T. acidophilum, erwamt, schlieft sich das
Thermosom in Anwesenheit von ATP. In Kombination mit den Messungen an
anderen Thermosom-Nukleotid-Komplexen konnten damit Zwischenzusténde im
strukturellen Reaktionszyklus des Chaperonins charakterisiert werden.

Bel einer Reihe von Pufferbedingungen wurde die Bildung von Komplexen hoherer
Ordnung beobachtet. Von anderen Autoren war aufgrund von EM-Arbeiten
vorgeschlagen worden, dal3 Thermosom kein Chaperonin, sondern ein Baustein des
Cytoskelettsist (Trent et al., 1997, 1998). Fir die von uns gefundenen Strukturen sind
Thermosom-Filamente jedoch keine befriedigenden Modelle. Da sich diese
Komplexe hoherer Ordnung in der Lésung aulerdem bei einer Anndherung an
physiologische Bedingungen aufldsen, kann davon ausgegangen werden, dal3 sie in
vivo nicht relevant sind.
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methodische Ergebnisse

Es wurde gezeigt, dal3 GroEL und GroES einen sehr homogenen Deuterierungsgrad
haben, wenn die Bakterien vor der Reinigung unter gut kontrollierten
Wachstumsbedingungen im Fermenter gezogenen werden. Das Protein erscheint dann
in Kontrastausgleichsexperimenten im geeigneten Puffer, in unserem Fall nahe 99%

D,0, asunsichtbar.

In einer Rethe von , stopped-flow*-Messungen wurde gezeigt, dal3 mit SANS (bel
einer Aufsummierung von Daten mehrerer Messungen) grundsétzlich eine
Zeitauflosung bis in den Sekundenbereich bel Experimenten an GroEL oder
vergleichbar grofRen Molekilen mdglich ist. Um biologisch relevante Ergebnisse
erreichen zu konnen, ist jedoch weitere Arbeit an der Instrumentierung, speziell der
Mischapparatur nétig.
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7. Abkilrzungen

ADP

ATP
AMP-PNP
ATPYS
Da

DTT
EDTA

EM

KDa

MBP
MBPmM
MOPS

Pi
p(r)-Funktion
Rg

SANS
SAXS
SAS

Tris

Adenosin 5' diphosphat

Adenosin 5'triphosphat

5'-Adenylylimidodiphosphat

Adenosin 5 -0-(3-thiotriphosphat)

Dalton (g/mol)

Dithiothreitol

Ethylendiamintetreessigsiure

Elektronenmikroskopie

kiloDalton (kg/moal)

Maltose-binding Protein

Mutante von Maltose-binding Protein
3-[N-Morpholin]propansulfonsaure

freles Phosphat

Abstandverteilungsfunktion

Gyrationsradius

Small angle neutron scattering (Neutronenkleinwinkel streuung)
Small angle X-ray scattering (Rontgenkleinwinkelstreuung)
Small angle scattering (Kleinwinkelstreuung)

Trig hydroxymethyl]aminomethan
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