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1 Einleitung

Die ATP-Synthase katalysiert eine essentielle Reaktion im Stoffwechsel der meisten Orga-
nismen. Dieses membrangebundene Enzym stellt mit dem Energietrdger ATP eine der Grund-
voraussetzungen fiir den Metabolismus aller Zellen bereit, indem es eine Phosphorséureanhy-
dridbindung zwischen anorganischem Phosphat und ADP kniipft. Als Energie nutzt das
Enzym die Triebkraft eines transmembranen lonengradienten. Héufig handelt es sich dabei um
Protonen, seltener Natriumionen (36). Meistens wird dieser Ionengradient bei heterotrophen
Organismen durch Atmung, bei photosynthetisch aktiven Organismen durch Photosynthese
aufgebaut. Trotz der unterschiedlichen Art, wie der lonengradient aufgebaut wird, ist sowohl
die Grundstruktur als auch die prinzipielle Funktionsweise der ATP-Synthase in allen Zellen
wahrscheinlich gleich.

Wihrend erhebliche Teile der Struktur (vgl. 1.4.) geklart werden konnten, ist der Mechanis-
mus der Energieumwandlung noch weitgehend unklar. Eine entscheidende Rolle wird der in
dieser Arbeit untersuchten Untereinheit y zugewiesen, die an der Energieiibertragung direkt
beteiligt sein soll. Von besonderem Interesse ist dabei, welche Funktion bestimmte Doméanen

der Untereinheit y bei der Kopplung des Substratumsatzes an die Protonentranslokation haben.

1.1 Methoden zur Untersuchung von Struktur-Funktions-Beziechungen

Ein Konzept, das sich die Funktionsaufkldrung einzelner Aminoséurereste oder Doménen ei-
nes Enzymes zum Ziel gesetzt hat, muf} insbesondere zwei Anforderungen erfiillen:

Die untersuchten Doménen oder Reste miissen lokalisierbar sein. Diese Anforderung erfiillt
die Rontgenkristallstrukturanalyse, die abhéngig von der Auflosung sogar die Identifizierung
einzelner Atome erlaubt. Die zweite, wichtige Voraussetzung ist, da3 die Funktion am aktiven
Enzym untersucht werden kann. Beugungsmessungen an kristallisierten Proteinen liefern aber
nur eine ,,Momentaufnahme*. Dies gilt insbesondere fiir die ATP-Synthase, deren Teilkom-

plexe haufig nur im gehemmten Zustand kristallisiert wurden (z. B. in Walkers Arbeitsgruppe;

(52)).
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Aktivitdtsuntersuchungen ermoglichen zusammen mit den Theorien der Enzymkinetik einen
Einblick in den Mechanismus eines Enzymes. Das Manko dieser Untersuchungen ist die Zu-
ordnung bestimmter Funktionen zu bestimmten Strukturen, die im unverdnderten Enzym nicht
moglich ist. Dieser Nachteil kann iiberwunden werden, wenn Anderungen der Funktion mit
einer Modifikation des Enzymes an einer bestimmten Stelle korreliert werden koénnen. Ein
Beispiel hierfiir ist der kovalent bindende Hemmstoff DCCD, der die Identifizierung eines an
der Ionenleitung beteiligten sauren Aminosdurerestes in der Untereinheit ¢ der ATP-Synthase
ermoglichte (71,75). Die Moglichkeiten sind aber sowohl durch die Verfiigbarkeit von geeig-
neten modifizierenden Reagenzien, als auch die Zugénglichkeit der Reste im Enzym stark be-
grenzt,

Eine weit groBere Anzahl an Mdglichkeiten eréffnen genetische Verdnderungen von Enzy-
men. Einzelne Aminosduren kdnnen ebenso wie ganze Gruppen aus einem Protein entfernt, in
es eingefiihrt oder durch andere Aminoséuren ersetzt werden. Bei der gerichteten Mutagenese
ist die Position in der Primérstruktur eindeutig bestimmt. Liegen dariiber hinaus weitergehen-
de Strukturinformationen vor, die die Identifizierung des ausgetauschten Restes in einer Se-
kundér-, Tertidr- oder Quartdrstruktur erlauben, so ist die Mutation auch in diesen Strukturen
lokalisierbar. Dies setzt allerdings voraus, dall weder die Faltung des Polypeptides, noch die
Assemblierung mit anderen Untereinheiten eines Enzymkomplexes durch die Mutation gra-

vierend gestort wird.

1.2 E. coli als Modellorganismus

Um den Kopplungsmechanismus der ATP-Synthase zu untersuchen, wurde E. coli als Modell-
organismus gewéhlt. Diese Wahl hat mehr Griinde als nur den, daf dieses Bakterium schon in
vielen Bereichen gut untersucht ist, nicht zuletzt die Entscheidung fiir Mutagenesestudien:

E. coli ist schon seit ldngerer Zeit genetischen Manipulationen durch Transformation mit Hilfe
von Plasmiden schnell, reproduzierbar und einfach zuginglich. Da es tiefgefroren gelagert
werden kann, mul3 das Bakterium auch nicht wie andere héhere Organismen kontinuierlich in
Kultur gehalten werden. Trotz der Fortschritte, die in den letzten Jahren etwa bei Algen (149)
erzielt wurden, ist eine Transformation von Pflanzen und Tieren ungleich schwieriger und
komplizierter. Zudem wird das genetische System in allen Eukaryonten noch zusétzlich durch

die Wechselwirkung von autonomen Organellengenomen und Kern kompliziert.
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Die Zellkompartimentierung bedingt unter Umstinden komplexe Transportmechanismen fiir
die exprimierten Proteine iiber die Membranen zum Zielort. Diese Mechanismen konnten
durch Mutationen gestort werden konnten. Dieses Problem ist bei dem gramnegativen Bakte-
rium E. coli beziiglich der ATP-Synthase, die zum Teil in die Cytoplasmamembran integriert
ist und zum Teil in das Zellinnere hineinragt, nicht vorhanden.

Um das Enzym moglichst von anderen zelluldren Prozessen zu isolieren und fiir von aulen
zugegebene Substrate zuginglich zu machen, ist eine schnelle und schonende Priaparation von
minimlen Funktionseinheiten notwendig. Aus dem Bakterium lassen sich durch eine kurze
Ultraschallbehandlung intakte, invertierte Membranvesikel herstellen. Diese geschlossenen
Vesikel enthalten neben der ATP-Synthase auch die Enzyme der Atmungskette (108), so daf3
durch geeignete Substrate ein respiratorischer Protonengradienten aufgebaut werden kann.
Somit kann der vollstdndige, durch die ATP-Synthase katalysierte Proze3 verfolgt werden.

Da E. coli ein fakultativ anaerobes Bakterium der Gruppe Enterococcae ist, kann es seinen
Energiebedarf nicht nur durch oxidative Phosphorylierung decken, sondern auch durch die in
der Energieausbeute zwar viel ineffektivere, dafiir aber schnellere Gérung (108). So fiihrt ein
UberschuB an Glucose zu einem beschleunigten Wachstum durch gemischte Siuregirung. Die
verkiirzte Wachstumsdauer und der fehlende Selektionsdruck erhohen dariiber hinaus die ge-
netische Stabilitdt der Mutationen. Unter diesen Kulturbedingungen ist auch die Anzucht von

funktionsuntiichtigen Mutanten der ATP-Synthase moglich.

1.3 Genetische Organisation im unc-Operon

Das unc-Operon (165) enthdlt neben den acht Strukturgenen fiir die ATP-Synthase-
Untereinheiten ein neuntes Leseraster (uncl) am Anfang des Operons, dessen Funktion unbe-
kannt ist (76,139). In diesem Gen liegen zwei schwache Promotoren, wihrend der Hauptpro-
moter fiir die polycistronische mRNA des gesamten Operons wahrscheinlich 73 Basenpaare
stromaufwirts liegt (139). Am 5’-Ende des Operons sind die Gene fiir die membranintegralen
Fo-Untereinheiten angeordnet (Abb. 1), anschlieBend folgen die Gene fiir die F;-Untereinhei-
ten. Die im Enzym erforderliche Stochiometrie der einzelnen Untereinheiten zueinander wird
durch posttranskriptionelle Regulation gewihrleistet, die moglicherweise auf der Sekundér-
struktur der Translations-Initiations-Regionen (9,69,95,123) oder dem Abbau von mRNA

spezifischer Gene durch Endonukleasen basiert (97,117). Die Expression der ATP-Synthase
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und ihr Anteil am Membranprotein insgesamt ist abhidngig von den genauen Anzuchtbedin-

gungen (108), wie zum Beispiel der Kohlenstoffquelle im Medium (42).

uncI uncB uncE uncF uncH uncA uncG uncD uncC
~ M - ) H H M M -
i a C b S [V % B €

Abb. 1: Gen-Arrangement des unc-Operons

Alle Gene der ATP-Synthase liegen in E. coli in einem Operon (165) hintereinander und werden als polycistroni-
sche mRNA in Richtung der Blockpfeile transkribiert. Die Namen der Gene sind iiber den sie symbolisierenden
Blockpfeilen angegeben, die davon exprimierten Polypeptide darunter. Intergenische DNA-Regionen sind als Li-
nien eingezeichnet. Konventionsgeméal ist das 5'-Ende des Operons links, das 3'-Ende rechts dargestellt.

1.4 Struktur der ATP-Synthase

Die generelle Struktur der FoF;-ATP-Synthase ist vermutlich in allen Zellen im Prinzip gleich.
In dem zur Zeit mehrheitlich angenommenen Strukturmodell sind daher Erkenntnisse iiber
Strukturdetails von ATP-Synthasen aus verschiedenen Organismen verbunden worden.

Das Enzym wird in zwei Teilkomplexe unterteilt (Abb. 2.): Der membranintegrale F, translo-
ziert Protonen iiber die Membran, wiahrend der daran gebundene, periphere F; im Cytosol die
Substratumsetzung katalysiert. Dieser Teilkomplex 146t sich durch Extraktion von mono- und
divalenten Kationen von der Membran als Teilenzym abldsen, das die Fihigkeit zur ATP-
Hydrolyse besitzt. Seine Untereinheiten sind nach ihrer GroBe geordnet mit griechischen
Buchstaben benannt. Die Hauptmasse bilden je drei groBe Untereinheiten o und B, die alter-
nierend im Kreis angeordnet sind. Von diesem Enzymteil gibt es mehrere Rontgenstruktura-
nalysen der ATP-Synthasen aus Mitochondrien (16,52,147), Chloroplasten (59), dem thermo-
philen Bakterium PS3 (140) und E. coli (68). An diesen auch Kopf genannten Bereich binden
die drei kleinen Untereinheiten v, § und €. Untereinheit y ragt mit zwei langen o-Helices in
das Zentrum des Kopfes hinein und verbindet ihn als Stiel mit dem F, (135,167,168). Unter-
einheit € bindet an y und ist ebenfalls ein Bestandteil des sogenannten Stiels (27). Von diesen
beiden Untereinheiten sind in E. coli und B. taurus die atomaren Strukturen bekannt (52,124).

Eine weniger gut aufgeloste Struktur des mitochondrialen Enzyms aus Hefe (147) zeigt, daf3
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das Riickgrat der langen a-Helices der Untereinheit y auf einem Ring sitzt, der aus 10 Unter-

einheiten ¢ des F( gebildet wird.

—

Abb. 2: Schematischer Aufbau der ATP-Synthase

aus E. coli

Diese Skizze gibt ein grobes Modell der zur Zeit vermuteten
Anordnung der Untereinheiten im Enzym wieder. Der F; wird
von einem Hexagon aus 3 o- und 3 B-Untereinheiten gebildet,
die alternierend angeordnet sind. In der Zeichnung wurden je
eine Untereinheit oo und B ausgespart, die dem Betrachter zuge-
wandt sind. Dadurch werden die beiden langen o-Helices der
grau unterlegten Untereinheit ¥ im Zentrum sichtbar. Die langere
wird vom C-Terminus, die kiirzere vom N-Terminus gebildet.
Die Untereinheiten y und € bilden zusammen eine Kontaktflache
auf dem Fy. Der gezeigte Zylinder reprasentiert ein Oligomer aus
Untereinheiten ¢, deren genaue Stdchiometrie noch unbekannt
ist. Auflen an diesem Zylinder liegen die Untereinheit a und ein
Dimer zweier Untereinheiten b, das sich von der Membran, an-
gedeutet durch waagerechte Striche, bis zum o;f3;-Hexagon er-
streckt, wo b und 8 eine zweite Verbindung zwischen F; und F,
herstellen. Die helicale Doméne der Untereinheit €, deren Lage
noch diskutiert wird (47), wurde nicht eingezeichnet (vgl.
1.4.2.5).

Die genaue Anzahl und Orientierung
der Untereinheiten ¢ in den ver-
schiedenen Organismen wird noch
diskutiert. Aufgrund von Untersu-
chungen mit dem Elektronen- und
dem Kraftfeldmikroskop werden au-
fen am c-Ring eine Untereinheit a
und zwei Untereinheiten b plaziert,
die den Fy in E. coli komplettieren
(18,141,153,154). In Mitochondrien
kommen einige kleinere Unterein-
heiten (35,160) hinzu, wihrend in
Chloroplasten Untereinheit b zu
zwei unterschiedlichen Homologen
(I, I) divergiert ist (60). Die Unter-
einheit b hat neben einer transmem-
branen Helix eine lange, cytoplas-
matische Doméne, die mit der aullen
an den F;-Kopf gebundenen Unter-
einheit & einen zweiten Verbin-
dungsstiel bilden soll (40). Neuere,
durch Bildbearbeitung von elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen er-
zeugte Strukturmodelle zeigen einen
solchen zweiten Stiel (112,173), der
in élteren Strukturmodellen fehlte

(55,91).
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Eine atomar aufgeloste Struktur des gesamten Enzyms existiert zur Zeit noch nicht. Die voll-
standige Struktur des abgeldsten Fi-Komplexes aus Rinderherzmitochondrien ist jedoch seit
kurzem bekannt (52). Der oB5y-Komplex von E. coli ist aufgrund der geringen Auflosung
nur als Peptidriickgrat bekannt. Dagegen sind einzelne Untereinheiten der ATP-Synthase von
E. coli in ihrer atomaren Struktur bekannt. Dies trifft insbesondere fiir die durch NMR ermit-
telten Strukturen der Fo-Untereinheiten ¢ und b zu. Dartiber hinaus wurde die relative Anord-
nung der Untereinheiten zueinander in E. coli durch Mutagenesen und Quervernetzungsexpe-

rimente untersucht. Sie sind Grundlage fiir das in Abb. 1 dargestellte Modell.

1.4.1 Die Untereinheiten des F,

1.4.1.1 Untereinheit ¢ i ) : Zx
Untereinheit ¢ ist mit 8,3 kDa die kleinste Unter- ¢ ) (~\
einheit der ATP-Synthase in E. coli, und wird we- 67 &y s \
gen ihrer stark hydrophoben Eigenschaften auch 4: Uy ‘
Proteolipid genannt. Thre Struktur (Abb. 3) wurde ! Q’ P
in einem Losungsmittelgemisch, das die hydro- — CbEl= |
phobe Umgebung der Membran simulieren soll, ‘Qé Y (‘
mit NMR bestimmt (53). Danach bilden N- und C- (‘S "1 ‘\
Terminus zwei transmembrane Helices, die iiber *ﬁk% "i CX
eine hydrophile Schlaufe miteinander verbunden « “ t!\ (w
sind. Die Beteiligung dieser Domine und des darin <Y )

gelegenen Arginin cR41 an Protonentransport und

Kopplung ist mehrfach vermutet worden (33). Sie Abb. 3: Untereinheit ¢ aus E. coli

. . . Die Struktur der aus E. coli in einem Chloro-
steht in Kontakt mit y und €, wie Quervernetzun-  fom/Methanol/Wasser-Gemisch isolierte Un-
tereinheit ¢ besteht aus zwei o-Helices, die
durch eine kurze, hydrophile Schlaufenregion
In der Mitte der C-terminalen Helix liegt die saure miteinander verbunden sind (53). Das Bild

zeigt zwei um 90° gedrehte Ansichten des
Aminosaure ¢cD61, die fir die Protonentranslokati- Monomers, so daf ein Knick in der C-

terminalen Helix sichtbar wird, den ein Prolin
on essentiell ist (75). Sie ist in allen Organismen in der o-Helix auszuldsen scheint. Der saure
Rest ¢cD61 ist an der Protonenleitung beteiligt
(75) und als Kugelstabmodell angedeutet.

gen mit diesen Untereinheiten belegen (70,168).

entweder als Asparaginsdure oder Glutaminsiure
konserviert. Der Austausch gegen alle anderen Aminoséuren verhindert den H'-FluB durch
den F( ebenso wie die kovalente Modifikation der Carboxylgruppe durch den Hemmstoff

DCCD (11,75) oder die Bindung des Antibiotikums Venturicidin (119). Der saure Rest kann
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jedoch unter Erhalt der Funktion auf die N-terminale Helix verlagert werden (184). Mogli-
cherweise fiihrt seine Protonierung zum Abknicken der Helix (121), das fiir den Mechanismus
als wichtig erachtet wird.

Die in SDS-Micellen bestimmte Struktur der Untereinheit ¢ aus P. modestum weist dagegen
statt zweier langer vier kurze o-Helices auf (96). Dies hat zu einem Modell gefiihrt, in dem
cD61 an der cytoplasmatischen Oberfliche der Membran liegt, wihrend sich zwei kurze o-
Helices mit der dazwischen befindlichen hydrophilen Schlaufe im Cytoplasma befinden. Nur
die kurzen N- und C-terminalen Helices durchspannen die Membran. Auch dieses Modell
geht aber von einem Proteolipidzylinder aus, der aus mehreren Untereinheiten ¢ gebildet wird.
Ob N- oder C-Terminus an der AufBlenseite des Zylinders liegen, ist noch nicht geklért: Die
veroffentlichte Rontgenkristallstruktur eines Teiles der ATP-Synthase aus Hefe (147) bein-
haltet zwar das c-Oligomer, doch basiert die Positionierung des C-Terminus auflen auf einer
sehr vagen Zuordnung der Aminosduren zum Peptidriickgrat (mit 2 o-Helices). Zu dieser An-
ordnung kommen auch Fillingame et al. (39), wihrend Groth et al. (57,61,134) auf der
Grundlage von Mutagenesestudien und Molekiildynamik-Berechnungen ein Modell mit der
entgegengesetzten Orientierung vorschlagen. Auch die Anzahl der Proteolipid-Molekiile in
dem Oligomer ist noch kontrovers. Sie wurde mit 10 (Hefe, (147)) bis 14 (Chloroplasten,
(137)) bestimmt, und variiert moglicherweise in den Spezies oder mit den Wachstumsbedin-
gungen (46,133). Genetisch erzeugte Fusionsproteine, die Dimeren und Trimeren der Unter-
einheit ¢ entsprechen, zeigen, dal in E. coli ein aus 12 Kopien gebildetes Oligomer moglich

ist (79).

1.4.1.2 Untereinheit a

Zahlreiche Quervernetzungsexperimente belegen einen engen Kontakt des Proteolipids zu
Untereinheit a (48), die dariiber hinaus die Anordnung der Proteolipide zu einem Ring zu in-
duzieren scheint (144). Die grofite Untereinheit (30,3 kDa) des Fy ist bisher strukturell am
wenigsten bekannt. Die Topologie ist besonders im N-Terminus umstritten, so dal Modelle
mit 5 (163) und 6 (180) transmembranen Helices diskutiert werden (34). Auch die in dieser
Untereinheit moglicherweise am Transport der Protonen direkt beteiligten Aminoséuren sind
noch nicht unumstritten identifiziert (162). Bisher ist nur bekannt, daf3 alle Mutationen des
Argininrests aR210 zum Funktionsverlust der ATP-Synthase flihren. Er spielt daher in allen
vorgeschlagenen Funktionsmodellen (vgl. 1.5.3) eine wichtige Rolle. Fiir die ebenfalls kon-
servierten Reste aE196, aE219 und aH245 sind hingegen nicht homologe Austausche herge-
stellt worden (162), durch die die Funktion nicht vollstidndig beeintridchtigt wird.
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1.4.1.3 Untereinheit b

bP28—
bP27—< \

Abb. 4: Der hydrophobe Bereich
der Untereinheit b aus der

ATP-Synthase von E. coli

Der gezeigte N-terminale Bereich der Unter-
einheit b (Reste b1-33) ist sehr hydrophob,
so daf die Struktur in einem apolaren Lo-
sungsmittelgemisch mit NMR-Spektroskopie
bestimmt wurde (38). Das Schlaufenband
des Modells zeigt die iiberwiegend helicale
Struktur, die nur durch einen Knick (als
Schnur dargestellt) unterbrochen wird, iiber
dem sich zwei hier schwarz markierte Pro-
linreste befinden. Die Helix unter dem
Knick soll die Membran vermutlich nicht
senkrecht, sondern in leichtem Winkel
durchspannen. Dies wiirde die Achse der
iiber dem Knick beginnenden o-Helix senk-
recht zur Membran ausrichten. Von dort soll
sie eine Verbindung zur Oberseite des o3p3-
Hexagons bilden.

Die Untereinheit b (17,3 kDa) hat iiber 75 % «-
helicalen Anteil und liegt im Enzym wahrscheinlich
als ein Dimer vor, dessen beide Monomere durch
zahlreiche Quervernetzungen miteinander (38,125)
ohne EinfluB auf die Enzymfunktion kovalent ver-
bunden werden konnen. Der sehr hydrophobe N-Ter-
minus bildet vermutlich einen Membrananker. Die
Struktur eines Teilpeptides (b1-33) wurde in apola-
rem Losungsmittel durch NMR bestimmt (38). Der
Bereich von b4-23 ist o-helical (Abb. 4). Markie-
rungsexperimente (74) zeigen, dall die Reste b23-26
im anschlieBenden Knick an der Membranoberflache
liegen. Die Prolinreste bP27 und bP28 sind der Be-
ginn einer neuen o-Helix. Mdglicherweise dient der
Knick dazu, den peripheren Teil der Untereinheit ab
b28 senkrecht zur Membran zu orientieren, so daf}
dieser als zweiter Stiel zwischen Fy und F; die mehr
als 10 nm Abstand zur Untereinheit & am F,; tiber-
winden kann. Allerdings kann die Linge der Unter-
einheit b ohne Funktionsverlust um 1,6 nm verkiirzt
oder verlidngert werden (143). Die vier C-terminalen
Reste sind dagegen notwendig, um & zu binden. Die
Interaktion dieser beiden Untereinheiten ist fiir die
Funktion des Enzyms essentiell (40). Der Kontakt

beider Untereinheiten wurde durch Quervernetzung

zuerst in Chloroplasten nachgewiesen (12) und in jlingerer Zeit in E. coli bestitigt (99,100);

allerdings ergeben sich unterschiedliche Auswirkungen auf die Funktion des Enzyms durch

die Quervernetzung: In E. coli ist durch ATP-Hydrolyse noch der Aufbau eines Protonengra-

dienten moglich (99). Die Quervernetzung der Untereinheiten in Chloroplasten (12) hemmt

dagegen dies ebenso wie die ATP-Synthese (vgl. auch 1.5.2).
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1.4.2 Die Untereinheiten des F,

1.4.2.1 Gemeinsame Strukturmerkmale von o und 3

Der Kronenregion genannte Teil besteht aus einer faférmigen B-Faltblattstruktur. Sie wird
aus den N-terminalen Enden der Untereinheiten o und B gebildet und trdgt vermutlich we-
sentlich zum Zusammenhalt der abwechselnd im Kreis angeordneten drei o- und B- Unterein-
heiten bei. Ein Vergleich der Kronenregionen von Mitochondrien, Chloroplasten und dem
thermophilen Bacillus PS3 zeigt in den beiden letzteren zusétzlich inserierte Aminosduren in
B, die zu den benachbarten Untereinheiten o hiniiberreichen und iiber eine verstarkte Wech-
selwirkung moglicherweise die zunehmende Hitzestabilitit dieser Enzyme bewirken (59).
Verianderungen in der Kronenregion fiihren nicht nur zur Destabilisierung des F;, sondern ha-
ben auch einen Einflul} auf die Protonentranslokation (64,65,77,92,178,179).

Das mittlere Drittel der Untereinheiten o und 3 wird durch a-Helices und B-Faltblatter cha-
rakterisiert. In thm liegen 6 Nukleotidbindungstaschen an den Grenzflichen zwischen den
Untereinheiten. Die drei Zentren, die iiberwiegend von der Untereinheit B gebildet werden,
sind die katalytischen Stellen. Auf die an der Katalyse beteiligten Reste wird spéter eingegan-
gen (vgl. 1.5.1). Zwischen den Untereinheiten B und vy gibt es einen rdumlichen Kontakt, der
sich oberhalb der Nukleotidbindungsstelle befindet und moglicherweise fiir die Katalyse von
Bedeutung sein konnte (50,105,107).

Das C-terminale Drittel der Untereinheiten o und B ist iiberwiegend aus o-Helices aufgebaut
und steht ebenfalls in engem Kontakt mit Untereinheit y. Auffdlligstes Merkmal ist eine
Schlaufe, die sich in Richtung des F;-Zentrum mit der dortigen Untereinheit y erstreckt und in
der Untereinheit 3 je nachdem, ob ein Nukleotid gebunden ist oder nicht, unterschiedliche Po-

sitionen einnimmt (s. u.).

1.4.2.2 Strukturelle Unterschiede zwischen o und 3

Die Struktur des mitochondrialen F; aus Rinderherzen (2, 52) ist zur Zeit die am hdchsten
aufgeloste und vollstandigste Struktur dieses Teilkomplexes der ATP-Synthase. Sie wurde an
Kristallen bestimmt, in denen das Enzym entweder durch hohe Konzentrationen DCCD (52)
oder das nicht hydrolysierbare ATP-Analogon AMP-PNP (2) gechemmt war. Da die DCCD-
Hemmung die Nukleotidbesetzung der Bindungsstellen verdndert (52, 170), wird im folgen-
den auf die Struktur mit AMP-PNP (2) eingegangen.
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Wihrend alle drei Kopien der Untereinheit o in dieser Struktur eine weitgehend einheitliche,
kompakte Struktur einnehmen, zeigt Untereinheit 3 zwei deutlich verschiedene Konformatio-
nen. Die geschlossene Konformation mit einem AMP-PNP oder ADP in der Nukleotidbin-
dungstasche dhnelt sehr der Struktur von o, an dessen drei Kopien im Kristall stets das ATP-
Analogon AMP-PNP gebunden ist (2). Die Untereinheit 3, an die kein Nukleotid gebunden
ist, zeigt hingegen eine offene, deutlich verdnderte Nukleotidbindungstasche und eine zur
Membran hin abgeklappte Schlaufe. Diese Konformationsunterschiede sind als strukturelles

Aquivalent zu katalytischen Zwischenstadien interpretiert worden (vgl. 1.5.2).

Abb. 5: Struktur der grofien Untereinheiten o und 3

Das Schleifenmodell zeigt Teile des mitochondrialen F; (52), da die Struktur des F, in E. coli nur eine geringe
Auflosung hat. Links und rechts von den langen, N- und C-terminalen a-Helices der Untereinheit v sind zur
Ubersichtlichkeit nur je eine Untereinheit o; und B aus dem oiB;-Hexagon dargestellt (in dem Schema des Ge-
samtenzyms links grau unterlegt). Die hauptsichlich aus B-Faltblittern bestehenden N-terminale Doménen von o
und B sind schwarz gegeniiber den Mittelbereichen mit den Nukleotidbindungstaschen hervorgehoben. Die eben-
falls schwarzen C-Termini besteht hauptséchlich aus o-Helices. Zwei dieser Helices bilden eine zu 7y orientierte
Schlaufe, deren Position sich in den verschiedenen Konformationen der drei Untereinheiten B stark unterscheidet.
Die ausgewdhlte Untereinheit B befindet sich in der offenen Konformation, wie an der im Vergleich zu Unterein-
heit o (geschlossene Konformation) weit nach unten abgeklappten C-terminalen Schlaufe zu erkennen ist.
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Die Bedeutung der C-terminalen Bereiche von o und B fiir die Kopplung und Katalyse ist
mehrfach belegt worden (102,106,122,132). Héaufig wurde dies mit einer Gruppe negativer
Ladungen in dem sogenannten DELSEED-Sequenzmotiv (3380-386) in Verbindung gebracht
(81,85), das in der C-terminalen Schlaufe der Untercinheit [ stark konserviert ist, in
Untereinheit oo aber nicht vorhanden ist (81,85). Eine Angleichung der entsprechenden
Aminoséduresequenz in o beschleunigt in den Mutanten die Katalyse, wihrend die Kopplung
der ATP-Hydrolyse an den Protonentransport stark geschwécht wird (64). In Untereinheit 3
konnen dagegen alle sauren Aminosduren ohne gravierende Funktionsverluste gegen ihre

Sdureamide (15) oder gegen Alanin ausgetauscht werden (63).

1.4.2.3 Untereinheit y

Untereinheit y (31,4 kDa) wird eine wesentliche Rolle bei der Kopplung des Protonentrans-
portes an den Substratumsatz zugeschrieben. In allen bisher bekannten Strukturen
(16,52,68,147) bilden der C- und N-Terminus des Proteins zwei lange o-Helices (Abb. 5). Sie
sind - zum Teil unterschiedlich stark - umeinander gewunden und reichen vom Zentrum des
oz f33-Hexagons bis zu den Untereinheiten ¢ des Fy. Der Mittelteil von y wurde erst vor kurzem
unabhingig voneinander im mitochondrialen F; (52) und einem Untereinheiten-Komplex aus
E. coli (124) strukturell mit atomarerAuflosung aufgeklirt. Der bakterielle Sub-Komplex be-
steht aus der verkiirzten Untereinheit y’, der Teile der N- und C-terminalen Helix fehlen, so-
wie der Untereinheit €. In beiden Fillen zeigt der mittlere Bereich von v eine dhnliche Struktur
aus B-Faltblattern, die zusammen ein Biindel bilden und oberhalb und unterhalb von je einer
o-Helix bedeckt werden. Die obere dieser beiden Helices enthélt viele positiv geladene Reste
und liegt im mitochondrialen Enzym unmittelbar unter der C-terminalen Schlaufe der Unter-
einheit B mit dem DELSEED-Motiv negativ geladener Aminoséduren. Dieser Kontaktbereich
wurde schon frither durch Quervernetzungen belegt (4,45). Neben diesem Strukturmotiv sind
bei der Untereinheit y aus E. coli noch zwei weitere o-Helices und ein -Faltblatt zu erken-
nen. Bis auf die beiden langen, terminalen Helices lassen sich die Positionen der iibrigen Se-
kundérstrukturen nicht mit einer vorher beschriebenen, schwach aufgeldsten 3D-Struktur (68)

in Einklang bringen, in der moglicherweise Elektronendichten falsch zugeordnet wurden

(124).
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Abb. 6: Der y'/e Komplexes aus E. coli

Diese Abbildung wurde aus der Arbeit von Rodgers und
Wilce (124) zusammengestellt und befindet sich als
Farbkopie zum Ausklappen im hinteren Einband. Zur
besseren Orientierung ist oben links ein Schema der
ATP-Synthase angedeutet.

Das Modell zeigt in der Mitte die Struktur der verkiirz-
ten Untereinheit y mit ihren beiden langen a-Helices.
Der Beginn der N-terminalen Helix links und das Ende
der C-terminalen Helix rechts fehlen in der verkiirzten
Untereinheit. Uber die Helices ist die Struktur der ent-
sprechenden Reste des mitochondrialen Enzyms so ge-
legt, das bestmdgliche Ubereinstimmung erzielt wird.
Daraus ergibt sich die Position der C-terminalen
Schlaufe von Untereinheit 3 oben rechts. Sie steht nicht
nur in engem Kontakt zur C-terminalen Helix von 7,
sondern auch zu einem Strukturmotiv des mittleren
Teils von 7. Hier ist ein Biindel von B-Faltblittern zwi-
schen zwei o-Helices gepackt, deren obere mit 3 wech-
selwirken konnte. Da von den Autoren (124) ionische
Wechselwirkungen zwischen Untereinheit y und 3 ver-
mutet werden, sind einige geladene Seitengruppen als
Stabmodell dargestellt.

Von der Untereinheit € ist nur die N-terminale Doméne gezeigt, die ein B-Faltblatt-“Sandwich* bildet. Es liegt
auf der linken Seite der beiden terminalen Helices von 7, mit denen es eine Kontaktflache bildet. Diese Kontakt-
fliche weist im unteren Bereich einen Spalt (Pfeil) zwischen € und 7y auf, der sich in Richtung der Untereinheiten
c offnet, die ebenfalls (unten links) in das Bild modelliert wurden. Der Spalt wird durch eine Schlaufe von vy be-
grenzt, die unmittelbar in die C-terminale Helix iibergeht.

Die gesamte Polypeptidkette auBerhalb der terminalen Helices liegt im y’/e-Komplex nahezu
ausschlieBlich auf der Seite der C-terminalen Helix, die von der N-terminalen Helix abge-
wandt ist. Auf der gegeniiberliegenden Seite bindet die Untereinheit €. Allerdings befindet
sich zwischen den zueinander gewandten Fldachen der beiden Untereinheiten eine Kluft, die
zum Fy hin gedffnet ist. Auch im mitochondrialen F; ist dieser Spalt zwischen den Unterein-
heiten y und & (=e-Homolog) zu sehen (52). Er wird von y mit den Resten y203-209 begrenzt,
an die sich unmittelbar die C-terminale Helix anschlie3t. Dort lassen sich die Untereinheiten y
und ¢ miteinander vernetzen (167,168).

Die beschriebenen Strukturmotive von 7y stimmen in generellen Ziigen mit denen der Unter-
einheit Yy des mitochondrialen F; iiberein. Sie unterscheiden sich jedoch insbesondere in der
Kriimmung und Lage der terminalen o-Helices (47), wie ein Vergleich von Abb. 5 und Abb. 6
zeigt (vgl. auch Abb. 37).
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1.4.2.4 Untereinheit &

Untereinheit & (19,3 kDa) soll Teil einer zweiten Verbindung zwischen Fy und F; sein, indem
der C-Terminus mit Untereinheit b interagiert. Entsprechende Quervernetzungen (12,13,100)
bestétigen dies, doch ist iiber die Art der Interaktionen ebensowenig wie iiber die daran betei-
ligten Strukturen Niheres bekannt. Der isolierte N-terminale Teil von & (81-134) bildet ein
Biindel aus sechs aneinander gelagerten o-Helices (175,176). Fluoreszenzresonanztransfer-
messungen im Chloroplasten-Enzym (41) belegen die Bindung an o und B an der mem-
branabgewandten Seite des F;-Kopfes ebenso wie Quervernetzungen (90,111). Die Bindung

wurde als stark genug eingeschitzt, um die bei der Katalyse vermuteten Krifte zu kompensie-

ren (67).

1.4.2.5 Untereinheit €

Die Untereinheit € (15 kDa) ist fiir die Bindung des F; an den F essentiell (145) und hemmt
den isolierten F; in seiner Hydrolyseaktivitit (146). Sie besteht aus einem N-terminalen Fal3
aus [-Faltblattern und zwei o-Helices des C-Terminus (Abb. 7), die durch eine Schlaufe mit-
einander verbunden sind (124). Die C-terminalen Helices konnen ohne Funktionsverlust dele-
tiert werden (88). Quervernetzungsexperimente deuten auf eine Ndhe zu den F;-
Untereinheiten o, B und y hin (27). Mit letzterer bildet die Untereinheit € einen Komplex, des-
sen Struktur aus E. coli atomar aufgelost ist (vgl. 1.4.2.3). Dies unterstiitzt die Interpretation,
daBl die N-terminale B-Faltblattdoméne von € zusammen mit Y die Kontaktflache des F; mit

dem Proteolipidzylinder des F ausbildet (27).

Die beiden a-Helices der Untereinheit € stehen im y'/e-Komplex fast rechtwinklig zueinander
und legen sich dadurch fast 180° um die terminalen Helices von 7. Sie sind in Richtung des
F,-Kopfes orientiert und der C-Terminus von € wiirde in dieser Konformation wahrscheinlich
Kontakt mit den groBen Untereinheiten o und 3 haben. In der Ausrichtung der Helices unter-
scheidet sich diese Konformation von allen anderen bisher verdffentlichten Strukturen der
isolierten Untereinheit € aus E. coli und des mitochondrialen F; (27,52,124,158,174). In die-
sen sind die beiden Helices (der zu € homologen mitochondrialen Untereinheit ) antiparallel
zueinander orientiert, wie dies auch Quervernetzungen innerhalb der Untereinheit vermuten
lassen (135). Moglicherweise sind die Positionen der Helices auch im Komplex sehr flexibel

und dndern ihre Lage (124).
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Abb. 7: Struktur der Untereinheit € im y’/e-Komplex aus E. coli

Diese Stereobilder sind der Arbeit von Rodgers und Wilce (124) entnommen. Sie zeigen die Faltung des Pepti-
driickgrates. Im oberen Bereich ist nur die Untereinheit € dargestellt, deren C-Terminus zwei o-Helices bildet,
wihrend der N-Terminus ein B-Faltblatt-“Sandwich* formt. Er ist durch zwei schwarze Helices teilweise ver-
deckt, die die Position der C-terminalen Helices in der Struktur der isolierten Untereinheit € wiedergibt. Im unte-
ren Bildteil ist die B-Faltblattstruktur von € im Komplex mit y* (schwarzes Riickgrat) deutlicher zu erkennen (vgl.
auch Abb. im hinteren Einband). Von der rechten Seite des Komplexes ausgehend l4uft die erste der beiden C-
terminalen o-Helices von € schrdg nach links oben. Die zweite Helix steht fast in 90° dazu und ist nach rechts
oben gerichtet. Dadurch umspannen die beiden Helices die Untereinheit y in der Mitte um fast eine halbe Dre-
hung.
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1.5 Der katalytische Mechanismus

Die ATP-Synthase wandelt unter H'-Transport reversibel ATP + H,O und ADP + P; ineinan-
der um, wobei die Reaktionsrichtung vom Phosphorylierungspotential und der Hohe des Pro-
tonengradienten abhingt. ATP-Hydrolyse ohne H'-Translokation wird auch durch den iso-
lierten F;-Teilkomplex katalysiert. Um in der folgenden Darstellung Konfusionen zu

vermeiden, wird vor allem auf diese Reaktionsrichtung eingegangen.

1.5.1 Der ,,binding-change*“-Mechanismus

BE181 ist der essentiell an der Katalyse beteiligte Rest, der ein Wassermolekiil fir den nu-
kleophilen Angriff (Sy2) auf die ,y-Phosphorsédure-Anhydridbindung des ATP aktiviert. Da-
neben sind noch weitere fiir die Katalyse, die ATP-Bindung und die Kooperation der drei ka-
talytischen Stellen wichtige Reste identifiziert worden, deren mogliche Bewegungen wihrend
der Katalyse ein von Weber et al. (169) vorgestelltes Modell sehr detailliert behandelt. Die
meisten der zur Zeit diskutierten Modelle nehmen den von Boyer (22,23) vorgeschlagenen
,Binding-change“-Mechanismus an. Das erste und wichtigste Postulat ist, dal in der ATP-
Synthese Energie nicht fiir die Knilipfung der Anhydridbindung verwendet wird, sondern fiir
die Verdnderung der Konformationen der katalytischen Stellen, durch die die scheinbaren Af-

finitdten fiir Substrate und Produkte geéndert werden.

"Binding-change'-Mechanismus

Abb. 8: ,,Binding-change*“-Mechanismus der ATP-Synthase

Dieses Schema (116) stellt den von Boyer postulierten Wechsel der Bindungsaffinitit dreier aktiver Zentren im
Enzym wihrend der Katalyse dar. Um ihren unterschiedlichen Zustand hervorzuheben, ist die Nukleotidbin-
dungsstelle mit der hohen Affinitét fiir ATP grau unterlegt und mit T (=,,tight binding*) benannt. Die schraffierte
Bindestelle hat eine geringere Affinitit (L=,,loose*), wihrend die dritte Bindungstasche gedffnet ist (O=,,0pen®)
und ADP + P; freisetzen oder ATP binden kann, wie die Pfeile in der linken Zeichnung andeuten. Durch diese
Bindung éndern alle katalytischen Zentren ihre Konformation. Dies geht einher mit der Bildung von ADP und P;
an der anfanglichen T-Stelle und der Freisetzung dieser Produkte aus der anfanglichen L-Stelle, die jetzt offen ist
und ein neues ATP binden kann. Nach dreien solcher Schritte sind alle katalytischen Zentren nach Hydrolyse von
3 ATP wieder im Ausgangszustand, so daf3 das Schema erneut durchlaufen werden kann. Betrachtet man den Re-
aktionsverlauf in der Gegenrichtung, erhélt man ein Modell fiir die ATP-Synthese
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In dem in Abb. 8 dargestellten Modell durchlaufen drei aktive Zentren nacheinander drei ver-
schiedenen Katalysestadien, wobei sich alle drei zum gleichen Zeitpunkt in unterschiedlichen
Konformationen befinden. Dies deckt sich nicht mit der im Enzym von Rinderherzmitochon-
drien gefundenen Nukleotidbesetzung der drei katalytischen Stellen, die das ATP-Analogon
AMP-PNP, ADP und kein Nukleotid gebunden haben (2). Es ist kein klarer Konformations-
Unterschied zwischen den Untereinheiten 3 zu erkennen, die ADP bzw. AMP-PNP gebunden
haben, nach dem ,Binding-change“-Mechanismus also unterschiedliche Konformationen
(,,tight* und ,,loose* in Abb. 8) haben sollten. Untersuchungen, nach denen die Inaktivierung
von nur einem katalytischen Zentrum durch Inhibitoren oder Mutagenese die kooperative Hy-
drolyse unterbinden, werden als funktionelle Konsequenz aus diesem Mechanismus interpre-

tiert (8,114).

Andere Experimente sprechen aber dafiir, dafl die Beteiligung von zwei katalytischen Zentren
fiir die volle Aktivitdt des Enzyms ausreichend ist (14). Ein weiterer Kritikpunkt an dem Me-
chanismus ist die Nukleotidbesetzung, die im Widerspruch zum Modell am ATP-hydrolysie-

renden F-Teilkomplex aus E. coli mit einem ATP und zwei ADP bestimmt wurde (171).

1.5.2 Die Rotationshypothese

Nach der Rotationshypothese dreht sich die Untereinheit y relativ zu den drei Untereinheiten
B, wobei die Konformation der katalytischen Zentren durch die relative Position zu y determi-
niert wird. Dadurch treibt die Konformationsverdnderung einer Bindestelle wihrend der ATP-
Hydrolyse nicht nur die Drehung von 7y an, sondern induziert durch die verdnderte Orientie-
rung von Yy die Konformationsédnderung aller anderen aktiven Zentren. Nach einer vollstindi-
gen Umdrehung der Untereinheit y haben alle drei aktiven Zentren einen katalytischen Zyklus
durchlaufen, drei ATP hydrolysiert und befinden sich wieder im Anfangszustand.
Untersuchungen an Teilkomplexen der ATP-Synthase aus dem thermophilen Bakterium PS3
bestatigen, daB die Substrat/Produkt-Affinititen der Nukleotidbindungsstellen im o;33-
Hexagon erst durch y unterschiedlich werden (83). Sie zeigen aber auch, daf o333 ohne y noch
substantielle ATP-Hydrolyse katalysieren kann (82,182), die Anwesenheit von 7y also fiir die
Hydrolyse des ATP nicht essentiell ist.
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Die Bewegung der Untereinheit ¥ in Abhéngigkeit von den gebundenen Nukleotiden und der
Katalyse ist in verschiedenen Experimenten gezeigt worden. Von den zahlreichen Quervernet-
zungsexperimenten sind besonders die von Zhou et al. (166,186) zu erwihnen, die im aktiven
FoF, eine Lageverdnderung der Untereinheit 7y relativ zu den Untereinheiten [3 zeigen. Sabbert
et al. (127) konnten mit Hilfe einer Fluoreszenzpolarisationsmethode am immobilisierten F;-
Teilkomplex eine Drehung der am C-Terminus von 7y befestigten Fluoreszenzsonde von min-
destens 280° beobachten, woraus auf eine Rotation geschlossen wurde. Noji ef al. banden an
die Untereinheit y ein fluorochrom-markiertes Aktinfilament. Die Rotation dieses Filaments
konnte im Fluoreszenzmikroskop bei PS3 (110) und E. coli (109) in 120°-Schritten
(3,66,128,181) beobachtet werden. Fiir die Drehung wurde ein Drehmoment von 50 pN*nm
berechnet (113). Allerdings ist die Héufigkeit von in eine Richtung drehenden Filamenten
sehr gering und die liberwiegend beobachtete Pendelbewegung konnte auch auf einen Mecha-
nismus mit zwei aktiven Zentren hinweisen (14). In einer ausfiihrlichen Diskussion von
McCarty et al. (98) wird argumentiert, da3 keines der angefiihrten Resultate ein zwingender
Rotationsbeweis sein miisse. Tatsdchlich sind auch Quervernetzungen zwischen y und o/} be-

schrieben (103), die die Katalyse nicht im erwarteten Ausmal storen.

Die Rotation wurde auch beobachtet, wenn das fluoreszierende Filament an € gebunden wurde
(84). € bildet im F; einen Komplex mit y (vgl. 1.4.2.3). Mittlerweile wurden solche Untersu-
chungen auch mit einem am C-Terminus der Fo-Untereinheit ¢ eines solubilisierten Komple-
xes befestigten Filaments durchgefiihrt, allerdings mit widerspriichlichen Resultaten (129,

157), die den vorgeschlagenen Rotorkomplex yeco.j» (s. u.) noch nicht beweisen.

1.5.3 Die Kopplungsmodelle

Die Diskussion um den Mechanismus der Kopplung zwischen der reversiblen ATPase-
Reaktion und der Protonentranslokation wird zur Zeit von Modellen beherrscht, die eine starre
Verbindung zwischen y und € im F; und dem Proteolipidzylinder im F, annehmen. Bisher ist
eine Quervernetzung der drei Untereinheiten bekannt, die zu keiner Funktionsstérung fiihrt
(M. Yoshida und S. P. Tsunoda, pers. Mitteilung), dagegen aber auch Quervernetzungen von y
mit ¢, die die Kopplung beeintrdchtigen (135). Der Komplex soll als ein Rotor arbeiten, der
durch die ATP-Hydrolyse am F; angetrieben wird und Protonen iiber die Membran pumpt.

Um diese Drehung sowohl relativ zu o35 als auch zu Untereinheit a auszufiihren, muf} eine
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weitere Verbindung dieser Untereinheiten durch b und 6 postuliert werden, die ein Mitdrehen
mit dem Rotor verhindert. Dieser zweite Stiel ist bisher strukturell nur durch Computerverar-
beitung vorsortierter, elektronenmikroskopischer Aufnahmen gezeigt worden. Je nach Autor
sind eine (91), zwei (112,173) oder drei (20) Verbindungen zwischen F, und F; vorhanden. Es
ist aber tliber eine Quervernetzung zwischen den Untereinheiten y und b berichtet worden, die
nicht die Aktivitdt unterbindet (51). Andererseits hemmt im Chloroplasten-Enzym eine Quer-
vernetzung zwischen der zu b homologen Untereinheit I und & den Protonentransport (12).
Dariiber hinaus ist schwierig zu verstehen, warum ein auf der cytoplasmatischen Schlaufe von
¢ bindender Antikorper die vorgeschlagene Drehung am zweiten Stiel vorbei nicht sterisch

blockiert (17).

Abb. 9: Modelle des gekoppelten Protonentransports

Die linke Seite zeigt eine funktionelle Schemazeichnung des Fy nach dem Modell von Junge et al. (80). Auf der
rechten Seite ist das von Dimroth et al. (37) entworfene Modell in ein strukturelles Schema der ATP-Synthase
integriert. Beide sind leicht modifiziert.

Das linke Modell (A) zeigt den Fy-Teil der ATP-Synthase. Hier sind in Untereinheit a zwei Halbkanéle vorhan-
den, die von der Cytoplasma- bzw. Periplasma-Seite her zugéinglich sind. Beide Kanile sind in der Mitte der
Membran voneinander getrennt. Die Protonen besetzen die Bindungsstellen auf den Untereinheiten ¢, deren beide
transmembranen Helices flir eine Untereinheit exemplarisch angedeutet sind. Der Weg eines einzelnen Protons
kann entlang des Pfeiles verfolgt werden. Das Proton erreicht durch den cytoplasmatischen Protonenkanal seine
Bindestelle auf einer Untereinheit c. Die durch die ATP-Hydrolyse angetriebene Drehung des Proteolipidzylin-
ders transportiert die Untereinheit mit dem gebundenen Proton fast eine komplette Umdrehung, bis der periplas-
matische Protonenkanal in Untereinheit a erreicht ist. Hier wird das Proton an das Periplasma abgegeben.

Im rechten Modell (B) sind die Kationen-Bindungstaschen (mit dem essentiellen Rest ¢cD61) fiir die als Kugeln
modellierten Ionen an der Untereinheit ¢ vom Cytoplasma her frei zugénglich. Eine Drehung des Ringes aus Un-
tereinheiten c transportiert die Ionen zu einem vom Cytoplasma her unzugénglichen Kanal in Untereinheit a,
durch den sie ins Periplasma gelangen. Der Proteolipid-Zylinder ist starr mit den F,-Untereinheiten y und € ver-
bunden, deren gemeinsame Drehung durch ATP-Hydrolyse im F; angetrieben wird. Um ein Mitdrehen des o35-
Hexagons zu verhindern, wird eine zweite Verbindung (b,8) zwischen Fy und F; angenommen.

In dem von Junge et al. (80) sowie Vik et al. (162) vorgeschlagenen Modell (Abb. 9A) liegen

die protonierbaren Aminosduren cD61 der Untereinheiten ¢ auf der Hohe der Membranmitte.
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Sie sind in allen Untereinheiten des Zylinders protoniert, die Kontakt zur Membran haben.
Hier erlaubt die hydrophobe Umgebung keine negativ geladene Aspartatgruppe, wihrend Un-
tereinheiten c, die in Kontakt mit Untereinheit a stehen, nicht protoniert sind. Diffundiert ein
Proton durch den Protonenkanal in Untereinheit a aus dem Cytoplasma zu einem unproto-
nierten cD61, so kann der Proteolipidzylinder weitergedreht werden. Dadurch wird eine ande-
re, protonierte Untereinheit ¢ im Proteolipidring so weit gedreht, daB3 sie nun nicht mehr mit
der Membran, sondern mit einem Teil der Untereinheit a in Kontakt steht. Die sich hier in
Untereinheit a befindenden Ladungen, darunter aR210, erzwingen die Abgabe des Protons an
einen zweiten Kanal, durch den es ins Periplasma abgegeben wird. Da im Ausgangszustand
alle der Membran zugewandten Reste cD61 protoniert sind, fithrt schon die erste Drehung des
Proteolipidzylinders zu einem Netto-Protonentransport. Dabei sind allerdings das aus dem
Cytoplasma aufgenommene und das ins Periplasma abgegebene Proton nicht identisch. Pro-
blematisch ist in diesem Modell die unterschiedliche Stochiometrie von ATP und H+. Die
Untereinheit y rotiert vermutlich in 120° Schritten (s. 0.) wahrend der Proteolipidzylinder in
Abhingigkeit von der tatsdchlich vorhandenen Anzahl der Untereinheiten ¢ nur ungefédhr 30°
(bei Annahme von 12 Kopien) pro Proton drehen wiirde. Als Losung fiir dieses Problem der
unterschiedlichen Drehwinkel wurde eine Torsion der Untereinheit y vorgeschlagen, die bis-

her aber nur theoretisch in Simulationen getestet wurde (116).

Das Modell von Dimroth (37) schldgt dagegen nur einen Teilkanal in a und vom Cytoplasma
her zugingliche Kationenbindungsstellen vor. Kationen (Na" bzw. H') werden zunichst an
die Aspartatreste der Untereinheiten ¢ des Proteolipidzylinders gebunden. Eine anschlieBende
Drehung des Zylinders um eine Untereinheit ¢ bringt eine beladene Bindungsstelle der Unter-
einheit ¢ in Kontakt zu dem Protonenkanal, durch den die Ionen ins Periplasma gelangen. Ne-
ben cD61 spielt auch in diesem Modell aR210 eine entscheidende Rolle, das fiir die Ubertra-
gung der Protonen vom Proteolipid auf den Protonenkanal in a verantwortlich sein soll.

In beiden Modellen wird der Protonenstrom durch die Katalyse der ATP-Hydrolyse kontrol-
liert, die fiir die Rotation des Proteolipidzylinders Voraussetzung ist. Die Stochiometrie zwi-
schen Protonen und ATP wird noch kontrovers diskutiert. Die fiir E. coli an ganzen Zellen
ausgefiihrten Bestimmungen (133) ergeben 3 H/ATP, wihrend eine genaue Bestimmung bei
Chloroplasten 4 H'/ATP ergeben hat (159). Moglicherweise konnte dieses Verhiltnis in be-
stimmten Grenzen zwischen den Spezies aber auch ebenso unterschiedlich sein wie die An-

zahl der Proteolipide im F, (46,137).
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1.6 Arbeitshypothese

Trotz einer Vielzahl von Modellen ist der Mechanismus der Kopplung zwischen Substratum-
setzung und Protonentranslokation in der ATP-Synthase noch unklar. Einigkeit herrscht dar-
iber, daf die Untereinheit y eine wichtige Rolle spielt. Thr herausragendes Strukturmerkmal
sind zwei lange o-Helices (52), die von den N- und C-terminalen Enden gebildet werden.
Nicht zuletzt diese Struktur hat es nahe gelegt, die Untereinheit als rotierende Achse im En-
zym zu postulieren (2,115). Eine gezielte Storung der Sekundérstruktur ist aber bisher nicht
versucht worden, obwohl sie eine grundlegende Annahme der Rotationshypothese testen wiir-
de. Daher wurden der o-Helix-Brecher Prolin und das helixdestabilisierende Glycin (31)
durch gerichtete Mutagenese in die N- und C-terminalen Bereiche der Untereinheit y aus E.
coli eingefiihrt. Die Mutagenese konzentriert sich insbesondere auf den Bereich y236-245 in
der C-terminalen Helix. Er liegt am Unterrand des F,-Kopfes, wo y engen Kontakt zu den C-
terminalen Schlaufen aus o und B hat. Eine Auf- und Abbewegung dieses Bereiches wihrend
der Katalyse konnte eventuell zur Energieilibertragung von den katalytischen Zentren auf y
dienen (94). Die Untersuchungen wurden auf den benachbarten Bereich der N-terminalen He-
lix aus 'y ausgeweitet. Um die mogliche Interaktion der beiden Helices in diesem Bereich dif-
ferentiell beurteilen zu konnen, wurde ein konservierter Rest an der Kontaktfliche der beiden

Helices im oberen Bereich des N-Terminus ebenfalls untersucht.



2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Arbeiten

Die genetische Manipulation der ATP-Synthase mit Hilfe molekularbiologischer Techniken
bildete die Grundlage der durchgefiihrten Mutagenesestudien. Der Modellorganismus E. coli
bot hier den Vorteil, daB fiir die notwendigen Versuche fast durchgingig fest etablierte Stan-
dardtechniken vorhanden sind. Sie wurden dem Laborhandbuch von Sambrook (130) ent-
nommen und, falls notwendig, nach den Herstellerangaben der eingesetzten Enzyme modifi-
ziert. DNA wurde durch Anionenaustauscher-Chromatographie isoliert, wobei Materialien der
Firma Qiagen (Hilden) nach den mitgelieferten Protokollen eingesetzt wurden.
Ausgangspunkt flir die molekularbiologischen Arbeiten war das Plasmid pDP34 (vgl. 2.1.4),
das die Gene fiir alle Untereinheiten der ATP-Synthase in einem Operon enthélt.

2.1.1 PCR-gerichtete Mutagenese

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) nutzt die Fahigkeit der DNA-Polymerase, von einem
vorhandenen DNA-Strang eine Kopie zu erstellen. Dazu ist die Bindung von kurzen, komple-
mentdren Oligonukleotiden als Startermolekiile an die zu kopierenden Matrizen-Strange not-
wendig. Diese Molekiile werden durch Einbau von Nukleotiden komplementir zur Vorlage
verldngert. In den neu entstandenen DNA-Stringen sind die eingesetzten Oligonukleotide
vollstindig eingebaut.

Die PCR-gerichtete Mutagenese (10) verwendet Oligonukleotide mit Sequenzabweichungen
als Startermolekiile. Die verdnderte Sequenz wird in die neuen DNA-Molekiile eingebaut, so
daB3 diese eine Mutation tragen. Diese mutierten DNA-Molekiile dienen in einer zweiten PCR
als Startermolekiile, um ein DNA-Produkt zu erhalten, das auf beiden Seiten der Mutation Re-
striktionsschnittstellen besitzt, die das Einfligen der mutierten anstelle der unverdnderten Se-

quenz in das Expressionsplasmid pDP34 erlauben.
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2.1.1.1 Konstruktion der Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit benutzten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebers-
berg) synthetisiert. Da sie in das spdter klonierte Produkt eingebaut wurden, wurden sie vor
ithrer Lieferung durch HPLC von allen Nebenprodukten mit falscher Sequenz getrennt.

Die Konstruktion geeigneter Oligonukleotide wurde durch Sequenzanalysen mit dem Pro-
gramm gcg (Generic Computer Group) erleichtert. Sie sollten zum einen moglichst gut an die
Matrizen-DNA binden, zum anderen aber auch keine Konkurrenzreaktionen eingehen.

Die Bindungsstirke des Oligonukleotides charakterisiert der Schmelzpunkt. Bei dieser Tem-
peratur 16st sich ein gebundenes Oligonukleotid von der DNA wieder ab. Aus diesem Grund
wurden stets Oligonukleotide eingesetzt, deren Schmelzpunkt unter PCR-Bedingungen min-
destens 4 °C hoher lag als die Temperatur in der Bindungsphase der PCR. Da GC-Basenpaare
die Bindung stirker stabilisieren als AT-Basenpaarungen, wurde der GC-Gehalt moglichst
tiber 40 % gehalten. Auflerdem endete das Oligonukleotid am 3’-Ende vorzugsweise mit min-
destens 2 G oder C, um die Bindung am Startpunkt der Polymerasereaktion zu verstédrken.

Die Bindung an die Matrizen-DNA kann aber auch durch Konkurrenzreaktionen behindert
werden. Enthélt das Oligonukleotid komplementére Abschnitte, so konnen diese miteinander
paaren. Dadurch entstehen haarnadelférmige Strukturen, in denen die Basenpaare nicht mehr
frei sind fiir die Bindung an einen anderen DNA-Strang. Ebenfalls vermieden werden mufite
die Bildung von Dimeren, in denen sich zwei Oligonukleotide aneinander lagern. Da stets
zwei Oligonukleotide eingesetzt wurden, mufite sowohl die Moglichkeit von Homo- als auch
von Heterodimeren minimiert werden. Zusétzlich wurde tiberpriift, ob sich in der Matrizen-
DNA eine weitere mogliche Bindungsstelle fiir die Oligonukleotide befand, die zu falschen
Produkten hétte fiihren konnen.

Im Falle der flankierenden Oligonukleotide (Tab. 1) konnten die obigen Voraussetzungen
durch die Wahl der Bindestelle an der Matrizen-DNA erreicht werden, die flexibel war. Sie
muBte lediglich auBBerhalb der beiden Klonierungsstellen liegen. Intergenische Bereiche wur-
den vermieden, da sich dort hdufig Sekundarstrukturen in der DNA bilden, die die Bindung
behindern. Mit den gleichen Oligonukleotiden konnte spiter sequenziert werden (vgl. 2.1.2).
Im Falle der Mutageneseoligonukleotide waren die oben ausgefiihrten Anforderungen schwie-
riger zu erfiillen, denn die Position der Bindungsstelle war durch die gewiinschte Mutation
vorgegeben. Dariiber hinaus mufite dieses Oligonukleotid beiderseits der Mutagenesestelle
hinreichend fest an die Matrizen-DNA binden. Denn es war nicht nur in der ersten PCR das

Startermolekiil, es war auch in der zweiten PCR der Teil des PCR-Produktes, der von der
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DNA-Polymerase verldngert wurde. Dies erforderte sehr lange Oligonukleotide mit etwa 40
Basenpaaren, die zur Bildung von Haarnadelstrukturen und Dimeren neigten. Um dies zu ver-
hindern, muflten bei Mutationen von yS34 verkiirzte Oligonukleotide eingesetzt werden. Es
wurde der komplementire Bereich verkiirzt, der erst in der zweiten PCR verldngert wurde, in
der die zusétzlichen Basenpaare des PCR-Produktes die Bindung an die DNA-Matrize stabili-

sierten.

Mutation |Beginn 5’ Sequenz 3" Ende

VWI3AP | 4869 GATCTTTTGCGTGTTCTGagsGCTTGCGATCTTACTACG 4831
WI13G,C | 4869  GATCTTTTGCGTGTTCTGacmGCTTGCGATCTTACTACG 4831

YS34P 4923  GCGATCCTGagsTTTACGCATTTTGGAAGCGGCG 4890
vS34G 4923  GCGATCCTGacmTTTACGCATTTTGGAAGCGGCG 4890
YA236P 5537 CGGGCGGCCTGCTCGCTagsCAGGTTTTCAACCACGC 5502
YA236G,C | 5537  CGGGCGGCCTGCTCGCTacmCAGGTTTTCAACCACGC 5502
YA241P 5558 CTTTCATCGCCACCATACGCggGGCCTGCTCGCTGGCC 5517
YA245P 5565 GTCGGTCGCGGCTTTCATcggCACCATACGGGCGGCC 5529
Name Beginn 5’ Sequenz 3" Ende
Rostl 5190 CTCCGTGGGCGGCAATGTTG 5209
Rostll 5736 CGGCGCCGATTACCTAC 5718
RostlIl 5358 CGGAACCTGAGACATGG 5342
RostVI 4565 GCAGCAGAACGTGGTTACC 4583

Tab. 1: Basensequenz der eingesetzten Oligonukleotide.

Grof3buchstaben entsprechen den Sequenzen im unc-Operon, deren Position nach der Numerierung von (165)
angegeben sind. Oligonukleotide, die dem nichtcodogenen Strang entsprechen, beginnen bei einer héheren Posi-
tion als sie enden. Klein geschriebene Buchstaben kennzeichnen das mutierte Codon, wobei s fiir ein Gemisch
gleicher Mengen G und C steht, m fiir A und C. Die urspriinglichen Aminosauren, ihre Position und die neuen
Reste (bei zweien durch Komma getrennt) ergeben die Bezeichnung der untersuchten Mutanten.

Die Mutagenesestelle selber war in ihrer Sequenz auf die Basentripletts der gewlinschten
Aminosdure festgelegt. Die Auswahl wurde weiter eingegrenzt durch seltene Codons, die in
den Genen der ATP-Synthase praktisch nicht benutzt werden (165). Da sie die Proteinexpres-
sion beeintrachtigen kénnen, wurden sie nicht verwendet. Um den Mutageneseaufwand zu
verringern, wurde eine gerichtete Mehrfachmutagenese durchgefiihrt. Hierbei wurde ein Ba-
sengemisch aus zwei anstatt einer Base bei der Synthese des Oligonukleotides in der Mutage-
nesestelle eingesetzt. Dies ermoglichte das parallele Erzeugen einer zweiten Mutation ohne
nennenswerten Mehraufwand bei der anschlieBenden Identifikation durch Sequenzierung. Die

konstruierten Oligonukleotide sind in Tab. 1 aufgelistet.
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2.1.1.2 Durchfiihrung der ersten PCR
In der ersten PCR wurde ein Bereich des Plasmides pDP34 mit dem zu mutierenden uncG-
Gen vervielfiltigt. Dabei wurde die von der Vorlage abweichende Sequenz des verwendeten

Mutageneseoligonukleotid in die neu synthetisierte DNA eingebaut.

Die Reaktion fand in einem Cetus-Thermocycler (PerkinElmer) statt. Der Reaktionsansatz
enthielt in 20 pl Reaktionspuffer 10 mM aller vier Desoxynukleotide als Substrat fiir die
DNA-Neusynthese. Als Startermolekiil fiir die Kettenverldangerung wurden je 10 pmol des
flankierenden und des Mutageneseoligonukleotides eingesetzt, wihrend 5 ng pDP34 als Ma-
trizen-DNA dienten. Die jeweils eingesetzten Oligonukleotide sind dem Mutageneseschema
(Abb. 10) zu entnehmen. Um ein Verdampfen zu verhindern, wurde der Ansatz mit 50 pl ste-
rilfiltriertem Mineraldl iiberschichtet.

Die PCR wurde in 30 Zyklen durchgefiihrt, die sich jeweils in drei Phasen unterteilten (Tab.
2). In der Denaturierungsphase wurde der Ansatz so weit erhitzt, daf3 sich die doppelstrangige
DNA voneinander trennte. Um am Anfang der PCR eine vollstindige Trennung der Plasmid-
strange zu gewdhrleisten, wurde im ersten Zyklus linger und bei erhdhter Temperatur denatu-
riert. Da dies auch die DNA-Polymerase teilweise inaktiviert hitte, wurde 5 pl (1 U) der ver-
diinnten Polymerase erst in der darauffolgenden Bindungsphase hinzugegeben. Hier wurde die
Temperatur so weit gesenkt, da3 die Oligonukleotide an die Matrizen-DNA binden konnten.
Sie wurden in der Verldngerungsphase von der Pfu-Polymerase (Stratagene) verldngert. Die-
ses Enzym arbeitet bei 72 °C optimal und besitzt eine sehr geringe Fehlerrate (10°), die Se-
quenzabweichungen durch falsch eingebaute Nukleotide minimierte. Die Dauer der Verldange-
rungsphase richtete sich nach der GroBle des neu zu synthetisierenden Stranges, wobei fiir
1000 Basenpaare 1-2 Minuten kalkuliert wurden. Die Verldngerungsphase des letzten Zyklus-
ses wurde verldngert, damit alle Stridnge vollstindig zu Ende synthetisiert wurden und die Po-
lymerase nicht mehr an die DNA gebunden war. AnschlieBend wurden die Proben auf 4 °C

abgekdihlt.

Zyklus 1 2-29 30
Denaturierungsphase | 5 min 94 °C | 1 min 93 °C | 1 min 93 °C
Bindungsphase 2min 54 °C | 1 min 53 °C | 2 min 53 °C
Verlidngerungsphase | 1 min 72 °C | 1 min 72 °C | 5 min 72 °C

Tab. 2 : Programm der ersten PCR

Die Tabelle gibt die unterschiedliche Dauer und Temperatur der einzelnen Phasen an. Da Zyklus 1 und 30 von
den anderen Zyklen abweichen, sind sie separat angegeben. Nach der PCR wurden die Proben auf 4 °C abge-
kiihlt.
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Abb. 10: Mutageneseschema

Die Zeichnung veranschaulicht die PCR-Mutagenese in dem Plasmid pDP34. Die gezackten Enden begrenzen
einen Ausschnitt, in dem Gene als Blockpfeile in Richtung ihrer Ablesung dargestellt sind und intergenische Be-
reiche als einfache Linie. Die zur Klonierung benutzten Restriktionsschnittstellen sind durch senkrechte Striche
gekennzeichnet. Einfache Pfeile symbolisieren die gebundenen Oligonukleotide, die durch PCR in Pfeilrichtung
zu den als Doppellinien dargestellten Produkten verlangert wurden. Da ein Strang des ersten PCR-Produktes als
Startermolekiil in der zweiten PCR eingesetzt wurde, wurde seine Verldngerungsrichtung durch eine Pfeil ange-
deutet. Die durch einen Kasten markierte Sequenzabweichung wurde aus dem zweiten PCR-Produkt anstelle der
Ausgangssequenz in den Expressionsvektor pDP34 kloniert.

2.1.1.3 Auftrennung und Aufreinigung der PCR-Produkte
Die PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese in einem horizontalen Agarosegel aufge-
trennt. Die Bande mit der gewlinschten Grof3e wurde ausgeschnitten und die DNA daraus elu-

iert, um in der zweiten PCR eingesetzt zu werden.

Nach der PCR wurde das Mineral6l abgenommen und der Ansatz mit DNA-Probenpuffer ge-
mischt. Der gesamte Ansatz wurde auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen, das mit DNA-
Elektrophoresepuffer liberschichtet war. Der Vergleich mit 0,5 pug eines geeigneten Groflen-
standards erlaubte nach 2 Stunden Gelelektrophorese bei 65 mA eine Groflenabschitzung der
entstandenen PCR-Fragmente. Hierzu wurde das Gel auf einen Blaulicht-Leuchtschirm (Mo-
BiTec) mit einer Filterbrille betrachtet, die nur oranges Fluoreszenzlicht durchlie. Im Ge-

gensatz zu ultravioletter Strahlung schidigte das Blaulicht die DNA nicht, sondern regte nur
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die Fluoreszenz des daran gebundenen Ethidiumbromides an. Die Gelbereiche mit Banden in
der erwarteten GroBe der PCR-Produkte wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die DNA
wurde durch Aufschmelzen der Agarose und anschlieBende Anionenaustauscherchroma-
tographie (Qiaex, Qiagen) wiedergewonnen, um in der zweiten PCR eingesetzt zu werden.

Der Erfolg der Elution wurde vorher durch Gelelektrophorese (siehe oben) iiberpriift.

DNA-Elektrophoresepuffer: Agarosegel-Losung:
40 mM  Tris 20 g/l Agarose
20 mM NaAcetat I mg/l Ethidiumbromid
I mM EDTA in DNA-Elektrophoresepuffer

pH 7,5 mit Essigsdure

DNA-Probenpuffer:

1 g/l Bromphenolblau
50 % Glycerin (v/v)
in DNA-Elektrophoresepuffer

2.1.1.4 Durchfiihrung der zweiten PCR
Das Produkt der ersten PCR enthielt neben der gewiinschten Mutation bereits eine Klonie-
rungsstelle. Um die zweite Klonierungsstelle auf der anderen Seite der Mutation zu erzeugen,

wurde die DNA in einer zweiten PCR verldngert.

Diese PCR gleicht in ihrer Durchfiihrung der ersten PCR. Allerdings wurde hier statt des Mu-
tageneseoligonukleotides das Produkt der ersten PCR eingesetzt. Da es sich hierbei um einen
Doppelstrang handelte, konkurrierte die Bindung des komplementiren Stranges mit der Bin-
dung an die Matrizen-DNA. Um letzteres zu begiinstigen, wurde die 10fache Menge der Plas-
mid-DNA eingesetzt.

Aus dem Mutageneseschema (Abb. 10) geht das eingesetzte zweite flankierende Oligonu-
kleotid hervor. Es band im Gegensatz zu dem der ersten PCR in der entgegengesetzten Orien-
tierung und auf der anderen Seite der Mutagenesestelle, so dafl in das Endprodukt eine zweite
Klonierungsstelle eingebaut wurde. Die Temperatur der Bindungsphase wurde dem Schmelz-
punkt des flankierenden Oligonukleotides angepalit (Tab. 3). Die Dauer wurde verldngert,
damit das mehrere hundert Basenpaare lange Produkt der ersten PCR genug Zeit fiir eine Bin-

dung hatte.
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Zyklus 1 2-29 30
Denaturierungsphase | 5 min 94 °C | 1 min 93 °C | 1 min 93 °C
Bindungsphase 3 min 54 °C | 3 min 53 °C | 6 min 53 °C
Verlidngerungsphase | 1 min 72 °C | 1 min 72 °C | 5 min 72 °C

Tab. 3: Programm der zweiten PCR

Die Tabelle gibt die unterschiedliche Dauer und Temperatur der einzelnen Phasen an. Da Zyklus 1 und 30 von
den anderen Zyklen abweichen, sind sie separat angegeben. Nach der PCR wurden die Proben auf 4 °C abge-
kiihlt.

2.1.1.5 Klonierung der mutierten Fragmente
Die Produkte der zweiten PCR enthielten singulidre Erkennungssequenzen fiir zwei Endonu-
kleasen, die auch in pDP34 nur jeweils einmal schnitten. Nach Restriktion mit diesen und

Gelelution konnten sie in pDP34 kloniert werden.

Die von Mineraldl befreiten Ansitze der zweiten PCR wurden ebenso wie das Plasmid pDP34
iiber Nacht bei 37 °C einer Doppelrestriktion unterzogen. Die geeigneten Reaktionsbedingun-
gen wurden durch Zugabe von 10fach konzentriertem Reaktionspuffer der Hersteller einge-
stellt. Bei Mutationen im N-terminalen Bereich der Untereinheit Y wurden die Endonukleasen
Stul und Sful (Roche) benutzt. Wurde der C-Terminus mutiert, wurde mit Rsrll und Pmel
(NEB) restringiert. Der Vektor wurde dariiber hinaus mit alkalischer Phosphatase (Roche) de-
phosphoryliert, um in der anschlieBenden Ligation keine Selbstreligation zu erlauben. Die mit
DNA-Probenpuffer versetzten Proben wurden durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
und DNA-Fragmente mit der erwarteten Grof3e eluiert (vgl. 2.1.1.3). Die Konzentration im
Eluat wurde durch Gelelektrophorese eines Aliquots und Vergleich mit bekannten DNA-Men-
gen abgeschatzt.

Anschlieend wurde das Fragment mit dem Vektor ligiert. Dazu wurden 15 fmol Fragment
mit 5 fmol Vektor und 5 U T4-DNA-Ligase (Roche) im entsprechenden Ligationspuffer ge-
mischt. Die Ligation erfolgte liber Nacht bei 4 °C, um die Ligation glatter Enden zu erlauben.
Die Hilfte des Ligationsansatzes wurde in kompetente XL1-Blue-Zellen transformiert (vgl. 0).
Von den Kolonien wurden Kulturen angezogen und Plasmid-DNA durch partielle Lyse und
Anionenaustauscherchromatographie (Qiaspin, Qiagen) isoliert. Ausbeute und Grofle wurden

auf einem 0.75%igen Agarosegel iiberpriift, bevor die Plasmide sequenziert wurden.
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2.1.2 DNA-Sequenzierung

Nach der gerichteten Vielfachmutagenese klérte eine erste Sequenzierung der Plasmide, ob
und welche der moglichen Mutationen eingefiihrt worden waren. Sie wurde nach der Ketten-
abbruchmethode von Sanger (131) durchgefiihrt. Bei mutierten Plasmiden wurden zusitzliche
Sequenzabweichungen ausgeschlossen, indem der klonierte Bereich inklusive Restriktions-
schnittstellen sequenziert wurde. Die Ergebnisse wurden durch eine Auftragssequenzierung
bei der Firma MWG-Biotech bestitigt. Nach derselben Strategie wurde bei dem Uberex-

pressionsvektor pCYB1y (vgl. 2.1.3) vorgegangen.

Um einzelstringige DNA zu erhalten wurden 3 ug der Plasmide in 0,4 M NaOH fiir 10 min
bei Raumtemperatur alkalisch denaturiert und anschlieend mit Ethanol geféllt. Nach Resus-
pendieren in Bindungspuffer, dem 10 pmol Oligonukleotid zugefiigt wurden, band dieses bei
37 °C an die Plasmid-DNA. Die Neusynthese des DNA-Stranges erfolgte durch T7-DNA-
Polymerase (Pharmacia) unter Einbau von [0->>P]-dATP zur radioaktiven Markierung. Die
Strangverldngerung wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt und durch Einbau von Dide-
soxynukleotiden kontrolliert abgebrochen.

Die Gelelektrophorese der DNA-Fragmente, die mit bekanntem Nukleotid endeten, erfolgte in
einer vertikalen S2-Gelapparatur von Gibco. Durch die denaturierenden Bedingungen im
4%igen Polyacrylamid-Harnstoff-Gel wurden sie nach ihrer Lénge in Basenpaaren aufge-
trennt. Nach 2 h mit 60 W wurde das zur Stabilisierung auf einer Glasplatte gebundene Gel in
10%iger Essigsédure fixiert, getrocknet und mit einem Rontgenfilm (Kodak) belegt. Nach einer
Autoradiographie iiber Nacht wurde der Film entwickelt und aus dem Bandenmuster die

DNA-Sequenz ermittelt.
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2.1.3 Konstruktion eines Fusionsproteins mit Untereinheit y

Die Isolation der nativen Untereinheit y
aus E. coli ist priparativ sehr aufwendig

und liefert vergleichsweise geringe Aus-

beuten. Deswegen wurde die Untereinheit

L o . 16397
Y mit einem Protein fusioniert, das aus ei-

pCYBIy
7639Bp  j4s50

uncC

nem Inteinelement und einer Chitin-

Binde-Doméne besteht (29). Durch letz-

tere ist eine schnelle und effiziente Auf-

3975 3784
. . e amp \
reinigung mittels Affinititschromatogra-

phie moglich. Erstere ist eine urspriing- CBD
lich aus Hefe stammende Aminosaurese-

quenz, die unter reduzierenden Bedin- Abb. 11: Plasmidkarte pCYB1y

Die Plasmidkarte zeigt das aus dem Plasmid pCYB1 (28)

konstruierte Plasmid pCYB1Y in seiner zirkuldren Form.

auslost. Dadurch werden das Inteinele- Das Gen fiir das Fusionsprotein aus Untereinheit v, Intein

und Chitin-Binde-Doméne (CBD) sowie fiir die Ampicil-

ment und die Chitin-Binde-Doméne von linresistenz (amp) sind als Blockpfeile in ihrer Ablese-

. . . richtung dargestellt. Die Zahlen geben Beginn und Ende

der y Untereinheit abgetrennt, so dal sie oy codierenden Genabschnitten in einer Numerierung

nach Basenpaaren an, deren Startpunkt willkiirlich gewéhlt
1st.

gungen die Selbstspaltung des Proteins

ohne zusitzliche Aminosduren isoliert
wurde. Der von NEB vertriebene Vektor pCYBI erlaubt dariiber hinaus iiber einen IPTG-

induzierbaren Promoter die Uberexpression des Fusionsproteins zur Steigerung der Ausbeute.

Der proteincodierende Bereich des Genes uncG wurde so in das Plasmid pCYB1 kloniert, daf3
sowohl das Startcodon hinter dem /ac-Promoter fiir die Translation benutzt wurde, als auch
das Leseraster mit dem am 3’-Ende fusioniertem Protein iibereinstimmte. Die hierzu bendtig-
ten Sequenzen wurden vor und hinter dem Strukturgen mit Hilfe einer PCR eingefiigt, die in
threr Durchfiihrung mit der in 2.1.1.2 geschilderten PCR bis auf die folgenden Abweichungen
iibereinstimmte:

Die Oligonukleotide bestanden am 3’-Ende aus der Basensequenz, die fiir den N- bzw. C-
Terminus der Untereinheit y codierten. Das 5'-Ende der Oligonukleotide entsprach der Se-
quenz des Uberexpressionsvektors und enthielt die darin singuldren Restriktionsschnittstellen

fiir Sapl bzw. Ndel. Als Matrizen-DNA wurden 5 ng pDP34-Plasmid eingesetzt. Um eine
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Verdanderung des Genes uncG durch Lesefehler der Polymerase zu verhindern, wurde Pfu-
Polymerase (Stratagene) mit ihrer geringen Fehlerrate verwendet.

Das fertige PCR-Produkt wurde ebenso wie der Vektor pCYB1 mit Sapl und Ndel in dem von
Roche mitgelieferten Reaktionspuffer verdaut. Der Vektor pCYB1 wurde dariiber hinaus
durch alkalische Phosphatase dephosphoryliert, um seine Religation zu verhindern. Bei einer
anschlieBenden Gelelektrophorese wurden andere DNA-Fragmente von der DNA mit der er-
warteten Grofle abgetrennt. Diese wurde eluiert und ihre Konzentration durch ein Agarosegel
bestimmt. Da sowohl Sapl als auch Ndel iiberhingende Enden erzeugen, reichte eine
60miniitige Inkubation von 15 fmol Fragment, 5 fmol Vektor und 5 U DNA-Ligase in Ligati-
onspuffer bei 37 °C. Die Hilfte des Ansatzes wurde in XL1-Blue-Zellen transformiert. Von
den resultierenden Kolonien wurden Kulturen angezogen und die Plasmid-DNA isoliert.
Durch Sequenzierungen (vgl. 2.1.2) wurden Sequenzabweichungen im klonierten Bereich

ausgeschlossen.

2.1.4 Plasmide und Stamme

Je nach Zielsetzung der Versuche muBlten fiir die Experimente unterschiedliche Vektoren und
Stamme eingesetzt werden, um optimale Plasmid-Replikation, Proteinexpression oder physio-

logische Messungen zu ermoglichen. Ihre Genotypen sind in Tab. 4 angegeben.

Der Stamm XL 1-Blue diente zur Aufnahme und Produktion von Plasmid-DNA wihrend der
molekularbiologischen Arbeiten, da bei ithm ein defektes Reparatursystems (recA’) uner-
wiinschte Rekombinationen verhindert.

Durch Klonieren des uncG-Strukturgenes in den von NEB bezogenen Vektor pCYBI1 entstand
das Plasmid pCYB1y (vgl. Abb. 11.). Von ihm konnte durch Induktion mit IPTG ein Fusions-
protein liberexprimiert werden, in dem der C-Terminus der Untereinheit y mit einem Intei-
nelement und ein Chitin-Binde-Protein verbunden war. Als Expressionsstamm wurde
BL21(DE3) eingesetzt. Die damit ermdglichte Isolation reiner Untereinheit war die Grundlage
fiir die immunologische Quantifizierung (vgl. Abb. 27).

Fiir physiologische Untersuchungen (vgl. 2.3) wurde der ATP-Synthase-defiziente Stamm
DKS8 mit dem Plasmid pDP34 (92) komplementiert. Es ist ein Derivat des Vektors pUC118
(161), in dessen multiple Klonierungsstelle mit HindIIl und Kpnl alle Strukturgene des En-

zyms von E. coli kloniert sind. Die Klonierung des unc-Operons von Position 870 bis 7763
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(numeriert nach (165)) lieB sich aus der Literatur nicht eindeutig ermitteln und wurde durch
Sequenzierung bestétigt.

Zur Charakterisierung von Mutanten wurden Plasmide eingesetzt, die im uncG-Gen die ent-
sprechende Mutation trugen. Aufgrund der Deletion eines GroBteils des unc-Operons in DKS8

war die Interferenz genomischer Allele ausgeschlossen.

Stamm Genotyp Referenz

XL1-Blue recA” (recAl; lac’; endAl; gyrA96; thi; hsdR17; supE44; re- (1)
1A1; {@F’ proAB; lac% lacZ AM15; Tnl10})

BL21(DE3) hsdS gal (IcI ts857 ind 1 Sum7 nin5 lacUVS5-T7 genel) (151)

DK8 1100 A(uncB-uncC) ilv::Tn10 (87b)

Tab. 4: Genotypen der verwendeten Stimme

Die Tabelle listet die verwendeten Stimme mit ihrem Genotyp und ihrer Referenz in der Literatur auf.

2.2 Mikrobiologische Methoden

Die Wahl des Modellorganismus E. coli erleichterte nicht nur die genetische Manipulation, sie
erlaubte auch eine schnelle und einfache Anzucht.

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Lo-
sungen wurden entweder durch Autoklavieren oder Filtrieren sterilisiert. Die Bakterien wur-
den (aufler in 2.2.3) in 2YT-Vollmedium unter selektiven Bedingungen (0,1 g/l Ampicillin)
angezogen, unter denen nur rekombinante Zellen mit Plasmid wuchsen. Dies stellte eine ho-

mogene Kultur sicher, in der alle Zellen dieselbe genetische Komplementation behielten.

2YT-Medium: 16 g/l Casein
10 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
pH 7,5 mit NaOH
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2.2.1 Transformation

Bakterien wurden nach einer Methode von Hanahan (62) fiir die Aufnahme von Plasmid-DNA

kompetent gemacht und transformiert.

Nach dem langsamen Auftauen der gefrierkompetenten Zellen auf Eis wurden 50 ng der ge-
wiinschten Plasmid-DNA hinzugegeben. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert, bevor er
einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 s unterzogen wurde. Anschlieend wurde der Transfor-
mationsansatz sofort mit 450 pl 2YT-Medium versetzt, das auf 37 °C vorgewarmt war. Wih-
rend einer anschliefenden Inkubation fiir 1 Stunde bei 37 °C bildeten transformierte Zellen ih-
re neuerworbenen Antibiotikaresistenz aus. Danach wurden 50 pl des Ansatzes auf Agar-
platten ausgestrichen, deren 2YT-Medium 15 g/l Agar und 100 pg/ml Ampicillin enthielt. Die
Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2 Uberexpression der y-Untereinheit als Fusionsprotein

Die Uberexpression eines Fusionsproteins der Untereinheit Y der ATP-Synthase basiert auf der
Induktion eines dem Gen vorgeschalteten Promoters durch IPTG (151). Nach Transformation
des Plasmides pCYB1y in BL21(DE3) wurden die Expressionsbedingungen in kleinem Mal3-
stab erprobt. Sie wurden zur Uberproduktion an den Fermentermafstab angepaB3t. Die aufge-

reinigte Untereinheit diente spiter zur Quantifizierung des Enzymgehaltes.

2.2.2.1 Uberexpression im Schiittelkolben

Mit Zahnstochern wurden Zellen in zwei 5-ml-Réhrchen 2YT (+100 pg/ml Ampicillin) {iber-
fiihrt. Die Vorkultur wuchs iiber Nacht bei 37 °C und 180 Upm. Mit der gesamten Kultur
wurde ein 2-1-Kolben mit Schikanen angeimpft, der 1 1 2YT-Medium und 100 pg/ml Ampicil-
lin enthielt. Die Zellen hatten nach 3 h eine OD von ca. 1 bei 600 nm erreicht. Dann wurden
sie in 5 Ansidtze 4 200 ml aufgeteilt, die bei verschiedenen Temperaturen (16, 25, 30 und
37 °C) kultiviert wurden. Die Expression wurde durch 1 mM IPTG induziert. Ein Kontrollan-

satz wurde nicht mit IPTG versetzt. Die Zellernte erfolgte wie in 2.3.1 beschrieben.
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2.2.2.2 Uberexpression im Fermenter

Die Uberexpression erfolgte in einem 1,51-Fermenter (Braun Biotech) im Institut fiir Bioche-
mie der Universitit zu K6ln. Die Fermentation bot neben einem grofleren Kulturvolumen den
Vorteil, durch bessere Sauerstoffversorgung hohere Zelldichten als im Schiittelkolben errei-
chen zu kdénnen.

Mit einem Zahnstocher wurden Zellen einer Einzelkolonie in 2 ml 2YT-Medium mit
100 pg/ml Ampicillin tibertragen. Nach 6 Stunden Anzucht bei 37 °C unter Schiitteln wurde
die gesamte Kultur in einen Erlenmeyerkolben mit 100 ml desselben Mediums iiberfiihrt und
iiber Nacht bei 30 °C mit 100 Upm geschiittelt. Nach Erreichen einer optischen Dichte von 4
bei 600 nm wurde die gesamte Vorkultur in einen Fermenter {iberfiihrt, der 1,4 1 Medium ent-
hielt. Die Zellen wuchsen 4 h bei 30 °C und 30 % Sauerstoffsittigung, bis sie mit 0,4 mM
IPTG induziert wurden. Zusétzlich wurden 1,5 ml Ampicillin (50 mg/ml) hinzugegeben. Das
Antibiotikum sollte verhindern, da3 Zellen ohne Plasmide durch ihren Selektionsvorteil nach
Induktion die iiberproduzierenden Zellen iiberwuchsen. 2 h nach Induktion wurde die Fer-

mentation beendet und die Zellen geerntet (vgl. 2.3.1).

2.2.3 Wachstumsversuche auf Minimalmedien

Kann die ATP-Synthase aufgrund einer Mutation kein ATP mehr synthetisieren, so ist in vivo
keine oxidative Phosphorylierung im Rahmen der Atmung mehr mdoglich (19). Dies verhindert
das Wachstum auf einem von Tanaka (155) beschriebenen Minimalmedium, wenn es das

nicht vergirbare Succinat als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle enthilt.

DKS8-Zellen, deren Gene fiir die ATP-Synthase weitgehend deletiert sind, wurden durch eine
Transformation mit dem Plasmid pDP34 komplementiert, das diese Gene entweder unverin-
dert oder mit den zu untersuchenden Mutationen enthielt. Um das Wachstum des unkomple-
mentierten Stammes zu iiberpriifen, wurde durch das Plasmid pUC18 Ampicillinresistenz ver-
mittelt. Nach Ausbildung der Antibiotikaresistenz in 2YT-Medium wurde dieses Vollmedium
entfernt, da es ein Wachstum durch Géarung erlaubt hétte. Daher wurden die Zellen fiir 30 s bei
14.000 xg sedimentiert, der Uberstand abgenommen und durch ein gleiches Volumen Mini-
malmedium ersetzt. Die Zellen wurden resuspendiert und der Vorgang zweimal wiederholt.
AnschlieBend wurden von der Zellsuspension 50 pl auf Agarplatten getropft, die das Minimal-

medium entweder mit 0,4 g/l Succinat oder mit 0,4 g/l Glucose als Kohlenstoffquelle enthiel-
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ten. Jede Platte wurde neben den mutanten Stimmen auch mit DK8/pUCI8 und
DKS&8/pDP34Wt als Kontrollen beimpft und bei 37 °C 48 Stunden inkubiert. Um fehlendes von

langsamen Wachstum zu unterscheiden, wurde der Zeitraum auf bis zu 7 Tage ausgedehnt.

Tanaka-Minimalmedium: 34 mM KpHPOyq
64 mM KH,POy
20 mM  (NHg)2SO4
fiir Agarplatten zusdtzlich 15 g/l Agar

nach Autoklavieren zugegeben: 0,3 mM  MgSO4
(als sterilfiltrierte Stammlosung) 10 uM  CaCl,
I uM  FeSOq4
1 uM  ZnCl,
50 mg/l Isoleucin
50 mg/l Valin
50 mg/l Asparagin
50 mg/l Thymin
2 mg/l Thiamin
50 mg/l Ampicillin

2.2.4 Anzucht fiir physiologische Untersuchungen

Unterschiedliche Anzuchtbedingungen beeinflussen die Physiologie und die genetische Stabi-
litit von E. coli (108). Unter den gewihlten Bedingungen vergirt E. coli das Uberangebot an
Zucker, so daB3 die ATP-Synthase als Teil der oxidativen Phosphorylierung keinem Selek-

tionsdruck unterliegt, der bei Funktionsstorung eventuell auftretende Revertanten fordert.

Die Anzucht erfolgte in 11-Erlenmeyerkolben, die zwei gegeniiberliegende Schikanen fiir ei-
nen verbesserten Lufteintrag besaen. Sie wurden mit 500 ml 2YT-Medium gefiillt und durch
30miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisiert. Die Sterilitdt wurde durch eine mindestens
24stiindige Lagerung bei Raumtemperatur liberpriift. AnschlieBend wurde das Medium mit
100 pg/ml Ampicillin und 7,5 ml 50%iger (w/v) Glucose versetzt. Zum Animpfen wurden
ausschlieBlich Zellen des Stammes DKS8 benutzt, die am Tag zuvor transformiert und iiber
Nacht bei 37 °C auf Agarplatten kultiviert worden waren. Von den erhaltenen Einzelkolonien
wurden Bakterien mit einem Zahnstocher in das Fliissigmedium tiberfiihrt. Die Kulturen wur-
den bei 37 °C mit 180 Upm geschiittelt, bis sie die spét logarithmische Phase erreichten und

die Zellen geerntet wurden.
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2.3 Physiologische Messungen

Um die ATP-Synthase physiologischen Messungen zugéinglich zu machen, war zunéchst die
Priparation von invertierten Membranvesikeln aus E. coli notwendig. Dadurch wurde das En-
zym fiir von auflen zugegebene Substrate zuginglich. Gleichzeitig verblieb es intakt in einem

Membransystem, das den Aufbau eines Protonengradienten erlaubte.

2.3.1 Praparation invertierter Membranvesikel aus E. coli

Um invertierte Membranvesikel aus E. coli zu isolieren, wurde eine Methode von Hase und
Strotmann (65) modifiziert.

Die Zellen aus 0,5 1 Medium wurden bei 9.000 xg fiir 10 min bei 4 °C abzentrifugiert und im
folgenden bei 4 °C im Kiihlraum weiter bearbeitet. Der Uberstand wurde dekantiert und die
sedimentierten Zellen in so viel eiskaltem Isolationsmedium mit einem gummiiiberzogenen
Glasstab resuspendiert, daf3 sich eine Suspension mit 0,325 g Frischgewicht/ml ergab.

Je 4 ml der Zellsuspension wurden mit einem Sonifier Cell Disruptor B 15 (Branson) fiir
6 Minuten bei 50 % Puls und Stufe 2 beschallt. Dabei entstehende Wéarme wurde durch ein
Eiswasserbad abgefiihrt. Unaufgeschlossene Zellen und Zellfragmente wurden durch eine
10mintitige Zentrifugation bei 27.000 xg und 4 °C abgetrennt. Die in Losung verbliebenen,
intakten Vesikel wurden durch eine praparative Ultrazentrifugation sedimentiert (75 min bei
4 °C und 278.000 xg). Das Sediment wurde mit einem Spatel in 500 pl Isolationsmedium re-

suspendiert und enthielt durchschnittlich 40 pg/ul Protein.

Isolationsmedium: 20 mM  Tricin
10 mM  MgCl,
100 g/ Glycerin
pH 8,0 mit NaOH

2.3.2 Substrate und Effektoren

Substrate und Inhibitoren hatten entscheidenden EinfluB3 auf die physiologischen Messungen.
Sie wurden nicht nur auf ihre Konzentration und Reinheit {iberpriift, sondern auch ihr pH-

Wert eingestellt und mégliche Losungsmitteleffekte ausgeschlossen.
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Die Konzentration der Stoffe wurde, wann immer mdéglich, mit den Extinktionskoeffizienten
aus Tab. 5 bestimmt. Fiir Phosphat war hierfiir ein colorimetrischer Nachweis notig (vgl.
3.3.3), mit dem auch die Verunreinigung der organischen Phosphatverbindungen durch anor-
ganisches Phosphat bestimmt wurde.

Im Falle von ADP und ATP konnte eine Verunreinigung durch den jeweils anderen Stoff auf-
grund des gleichen Extinktionskoeffizienten im Spektralphotometer nicht ausgeschlossen
werden. Hier wurde durch gekoppelte optisch-enzymatische Tests der Gehalt an diesen Sub-
stanzen bestimmt: ADP wurde iiber ein Pyruvatkinase/Lactatdehydrogenase-System quantifi-
ziert, ATP {iber ein Hexokinase/Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-System. Die jeweiligen

Verunreinigungen sind in Tab. 5 zusammengefalit und lagen stets unter 1 %.

Der pH-Wert der Losung wurde mit Indikatorpapier kontrolliert. Er wurde bei sauren Losun-
gen (insbesondere ATP!) durch Zugabe von festem Natriumcarbonat auf 8 eingestellt. Bei
Natrium- bzw. Kaliumphosphat wurden gleich konzentrierte Losungen aus priméren und se-
kundidrem Phosphat gemischt, bis laut pH-Elektrode pH 8,0 erreicht war.

Einige der Stoffe waren nur in Ethanol 16slich, darunter auch der Entkoppler Nigericin und
der Fluoreszenzfarbstoft ACMA. Die Endkonzentration des Ethanols lag in den Versuchen
stets unter 0,5 % (v/v). Um einen EinfluB} auf die Messungen auszuschlieBen, wurden zu allen

Versuchen Kontrollmessungen ausgefiihrt, in denen aber auch 1 % (v/v) Ethanol die Messun-

gen nicht beeinflufte.
Wellen- Extinktions-  zitiert Verunreinigung

lange koeffizient nach in % (mol/mol) mit

in nm in cm/mM ATP ADP P;
ATP 259 15,4 (130) - 0,9 0,8
ADP 259 15,4 (130) 0,12 - 0,12
APsA 259 30,8 (44) 0,7 0,8 0,5
NADH 366 3,22 0,1
ACMA 412 8,2 (96)
Aurovertin 369 38,5 (90b)

Tab. 5: Extinktionskoeffizienten und Verunreinigungen

Angegeben sind zum einen die Wellenldngen und Extinktionskoeffizienten, mit denen die Konzentration der
Stoffe ermittelt wurde. Daneben sind fiir Adeninderivate die Verunreinigungen durch Adeninnukleotide und
Phosphat angegeben.



Material und Methoden 37

2.3.3 ATP-Synthese

Die Bildung von ATP aus ADP und P; wurde tliber den Einbau von radioaktiv markierten an-
organischem Phosphat in organische Verbindungen (ATP, Glucose-6-phosphat) nachgewie-
sen. Als energetische Triebkraft wurde mit NADH ein respiratiorischer Protonengradient an

invertierten Membranvesikeln aufgebaut.

2.3.3.1 ATP-Synthesereaktion

Die Synthesereaktion wurde bei 25 °C in der geriihrten Glaskiivette eines selbstgebauten Fluo-
rimeters durchgefiihrt, in dem parallel der ApH verfolgt werden konnte (vgl. 2.3.4).

Zunichst wurden Membranvesikel mit 900 pg Protein zu dem Synthese-MeBmedium gege-
ben, das 40 uM APsA enthielt, um die Adenylatkinase zu hemmen (44). Die Zugabe von
0,2 uM ACMA ermdéglichte liber die Aufzeichnung der Fluoreszenzloschung das Verfolgen
des Protonengradienten. Dieser wurde durch Zugabe von 600 uM NADH induziert. Nach ei-
ner Minute wurde die Synthesereaktion durch 50 ul Substratmix gestartet. Er enthielt 15 mM
ADP, 250 mM nicht-radioaktives Phosphat und 20 pCi tragerfreies [32P]Pi (Amersham). Das
entstechende ATP wurde durch Hexokinase mit Glucose zu Glucose-6-phosphat umgesetzt.
Dies regenerierte ADP und hielt somit das Phosphorylierungspotential konstant, da Phosphat
im UberschuB vorhanden war. Im Abstand von 15 s wurden aus den 2,5 ml Reaktionsansatz

150 pl Probe entnommen und auf einem gleichen Volumen eiskalter 3 M Perchlorsdure ge-

stoppt.
Synthese-Mefmedium: Substrat-Mix:
20 mM Tricin I5 mM  ADP
5 mM MgCl, 250 mM  K-Phosphat
150 mM KCl 20 uCi  **P-Phosphat
12 mM Glucose 3,5 U/ul  Hexokinase
40 uM  APsA in Synthese-Mefmedium
100 nM  Valinomycin
pH 8,0 mit NaOH
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2.3.3.2 Probenaufarbeitung

Die Proben wurden nach der Methode von Sugino und Miyoshi (152) aufgearbeitet, um in or-
ganische Stoffe eingebautes Phosphat von anorganischem zu trennen. Zu Beginn wurden
50 pl in ein Scintillationsgefdal mit 10 ml H,0 iiberfiihrt, um die Gesamtmenge an radioakti-
vem Phosphat ermitteln zu konnen. Dann wurde anorganisches Phosphat mit 500 pul Fallungs-
reagenz 20 min auf Eis ausgefallt und durch 10 min Zentrifugation bei 4 °C sedimentiert. Um
die Fillung des radioaktiv markierten Phosphates zu verbessern, wurden 50 ul 10 mM P; hin-
zugegeben und die Proben erneut wie oben auf Eis inkubiert und zentrifugiert. AnschlieSend
wurden 700 ul des Uberstandes, der das organisch gebundene **P enthielt, zu 10 ml H>O in
einem Scintillationsgefal3 gegeben.

Fillungsreagenz: 30 g/l (NH4)sMo07024 x 4 HO
(frisch angesetzt) 5 % conc. HCI (v/v)

1 % Triethanolamin (v/v)

1 % Bromwasser (v/v)

2.3.3.3 Detektion und Auswertung

Die Radioaktivitit wurde mit Hilfe des Cerenkov-Effektes im Scintillations-Zahler Wal-
lac 1410 (Wallac, Freiburg) detektiert. Zur Auswertung wurde ein Programm von Dr. Schwarz
(136) benutzt. Es ermittelt nicht nur durch lineare Regression unter Beriicksichtigung der ex-
perimentellen Bedingungen die ATP-Syntheserate, sondern es stellt auch die MeBpunkte gra-
fisch dar, so daf} diese kritisch bewertet werden konnten. Ein anfangs beobachteter, nach un-
ten abweichender letzter MeBpunkt konnte mit Hilfe der parallel aufgenommenen Fluores-
zenzloschung dem Zusammenbruch des Protonengradienten am Ende der MefBzeit zugeordnet
werden. Dieses Problem wurde durch Erhéhung der NADH-Konzentration auf 0,6 mM gelost.
Neben dem ApH wurde auch die Konzentration der Substrate indirekt iberwacht. Da ADP
und radioaktives P; in einem Schritt zugegeben wurden, konnte {iber die Gesamtmenge an Ra-
dioaktivitdt nachvollzogen werden, dal3 beide Substratkonzentrationen in den Reaktionsansa-

tzen eines MeBtages vergleichbar waren.
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2.3.4 ApH-induzierte Fluoreszenzloschung

Die Messung des Protonengradienten iiber der Membran basiert auf der damit einhergehenden
Loschung der Fluoreszenz des Farbstoffes ACMA. Er ist eine schwache Base (pK,=8,6 (93)),
die unprotoniert membranpermeabel ist. Uber den genauen Mechanismus der Fluoreszenzlo-
schung wird noch diskutiert, unumstritten ist die Abhéngigkeit vom Protonengradient (78).

Die Fluoreszenz wurde in einem

nach Strotmann (150) gebauten 1 6
Fluorimeter (Abb. 12) gemessen,
in dessen Kiivette der Reaktions-
ansatz mit einem Endvolumen von

3 ml auf 25 °C temperiert und mit —

700 Upm geriihrt wurde. Die

Fluoreszenz wurde durch Licht

der Wellenldnge 410 nm angeregt

und nach Durchgang durch einen Abb. 12:

Interferenzfilter (495 nm) von ei- Aufrif} eines Fluorimeters nach Strotmann (150)

ner Photodiode gemessen. Der Der MefBansatz wird in einer Glaskiivette (1), die in einem tempe-

rierten Aluminiumblock (2) integriert ist, mit Hilfe eines magneti-
schen Riihrkerns (4) und eines Magnetriihrers (5) geriihrt. Durch
entweder durch Substrate flir pro- einen Lichtleiter (3) gelangt das Licht einer nicht gezeigten Lampe
zur Fluoreszenzexcication in die Kiivette und die Fluoreszenze-
tonenpumpende Enzyme oder mission aus der Kiivette zu einer angeschlossenen Photodiode. Die
. . o MeBkammer wird wihrend der Messung mit einem Deckel (6)

durch ein Kalium-Potential indu- verschlossen, um storenden Lichteinfall von auen zu vermeiden.

Protonengradient selber wurde

ziert.
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2.3.4.1 Substrat-induzierte Protonengradienten

In der Cytoplasmamembran von E. coli befinden sich neben der ATP-Synthase auch die
Komplexe der Atmungskette (108). In invertierten Membranvesikeln sind sie fiir ihre von au-
Ben zugegebenen Substrate erreichbar und konnen durch gerichteten Protonentransport einen

Gradienten aufbauen.

Vesikel mit 100 ng Membranprotein wurden zu dem vortemperierten Mefmedium gegeben,
das 100 nM Valinomycin enthielt, um ein elektrisches Potential zu unterbinden. Nachdem das
Grundsignal registriert worden war, wurden 0,2 uM ACMA hinzugefiigt und gewartet, bis
sich das Fluoreszenzsignal stabilisiert hatte. Dann wurden entweder 2 mM ATP oder 0,3 mM
NADH als Substrat hinzugegeben, um einen Protonengradienten aufzubauen. Sollte der Effekt
von Nukleotiden auf den respiratiorischen ApH gemessen werden, so wurde er durch 30 mM
Lactat und 8 U Lactat-Dehydrogenase stabilisiert. Am Ende der Messungen wurde 0,3 uM
Nigericin als Entkoppler eingesetzt, das den Protonengradienten iiber der Membran zusam-
menbrechen lieBen. Dadurch konnte die maximal mdgliche Fluoreszenz ermittelt werden, die
durch Wechselwirkung der Nukleotide mit dem Farbstoff gegeniiber der Anfangsfluoreszenz

in der Regel verringert war.

MeBmedium: 20 mM  Tricin
5 mM MgCl,
150 mM KCl

100 nM  Valinomycin
pH 8,0 mit NaOH




Material und Methoden 41

2.3.4.2 K'-Potential-induzierte Protonengradienten

Zur Erzeugung eines elektrochemischen Potentials wurden Kaliumionen-beladene Vesikel in
einem Kalium-armen Medium mit Valinomycin fiir diese lonen permeabilisiert (118,119). Der
Ausstrom von K erfordert zur elektrischen Kompensation den Einstrom anderer positiver La-
dungen wie Protonen. Dieser Protoneneinstrom war malBgeblich von der Protonenpermeabi-

litdt der Membran abhingig.

500 pl der zuvor isolierten Membransuspension (vgl. 2.3.1) wurden mit kaltem Kalium-
Waschmedium auf 5 ml aufgefiillt und durch eine Zentrifugation (75 min bei 4 °C und
278.000 xg) sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Sediment resuspendiert
und erneut wie oben gewaschen. Die Membranen in 250 pl des Puffers resuspendiert und nach
einer Proteinbestimmung auf 30 pg/ul eingestellt, so daB stets gleiche Mengen K'-Ionen
(<0,75 mM Endkonzentration) in das Mefmedium eingetragen wurden.

Der Protonengradient wurde wie oben beschrieben durch die ACMA-Fluoreszenzldschung in
3 ml Endvolumen gemessen. Das Mefmedium enthielt statt Kaliumchlorid 400 mM Natrium-
chlorid und kein Valinomycin. 5 mM Natriumphosphat wurde, falls angegeben, vor Beginn
der Messung im Medium vorgelegt. Unmittelbar nachdem 450 pul Membransuspension hinzu-
gegeben worden waren, wurde die Grundlinie registriert und 33 nM ACMA hinzugefiigt. 15 s
nach den Membranen wurde 165 nM Valinomycin gemeinsam mit den angegebenen Nukleo-
tiden zum Medium gegeben. Am Ende der Messung wurden die Vesikel durch Zugabe von

0,33 uM Nigericin entkoppelt.

Kalium-Waschmedium: Natrium-MeBmedium:
20 mM Tricin 20 mM Tricin
5 mM MgSOq 5 mM MgCl,
250 mM K,SOq4 400 mM NaCl
10 %  Glycerin (W/v) pH 8,0 mit NaOH
pH 8,0 mit KOH
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2.3.5 ATP-Hydrolyse

Die Hydrolyse von ATP wurde iiber die colorimetrische Bestimmung des dabei freigesetzten
Phosphates nach Taussky und Shorr (156) unter Bedingungen gemessen, die die maximale
Stabilitdt des FoF; gewidhrten. Fiir die Bestimmung der Aktivierungsenergie aus der Tempera-
turabhéngigkeit der Hydrolyse muflten diese Bedingungen modifiziert werden, um die maxi-

male Geschwindigkeit zu ermitteln.

2.3.5.1 Membrangebundene ATP-Hydrolyse

Neben dem intakten Enzym kann auch der l6sliche F; Subkomplex ATP hydrolysieren, wobei
sich durch Ablosung eine stark gesteigerte Hydrolyseaktivitdt zeigen kann (146). Um dies bei
destabilisierten Mutanten zu verhindern, wurde bei hohen Magnesiumkonzentrationen gemes-

sen, die die Bindung des F; an den F in der Membran fordern.

Dartiber hinaus enthielt das MeBmedium den Entkoppler Nigericin, der verhindert, dal ein
durch ATP-Hydrolyse gebildeter Protonengradient die Hydrolyse inhibiert. Zu dem auf 25 °C
vorgewarmten Melfmedium wurden 450 png Membranprotein gegeben und 30 s dquilibriert.
Die Reaktion wurde durch Zumischen von ATP zu einer Endkonzentration von 2 mM gestar-
tet. Alle 15 s wurden aus dem Ansatz mit 1,5 ml Endvolumen je 300 ul Proben entnommen
und auf demselben Volumen eiskalter 1 M Trichloressigsdure gestoppt. Die Proben wurden
10 min bei 4 °C mit 14.000 Upm abzentrifugiert, 300 ul Farbreagenz hinzugegeben und 1 min
bei 37 °C inkubiert. Eine erneute Zentrifugation verhinderte Triibungen durch ausgefallenes
Protein. Die Extinktion des Phosphomolybdatkomplexes bei 740 nm wurde photometrisch be-

stimmt und durch den Vergleich mit einer Eichreihe bekannter Phosphatkonzentration kali-

briert.
Hydrolyse-MeBmedium: 20 mM Tricin
5 mM MgCl,
150 mM KClI

333 nM  Nigericin
100 nM  Valinomycin
pH 8,0 mit NaOH
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2.3.5.2 Aktivierungsenergie der ATP-Hydrolyse

Die Aktivierungsenergie der ATP Hydrolyse wurde liber die Temperaturabhingigkeit der Re-
aktion mit Hilfe der Arrheniusgleichung (7) bestimmt. Um die ermittelte Aktivierungsenergie
eindeutig dem geschwindigkeitslimitierenden Teilschritt zuordnen zu kénnen, wurde die ma-

ximale Rate v, bestimmt.

Dazu war zum einen der Einsatz eines ATP-regenerierenden Systems notwendig, in dem Py-
ruvatkinase gebildetes ADP mit Phosphoenolpyruvat wieder zu ATP umsetzte. Zum anderen
muBte die ATP-Konzentration auf 10 mM erh6ht werden. Dies gewéhrleistete nicht nur die
Substratsdttigung des Enzyms (K, = 0,1 mM), sondern auch eine niedrige Konzentration frei-
er Mg*"-Tonen, die die ATP-Synthase kompetetiv hemmen. Die Aktivitit von 0,3 mg Mem-
branprotein wurde von 20-50 °C gemessen. Der pH-Wert wurde bei diesen Temperaturen
nachtitriert und die Aktivititssteigerung durch Verkiirzung der Mef3zeit kompensiert.

Der Arrheniusplot ergibt sich aus der Auftragung des Logarithmus von v« gegen den Kehr-
wert der absoluten Temperatur T, bei der die maximale Rate bestimmt wurde. Die Steigung
der resultierenden Gerade ergibt nach Multiplikation mit -R (= -8,31441 J/K/mol) die Aktivie-
rungsenergie E, des geschwindigkeitslimitierenden Reaktionsschrittes in kJ/mol. Aus ihr er-
rechnet sich die Enthalpie des Ubergangszustandes AH* durch Abzug von R*T. Die freie
Gibb’sche Energie AG* des Ubergangszustandes und die Entropie AS* wurden nach den in (7)

angegebenen Methoden und Formeln ermittelt.

Arrhenius-MeBmedium: 20 mM  Tricin
5 mM MgCl,
150 mM KClI

333 nM  Nigericin
100 nM  Valinomycin
5 mM  Phosphoenolpyruvat
27 U/ml Pyruvatkinase
(pH 8,0 mit NaOH bei der jeweiligen Meftemperatur eingestellt)
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Aufreinigung der iiberexprimierten Untereinheit y

Nach der Expression wurden die Zellen geerntet und aufgebrochen. Das wihrend der Uberex-
pression gebildete Fusionsprotein wurde an eine Chitinsdule gebunden, von der die Unterein-
heit y nach Abspaltung des Intein/Chitin-Binde-Protein eluiert wurde. Die Abspaltung beruht
auf der autokatalytischen Proteaseaktivitét des Intein-Elements unter reduzierenden Bedingun-

gen, wie sie fiir dieses Protein urspriinglich in Hefe beschrieben worden ist (29).

Die Bakterienkultur wurde bei 9.000 xg fiir 10 min bei 4 °C abzentrifugiert. Je 4 g der Zellen
wurden in 40 ml AufschluBpuffer aufgenommen und mit einer French Press bei 1100 psi
Druck in zwei bis drei Durchgéngen aufgeschlossen, bis die Losung diinnfliissig war. Unauf-
geschlossene Zellen und Zellfragmente wurden durch eine 10miniitige Zentrifugation bei
27.000 xg und 4 °C, Membranvesikel durch eine anschlieBende Ultrazentrifugation (75 min
bei 4 °C und 278.000 xg) abgetrennt.

Je 10 ml des Uberstandes wurden auf eine Chitinséiule (2 ml Sidulenmaterial, Durchmesser
1 cm) aufgetragen, die mit Chitinséulenpuffer voraquilibriert war. Sie wurde mit 10 Saulenvo-
lumen dieses Puffers gewaschen. Nach dem Auftrag von 2 Sdulenvolumen Spaltungspuffer
wurde der noch vorhandene Chitinsdulenpuffer von der Séule eluiert und die Chromatogra-
phie gestoppt. Uber Nacht fiihrte das im Spaltungspuffer vorhandene 30 mM DTT zur Ab-
spaltung des Inteins samt Chitin-Binde-Domine von der Untereinheit y. Diese wurde am
nidchsten Morgen mit insgesamt 10 ml Spaltungspuffer eluiert, wéhrend das Intein/Chitin-
Binde-Protein an der Siule gebunden blieb.

Das Eluat wurde mit 50 mM Magnesiumchlorid und 15 % (w/v) PEG8000 versetzt. Nach ei-
ner Stunde auf Eis wurde das ausgefillte Protein durch eine Zentrifugation (60 min 30.000 xg
4 °C) sedimentiert und in 1 ml Spaltungspuffer ohne DTT resuspendiert. Nach einer Protein-
bestimmung wurde die Reinheit auf einem silbergefarbten SDS-Gel (vgl. 3.1.2) tliberpriift, be-

vor die Untereinheit als Standard in der Quantifizierung benutzt wurde.
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Aufschlu3-Puffer: Spaltungspuffer:
20 mM Na-Phosphat pH 8,0 20 mM Hepes
500 mM NaCl 0, mM EDTA
0, mM EDTA 50 mM KCI
1 g/l Na-Azid pH 8,0 mit NaOH
frisch hinzugefiigt: frisch hinzugefiigt:
2 mg/l DNAsel 30 mM DTT

1,25 g/l complete Proteasechemmer (Roche)

Chitinsidulenpuffer:

20 mM Hepes
0,1 mM EDTA
500 mM KCI
pH 8,0 mit NaOH

2.4.2 Proteinbestimmung

Der Gehalt an Protein wurde durch eine Farbreaktion mit Hilfe der Bichinonsdure (142) be-

stimmt. Dieser Nachweis ist besonders geeignet flir die Bestimmung von Membranprotein.

Die dazu notwendige Bichinonsdure- und Kupfersulfatlosungen wurden von Pierce bezogen.
Sie sind als Einzelkomponenten stabil und wurden kurz vor der Reaktion miteinander ge-
mischt. Die Proteinproben und die als Eichlosung eingesetzte Rinderserumalbumin-Lésung
wurden so verdiinnt, daf3 sie in 50 pl 5-50 pg Protein enthielten. Wéhrend der Inkubation mit
1 ml der Firbelosung bei 37 °C fiir 30 min wurden die Cu*"-Ionen reduziert. Die entstanden
Cu'-Ionen bildeten mit zwei Bichinonsiuremolekiilen einen purpurnen Komplex mit einem
Extinktionsmaximum bei 562 nm. Durch Vergleich mit der Eichgeraden wurde die Konzen-

tration an Protein ermittelt.
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2.4.3 SDS-Gelelektrophorese

Proteine wurden in einer diskontinuierlichen Gelelektrophorese (49) nach ihrem Molekular-
gewicht getrennt, wobei Proteinkomplexe in der Regel in ihre Untereinheiten dissoziierten.
Als Gelmatrix wurde ein geldstes Acrylamid/Bisacrylamid-Gemisch in 1 mm Dicke zwischen
zwei Glasplatten durch Zugabe von TEMED und APS radikalisch polymerisiert. Nach dem
Erhirten der Trenngellosung, die je nach aufzuldsender Proteingrofle zwischen 10 und 15 %
Acrylamid enthielt, wurde darauf ein 5%iges Sammelgel gegossen. Durch einen darin einge-
steckten Kamm wurden Taschen fiir die spatere Probenaufnahme ausgespart.

Zur Elektrophorese wurde das Gel in die Elektrophoreseapparatur (V15-17, Gibco) vertikal
eingespannt und die Pufferreservoirs mit Elektrophoresepuffer gefiillt. Die in SDS-Proben-
puffer bei 65 °C flir 10 min denaturierten Proben wurden in die Probentaschen gefiillt. Durch
Anlegen einer Spannung von 180 V zwischen der oberen Kathode und der unteren Anode
wanderten die Proteine durch das Gel nach unten. Der Gellauf wurde gestoppt, sobald der im
SDS-Probenpuffer enthaltene Farbstoff das untere Gelende erreicht hatte. Das Gel wurde vor-

sichtig von den Glasplatten getrennt und entweder geblottet oder silbergeférbt.

Trenngellosung: 10x SDS-Elektrophoresepuffer:
375 mM Tris/Cl pH 8,9 021 M Tris
1 g1 SDS 1,92 M Glycin
100 g/l Acrylamid 0,5 g/l SDS
2,7 g/l Bisacrylamid
Sammelgelldsung: 5x SDS-Probenpuffer
125 mM Tris/Cl pH 6,7 250 mM Tris/Cl pH 8,0
1 g1 SDS 250 g/1  Glycerin
50 g/l Acrylamid 100 g/  SDS
1,3 g/l Bisacrylamid 25 %  B-Mercaptoethanol (v/v)

0,25 g/l Bromphenolblau
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2.4.4 Silberfirbung von Proteinen

Die Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick (72) hatte eine sehr geringe Nachweisgren-

ze, so daf} selbst 5-10 ng Protein im Gel sichtbar gemacht werden konnten.

Das Gel wurde iiber Nacht in Fixierlosung geschiittelt, bevor es 1 h in Inkubationsldsung ge-
trankt wurde. Nach dreimaligem Waschen in H,O fiir 15 min wurde es fiir 30 min mit Silber-
16sung inkubiert. Nach kurzem Umschwenken in H,O wurde durch Carbonatlosung die Fér-
bung entwickelt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren. Dann wurde die Reaktion mit

50 mM EDTA gestoppt. Die Gele wurden in PE-Folie eingeschweif3t aufbewahrt.

| in EDTA
O SDS-Gel .

uber 1h 3 mal 15 min 30 min ent-
NN MY f\“i(:kemT

|
Fixier- ’ ‘Thiosulfat- H,0 Silber- Carbonat-
losung | | losung losung losung
10 % Essigsdure 0,5 M NaAcetat 0,1 % Silbernitrat 2.5 % NaCarbonat
30 % Ethanol 30 % Ethanol 0,01 % Formaldehyd 0,01 % Formaldehyd

0,2 % NaThiosulfat
0,5 % Glutardialdehyd

Abb. 13: Silberfiarbung von Proteinen

Die Grafik skizziert den Ablauf einer Silberfairbung. Das SDS-Gel wurde die angegebene Zeit in den Losungen
geschiittelt, deren Zusammensetzung unter den Wannen aufgefiihrt ist. Sobald die Proteinbanden sichtbar waren,
wurde das Gel in 50 mM EDTA-L6sung aufbewahrt, um die Entwicklung zu stoppen.
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2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Antikorperherstellung

Die Herstellung von Antikdrpern gegen Epitope im N- und C-Terminus des Proteins sollte
spater ermoglichen, auch teilexprimierte oder degradierte Formen zu identifizieren. Dazu
wurden kiinstliche Oligopeptide mit entsprechender Sequenz synthetisiert. Um ihre Erken-
nung durch das Immunsystem zu ermoglichen wurden sie an das Tragerprotein KLH (keyhole
limpet hemocyanin) gekoppelt, bevor die Kaninchen damit immunisiert wurden. Die Immun-
reaktion wurde durch Entnahme von Blut iiberwacht, aus dem auch die Antikoérper isoliert

wurden.

2.5.1.1 Oligopeptidsynthese

Die Oligopeptide wurden nach der Festphasenmethode (101) mit einem automatischen Peptid-
synthesizer (Applied Biosystems) von Dr. Kohrer hergestellt. Thre Sequenz entsprach einem
Teil des C- und des N-Terminus von Untereinheit y (Tab. 6). Die Epitope wurden so ausge-
sucht, daf} sie in Computeranalysen mit dem Programm gcg (Genetic Computer Group, Madi-
son, Wi, USA) eine hohe Antigenizitit versprachen. Der C-Terminus der kiinstlichen Oligo-

nukleotide trug stets ein Cystein, um die Kopplung an das Tragerprotein zu erlauben.

Lokalisation Sequenz entspricht in y

N-Terminus KDIRSKIASVONTQKC v4-18
C-Terminus YNKARQASITQELTEC Y264-278

Tab. 6: Sequenz kiinstlicher Oligopeptide

Die Tabelle gibt fiir die synthetisierten Peptide die Aminosduresequenzen an, und welchem Bereich der Unter-
einheit y diese entsprechen. Das C-terminale Cystein kommt jeweils nicht in y vor, war aber zur Kopplung der
Peptide an ein Triagermolekiil notwendig.

2.5.1.2 Kopplung der Oligopeptide
Die Oligopeptide wurden nach einer Methode von Gnann ef al. (54) an das Trédgerprotein

KLH gekoppelt, um so ihre Erkennung durch das Immunsystem zu fordern.

55 ul 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,2, vgl. 2.3.2) wurden zu 250 pl einer Stammldsung mit 5
mg KLH gegeben. Unter langsamen Rithren wurden 85 ul MBS-Losung hinzugefiigt, so dal3
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eine lokale Dimethylformamid-Konzentration iiber 30 % vermieden wurde, die das KLH aus-
gefdllt hitte. Die Losung wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, damit MBS an freie
Aminogruppen des KLH binden konnte. Uberschiissiges MBS wurde durch eine Gelfiltration
tiber eine Sephadex-G25-Saule in 50 mM Phosphatpufter (pH 6,0) abgetrennt. Die proteinhal-
tigen Fraktionen im Ausschluvolumen der Siule wurden durch ihre Absorption bei 280 nm
erkannt und in Fraktionen & 1 ml aufgefangen. Die Fraktionen mit dem hochsten Gehalt wur-
den vereinigt und unter Rithren zu 5 mg der Oligopeptide gegeben, die in 1 ml entgastem
PBS-Puffer gelost waren. Der pH-Wert des Ansatzes wurde auf 7-7,5 eingestellt, bevor bei
4 °C unter Riihren fiir 4 h die Kopplung der Peptide iiber eine Schwefelbriicke erfolgte. Ali-

quots wurden bis zur Immunisierung der Kaninchen bei -20 °C eingefroren.

MBS-Ldsung: PBS-Puffer:
6 g/l MBS 150 mM NacCl
in Dimethylformamid 2 mM KH,PO4
40 mM Na,HPO,

2.5.1.3 Immunisierung der Kaninchen

Es wurden 360 pl des Kopplungsansatzes mit der gleichen Menge kompletten Freundschen
Adjuvans (Difco, Detroit) vermischt und den Kaninchen subcutan gespritzt.

Unmittelbar zuvor wurde aus der Ohrvene Blut abgenommen, um das sogenannte Nullserum
zu erhalten, das auf schon vorhandene Reaktionen mit E. coli-Proteinen getestet wurde. Die
Blutentnahmen wurden im zweiwdchigen Rhythmus fortgesetzt, bis sich in den Seren eine
ausreichende Immunantwort zeigte. Diese wurde durch eine zweite, subcutane Injektion von
360 pl Kopplungsansatz gemischt mit 360 pl inkompletten Freundschem Adjuvans verstirkt.

Eine Woche danach wurden die Kaninchen entblutet.

2.5.2 Antikorperaufreinigung

Die Antikorper wurden vor ihrer Verwendung in zwei Schritten aufgereinigt. In einem ersten
Schritt wurden die Antikorper von anderen Blutbestandteilen getrennt. Danach wurden nach
einer Methode von Wright und Overath (177) Antikorper entfernt, die an andere Proteine und

nicht an die ATP-Synthase banden, um so die Spezifitit des Antiserums zu erhohen.
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2.5.2.1 Abtrennung von Blutbestandteilen

Das Kaninchenblut gerann {iber Nacht und wurde bei 5000 xg fiir 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde 15 min bei 56 °C denaturiert und erneut wie oben zentrifugiert.

Das als Uberstand verbleibende Rohserum wurde mit einem vierfachen Volumen 60 mM
Acetat, pH 4,0, sowie 1/8 Volumen Caprylsdure versetzt und 30 min bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Das sduregefillte Serumalbumin wurde durch eine 30miniitige Zentrifugation bei
15.000 xg sedimentiert. Der abgenommene Uberstand wurde mit 1/20 seines Volumens 20x
PBS-Puffer versetzt. AnschlieBend wurden die Antikdrper aus dem Uberstand durch Zugabe
von 0,277 g/ml Ammoniumsulfat unter Riihren bei 4 °C fiir 30 min gefillt. Nach einer Zentri-
fugation bei 4 °C und 7.000 xg fiir 15 min wurde das Sediment in 1/10 Volumen des einge-
setzten Rohserums mit PBS-Puffer resuspendiert. Eingetragenes Ammoniumsulfat wurde

durch eine Dialyse iiber Nacht bei 4 °C gegen PBS-Puffer entfernt.

2.5.2.2 Entfernen von Antikorpern mit unerwiinschter Spezifit:it

200 pl der aufgereinigten Antiseren wurden mit 20 ml 1%iger Caseinloésung verdiinnt. AuB3er-
dem wurden ATP-Synthase-freie Membranvesikel mit insgesamt 2 mg Protein hinzugegeben,
die aus dem Stamm DKS&/pUC18 isoliert worden waren (vgl. 2.3.1). Der Ansatz wurde 5 min
bei 0 °C mit einem Branson Sonifier Cell Disruptor bei 50 % Puls und Stufe 2 beschallt. Eine
Inkubation bei 4 °C fiir 2 Stunden unter Riihren ermdglichte die Bindung von Antikorpern, die
andere Membranproteine als die ATP-Synthase in E. coli erkennen, an ihre Antigene auf den
Vesikeln. Sie wurden durch eine Zentrifugation bei 4 °C fiir 75 min bei 278.000 xg zusammen
mit den Vesikeln abgetrennt. Der Uberstand wurde mit 2 mg Membranprotein versetzt und
erneut wie oben behandelt. Die aufgereinigten Antikdrper wurden aliquotiert und bei -20 °C

eingefroren.

2.5.3 Western-Blots

Um die durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine mit Antikorpern spezifisch
nachweisen zu konnen, miissen sie auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und immobili-
siert werden. Hierzu wurde eine ,,Semi-dry*“-Blotting Apparatur (Novablot, Amersham Phar-

macia) nach einer von Kyhse-Andersen (89) ausgearbeiteten Vorschrift benutzt.
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Auf die befeuchtete Anode wurden drei mit Losung 3 getrinkte Filterpapiere luftblasenfrei
ibereinander gestapelt. Darauf wurde das kurz in Losung 2 geschwenkte Gel gelegt. Das Gel
wurde mit einer in Losung 2 getrdnkten Nitrocellulosemembran mit 0,1 pum Porengréf3e be-
deckt. AnschlieBend wurden ein mit Losung 2 und zwei mit Losung 1 getrinkte Filterpapiere
aufgelegt. Eventuell vorhandene Luftblasen, die den Stromflu8 behindert hétten, wurden

durch vorsichtiges Uberrollen mit einem Glasstab zu den Seiten hin ausgetrieben.

T | etriankt in
Kathode 8
} Lsg. 3: 25 mM Tris

40 mM Aminocapronséure

20 % Methanol (v/v)

— SDS-Gel L 1
Membran } Lsg.2: 25mM Tris
7 20 % Methanol (v/v)
} Lsg. 1:  0,3M Tris
Anode i 20 % Methanol (v/v)

Abb. 14: Aufbau eines Western-Blot

Der Aufbau eines Western-Blots ist schematisch gezeigt. Die Filterpapiere sind als Striche dargestellt, zwischen
die das SDS-Gel (Viereck) und die Membran (diinner Strich) gepackt sind. Die Losungen, in denen sie getriankt
wurden, sind rechts davon mit ihrer Zusammensetzung angegeben. Auf der linken Seite ist der Stromkreis zwi-
schen Kathode und Anode angedeutet, dessen Spannung Proteine aus dem Gel auf die Membran wandern 1463t.

Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei 4 °C durch einen StromfluB3 von
1 A/cm? fiir 1 Stunde. AnschlieBend wurde das Gel zur Kontrolle einer Silberfarbung unter-
zogen. Die Nitrocellulose wurde in Ponceau-Rot-Losung umgeschwenkt, bis die gebundenen
Proteine gut sichtbar waren. Uberschiissige Farbldsung wurde durch kurzes Umschwenken in
H,O entfernt, bevor die Spuren und die Banden im Standard markiert wurden. Zwei
20mintitige Inkubationen in Caseinlosung sittigten die Nitrocellulose mit Protein ab, so daf3
der Antikdrper nicht mehr unspezifisch an die Membran binden konnte. Uberschiissiges
Casein wurde durch eine Waschung mit TN-Puffer fiir 20 Minuten abgewaschen, bevor die
Membran zusammen mit dem gewiinschten Erstantikorper in PE-Folie eingeschweil3t wurde.

Der Antikorper band iiber Nacht bei 4 °C unter Schiitteln an seine membrangebundenen Anti-
gene. Eine anschlieBende dreifache Waschung in TNT-Puffer fiir je 20 Minuten entfernte lose

anhaftende Antikorper. Nach einer weiteren Waschung in TN-Puffer fiir 20 Minuten wurden
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die Membranen erneut eingeschweillt, diesmal mit Zweitantikdrperkonjugat. Nach 90 min
Schiitteln bei Raumtemperatur wurden ungebundene Antikorper durch Waschen wie oben ent-
fernt. Die an den Zweitantikérper gebundene Peroxidase wurde durch Inkubation der Mem-
bran mit dem Chemiluminescence-Reagenz von Roche nachgewiesen. Das darin enthaltene
H,0; setzte das Enzym zu O, um, das Luminol unter Lichtentwicklung oxidierte. Die Signale

wurden in der Dunkelkammer durch Belichtung eines Filmes (Fuji) dokumentiert.

TN-Puffer: TNT-Puffer: Caseinlosung:
150 mM NaCl 100 g/l Triton-X100 10 g/l Casein
10 mM  Tris in TN-Puffer in TN-Puffer

pH 8,0 mit NaOH

2.5.4 Immunologische Quantifizierung

Die Quantifizierung einzelner Untereinheiten stellvertretend fiir die Gesamtmenge an vorhan-
dener ATP-Synthase erfolgte immunologisch iiber quantitative Immunodetektion. Die Signal-
starke relativ zur eingesetzten Probenmenge ermoglichte im Vergleich mit einem Standard die

Abschitzung der vorhandenen Enzymmenge.

Zunidchst wurden unterschiedliche Mengen der Proben und des Standards durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt, geblottet und mit Antikdrpern inkubiert. Aufgrund des inho-
mogenen elektrischen Feldes in Randbereichen wurde nur das Zentrum der Blotelektroden
verwendet. Der Nachweis erfolgte ebenfalls iiber Biolumineszenz, allerdings mit den ECL
Plus-Reagenzien (Amersham Pharmacia). Sie ergaben fiir einen groferen Bereich der einge-
setzten Probenmenge einen linearen Zusammenhang zur gemessenen Biolumineszenz als die
Reagenzien von Roche, die bei geringen Mengen eine gro3ere Empfindlichkeit erreichten.

Die Lichtsignale wurden durch eine CCD-Kamera von Fuji in einer lichtdichten Kammer di-
rekt digital aufgenommen. Dies vermied im Vergleich mit dem Scannen eines zuvor entwik-
kelten Filmes zusitzliche Zwischenschritte und damit verbundene Fehlerquellen. Die direkte
Aufnahme der Lumineszenz war technisch bedingt aber mit zwei Fehlern behaftet:

Zum einen hat ein Photodetektor immer Fehlstrome, die zu einem elektrischen Stromsignal
fiihrten, obwohl gar kein Licht vorhanden war. Da dies mit steigender Temperatur zunimmt,
wurde die Kamera wihrend der Aufnahmen auf -30 °C gekiihlt. Zudem wurde nach der Auf-
nahme flir dieselbe Zeitdauer das Signal bei verschlossener Blende aufgezeichnet und als Rau-

schen von dem aufgenommenen Bild abgezogen (sogenannte Dark-frame-correction).
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Zum anderen ergibt sich bei der Aufnahme ein geometrisches Problem: Licht von Punkten,
die unmittelbar senkrecht unter der Linse liegen, hat den kiirzesten Weg zum Objektiv. Diese
Strecke ist fiir Licht von den Randpunkten des Bildes aus lidnger, so daB3 die Signale dort
durch den ldngeren Weg an Intensitit verlieren wiirden. Dieser Fehler wurde aufgrund der be-
kannten Kamerageometrie berechnet und bei der Aufnahme des Bildes korrigiert (sogenannte

Flat-frame-correction).

Das aufgenommene Bild wurde mit Hilfe des Programmes /mage gauge (Fuji) ausgewertet,
indem das aufgezeichnete Signal der einzelnen Banden integriert wurde. Die Signalstirken
wurden relativ zur eingesetzten Proteinmenge aufgetragen, was in dem eingesetzten Mengen-
bereich fiir die Proben lineare Zusammenhinge ergab. Die Steigung der Ausgleichsgeraden
wurde als MaB fiir die Menge der ATP-Synthase relativ zu den anderen Proben ausgewertet.
Das gleiche Verfahren wurde auf F; bzw. Untereinheit y angewendet. Die dabei ermittelte
Steigung erlaubte unter Annahme 100%iger Reinheit und der bekannten Molekulargewichte
(31,4 kDa fiir v, 580 kDa fiir F; Fy) die Umrechnung der relativen Werte in absolute Mengen
ATP-Synthase pro mg Protein.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorarbeiten

Die durchgefiihrten Mutagenesestudien basieren darauf, daB3 eventuelle Funktionsstérungen
allein den Mutationen im Enzym zugeordnet werden konnen. Eine gestorte Expression wiirde
die Ergebnisse verfalschen und muflte durch einen spezifischen Nachweis des Proteins ausge-
schlossen werden. Hierzu wurden Antikorper gegen die y-Untereinheit der ATP-Synthase aus
E. coli erzeugt. Mit ihnen wurde die Menge der Untereinheit in den Membranvesikeln ermit-
telt. Die fiir die absolute Quantifizierung notwendige Untereinheit y wurde isoliert, indem ein
IPTG-induzierbares Fusionsprotein mit einem Intein konstruiert, iiberexprimiert und gereinigt

wurde.

3.1.1 Herstellung von Antikorpern

Zur Immunisierung wurden zwei kiinstliche Peptide synthetisiert, die je einer Teilsequenz der
Untereinheit y aus E. coli entsprechen. Die eng begrenzten und definierten Epitope erlauben
die Immunodetektion verschiedener Domédnen der Untereinheit. Beide hergestellten Antiseren
detektieren im Western-Blot die Untereinheit y (Abb. 15). Der gereinigte Antikorper gegen
den N-Terminus des Proteins (y4-18) ist monospezifisch. Der Antikérper gegen den C-
Terminus (y264-278) geht zwar dariiber hinaus eine Immunoreaktion mit einem hochmole-
kularen Protein aus E. coli ein. Dieses ist von seiner Grof3e her jedoch so deutlich von Unter-
einheit y verschieden, daB3 es deren Nachweis nicht stort (Abb. 15). Beide Antikorperpréapara-
tionen zeigen keine Kreuzreaktionen mit der y-Untereinheit aus Chlamydomonas reinhardtii
(A. Knopp, pers. Mitteilung). Ebensowenig zeigt ihre Zugabe zu invertierten Membranvesi-
keln von E. coli, die die ATP-Synthase des Wildtyps enthalten, einen Einflul auf die ATP-
Hydrolyse oder die dadurch getriebene Protonentranslokation. Dies spricht fiir eine Lokalisa-
tion der Epitope im Zentrum des o;P;-Komplexes, wie sie auch nach der Rontgenkristall-

struktur zu erwarten ist (52,68).
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Spezifitdt der Anti-y-Antikorper gegen den
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N-Terminus C-Terminus

Abb. 15 : Spezifitit der Anti-y-Antikorper

Um die Immunoreaktion der Antikorper zu testen, wurden Proben des Stammes DK8/Wt (+) eingesetzt. Als Ne-
gativkontrolle dienten Proben des ATP-Synthase-freien Stammes DK8/pUC18 (-). Gesamtzellprotein ist mit Z,
Membranvesikel mit M und cytosolischer Uberstand mit U bezeichnet. Die Proben wurden iiber SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und immunodetektiert. Die Laufweite der F-
Untereinheiten o, 3 und vy ist am Rand durch Pfeile markiert. Das zur Untereinheit gehérende Immunsignal ist
durch den Vergleich mit dem F,-Standard identifizierbar. In dem linken Western-Blot zeigt der gegen das N-
terminale Epitop gerichtete Antikorper nur eine Immunreaktion gegen Untereinheit y. Der gegen das C-terminale
Epitop gerichtete Antikorper zeigt im rechten Western-Blot dartiber hinaus noch Signale, die oberhalb der Unter-
einheit y liegen.

3.1.2 Uberexpression und Reinigung der Untereinheit y

Der Vektor pCYB1y triagt ein Genkonstrukt, in dem an die Untereinheit y eine Inteinsequenz
und eine Chitin-Binde-Doméne angehingt sind. Die Expression des Fusionsproteins wird
durch IPTG induziert. Nach Vorversuchen mit Schiittelkulturen wurde ein Fermentationspro-
tokoll fiir einen Riihrfermenter ausgearbeitet, das die Expression von groBen Mengen Fusi-

onsprotein erlaubt.
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Da der Sauerstoffeintrag im
Fermenter gegeniiber dem
Schiittelkolben  wesentlich
verbessert ist, kann die In-
duktion bei hohen Zell-
dichten erfolgen. Die Pro-
teinbiosynthese fithrt zur
Stagnation des Wachstums,
die mit einem konstanten
Sauerstoftbedarf einhergeht
(Abb. 16). Bei 30°C und

Abb. 16: Fermentationsverlauf

0,4 mM IPTG wird das Fu-

sionsprotein  in  16slicher

Dargestellt sind die Entwicklung der Zelldichte (Punkte) und der Riihrer-
drehzahl (Linie). Sie stellt ein MaB fiir den Sauerstoffeintrag dar, der mit Form exprimiert. Sein An-
dem Sauerstoffverbrauch identisch ist, da der O,-Partialdruck konstant auf
30 % gehalten wurde. Fiir die Induktion (Pfeil) muBte der Riihrer angehal- teil am Gesamtprotein er-
ten und die Druckluftzufuhr unterbrochen werden, damit nach Abbau des

Uberdrucks IPTG- und Ampicillinlosung zugegeben werden konnten.

farbten SDS-Gelen (nicht gezeigt) gegeniiber den Vorver-
suchen reduziert, doch liberkompensiert dies die erhdhte
Zellmasse bei weitem. Die Ausbeute war 4,5 mg Fusions-
protein aus 1,51 Kulturmedium gegeniiber 0,6 mg/l im
Schiittelkolben.

Das Fusionsprotein wird durch Bindung an eine Chitin-
sdule von anderen Polypeptiden getrennt. Nach DTT-
induzierter Abspaltung des Fusionsproteins eluiert die
Untereinheit Y zusammen mit einigen anderen Proteinen.
Diese werden durch PEG-Fillung entfernt, wonach die
Untereinheit y nahezu rein ist (Abb. 17). Sie zeigt im
SDS-Gel dieselbe Laufstrecke wie die entsprechende
Bande in isoliertem F;. Ob sie in ihrer nativen Konforma-
tion vorliegt, konnte noch nicht geklart werden. Versuche,
sie an CFj in Thylakoidmembranen aus Spinat zu binden,

schlugen bisher fehl (K. Zientek, pers. Mitteilung).

scheint zwar in silberge-
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Abb. 17:

Gereinigte Untereinheit y

Das silbergefarbte SDS-Gel zeigt links
den isolierten F, als Standard. Er ent-
hilt einige Fremdproteine. Rechts da-
von ist die iiberexprimierte Unterein-
heit y nach Chromatographie iiber eine
Chitinsdule (Spur 1) und anschlieBen-
der Fillung des Fusionsproteins mit
PEG (Spur 2) aufgetragen.



Ergebnisse 57

3.2 Mutanten der Untereinheit y

Tab. 7: Mutationen der Untereinheit y

N-Terminus C-Terminus

Mutation neues Mutation  neues
Codon Codon

YV13P cct YA236P cct

YV13G ggt YA236G ggt

YVI13A get YA236C tgt

WI3C  tgt YE238P°  ccg

1S34P  cct YE2381°  ata

vS34G ggt YA241P ccg

YR242P°  cca

YR242L ctg

YA245P ccg

Die Tabelle fait die vorgestellten Mutanten zusam-
men. Neben ihrer Bezeichnung aus urspriinglicher
Aminosdure, Position und neuer Aminosdure enthalt
sie das jeweilige verwendete Codon. Die mit * ge-
kennzeichneten Mutanten wurden schon in meiner
Diplomarbeit (126) erzeugt.

Die Mutagenesestudien konzentrieren sich
auf die o-helicalen C- und N-terminalen Be-
reiche der Untereinheit v, in denen der
iiberwiegende Teil der konservierten Ami-
nosduren liegen (Abb. 18). Die o-Helices
liegen im Zentrum des Enzyms umeinander-
gewunden und erscheinen als Rotationsach-
se pradestiniert. Der Einbau von Prolin und
Glycin, die die Struktur von o-Helices
destabilisieren, 143t nach der Rotations-
Hypothese schwere Funktionsstérungen er-
warten. Uber diese Fragestellung hinaus
wurden einzelne Seitengruppen daraufhin
untersucht, ob sie moglicherweise eine spe-
zielle, essentielle Funktion in dem postu-
lierten Mechanismus erfiillen. Als Ziele fiir
die Mutagenese wurden daher Reste ausge-
wihlt, die in allen Organismen iiberwiegend
identisch oder streng konserviert sind. Die
durch Mutation ausgetauschten Aminoséiu-
ren der Untereinheit y sind in Tab. 7 aufgeli-
stet. Sie konzentrieren sich besonders auf

die Doméne zwischen Y236 und y245.
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Abb. 18: Konservierte Aminosiduren und Mutationen in y

Die Abbildung zeigt das Peptidriickgrat der Untereinheiten o, B und v, deren Lage in dem oben links eingeblen-
deten Schema des Enzyms grau unterlegt ist. In der Bildmitte liegen die beiden N- und C-terminalen o-Helices
der Untereinheit y als Bandmodell. Die konservierten Aminosauren sind griin gefarbt; in Rot sind in dieser Arbeit
mutierte, konservierte Aminosduren dargestellt. Links und rechts der Untereinheit y sind zur besseren Orientie-
rung die Riickgrate einer Untereinheit oc und B gezeigt. Da die geringe Auflosung der Struktur des F; aus E. coli
keine zweifelsfreie Identifizierung von Resten erlaubt, wurde die Struktur aus B. taurus (52) verwendet.
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3.3 Mutationen der Aminosauren YE238 und yR242

Bisher liegt noch keine hochaufgeloste Struktur des F; aus E. coli vor, in der Seitenketten und
ihre relative Lage zu anderen Resten und Untereinheiten identifiziert werden konnen. Im mi-
tochondrialen Enzym (52) liegen YE238 und YR242 in der C-terminalen o-Helix der 7y-
Untereinheit eine Helixwindung iibereinander (vgl. Abb. 18 und Abb. 31). Insbesondere bei
YR242 ist in der Struktur nicht eindeutig zu ermitteln, ob der Rest sich knapp unterhalb oder
schon im Kopf des F; befindet. Beide Seitenketten ragen in Richtung der sogenannten
,DELSEED“-Schlaufe im C-terminalen Drittel der Untereinheit B. Eine Modellierung der
Rontgenkristallstruktur einer verkiirzten Untereinheit ¥* aus E. coli (124) in das mitochon-
driale Enzym zeigt einen engen Kontakt zwischen y und B in dieser Region, der auch Ami-
noséduren aus dem mittleren Teil der Untereinheit y einbezieht. Dieser Kontakt kdnnte daran
beteiligt sein, die Rotation von y wihrend der Katalyse in Konformationsdnderungen von 3
umzuwandeln (124). Dies sollte hohe sterische Anforderungen an die Drehachse stellen, deren
o-helicale Struktur in den Mutanten durch den Einbau von Prolin gestort werden sollte.

Dariiber hinaus sind die Aminosduren YE238 und yR242 in fast allen Organismen konserviert.
Die bisher bekannten Austausche erhalten stets die jeweilige negative bzw. positive Ladung
an diesen Positionen. Die Ndhe zu anderen, geladenen und ebenfalls konservierten
Aminoséuren, insbesondere zu der oben erwédhnten ,,DELSEED*“-Schlaufe in Untereinheit 3,
146t eine ionische Wechselwirkung vermuten. Die Bedeutung der Ladungen fiir die die
Funktion der ATP-Synthase wurde durch ihren Austausch gegen unpolare Reste in den

Mutanten YE2381 und YR242L untersucht.

3.3.1 Oxidative Phosphorylierung

Das Wachstum von E. coli auf Minimalmedien mit Succinat basiert auf der Veratmung dieser
Kohlenstoffquelle iiber die Atmungskette und erfordert eine funktionell intakte ATP-
Synthase. Abb. 19 zeigt, dafl der Einbau von Prolin in die Untereinheit y anstelle von YE238
oder YR242 das Wachstum der so mutierten Stimme verhindert, wihrend die Stimme mit den
Mutationen YE238I und YR242L, die die geladenen Seitengruppen gegen unpolare Reste aus-

tauschen, wie der Wildtyp wachsen.
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Dal} der Einbau des o-Helix-Brechers Prolin in die C-terminale o-Helix der Untereinheit y zu
einer Funktionsstorung der ATP-Synthase fiihrt, zeigt die in vitro fehlende ATP-
Syntheseaktivitdt invertierter Membranvesikel mit den Prolinmutationen (Abb. 20). Bei diesen
Vesikeln wurde durch Oxidation von NADH ein respiratorischer Protonengradient als Trieb-
kraft fiir die ATP-Synthese aus ADP und P; aufgebaut, der sich bei den Mutanten erniedrigt
zeigte (vgl. die Fluoreszenzmessungen in 3.3.2). Um zu tiberpriifen, ob moglicherweise die
verringerte Triebkraft des reduzierten ApH die ATP-Synthese verhindert, wurden Wildtypve-
sikel durch Nigericin teilweise entkoppelt, bis sie einen den Mutanten vergleichbaren ApH
aufbauten. Auch mit dieser verringerten energetischen Triebkraft synthetisiert der Wildtyp
ATP, so daB3 die fehlende ATP-Synthese an Membranvesikeln, die ATP-Synthasen mit den
Mutationen YE238P oder YR242P tragen, nicht auf den verringerten respiratorischen Proto-

nengradienten zuriickgefiihrt werden kann.

Wachstum auf Succinat ATP-Synthese
75
80 68
5 70
Ny 2 60
j \ g 50
E 40
E 30
, = 20
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2 Wt  Wttel- E238P R242P
I entkoppelt
.Abb. 20: ATP-Synthese
Abb. 19:

der Mutanten YE238P und YR242P

Wachstum auf Succinatminimalmedinm Das Balkendiagramm zeigt die spezifische ATP-

Die abgebildete Agarplatte enthdlt Succinatminimal-
medium und ist mit Bakterien des Stammes DKS8
beimpft, die auf dem Plasmid pDP34 die angegebenen
Mutationen in y tragen. Als Positivkontrolle ist der
Stamm DKS8/Wt mitgefiihrt, als Negativkontrolle der
ATP-Synthase-freie Stamm DK8/pUC18. Die Mutatio-
nen YE238P und YR242P verhindern das Wachstum.
Alle Stamme wachsen in einem Kontrollexperiment auf
diesem Minimalmedium, wenn es Glucose als Kohlen-
stoffquelle enthalt (nicht gezeigt).

Synthese-Aktivitdt von invertierten Membranvesikeln
Der als Triebkraft genutzte respiratorische Protonen-
gradient ist im teilentkoppelten Wildtyp durch 90 nM
Nigericin soweit reduziert, dal die mit NADH er-
reichte Fluoreszenzloschung in den Kontrollexperi-
menten, die nach den Angaben in 2.3.4 durchgefiihrt
wurden, nur noch 60 % betréigt (gegeniiber 76 % ohne
Nigericin). Dies entspricht dem in den Mutanten beob-
achteten Quench (vgl. 3.3.2). Die Werte sind gemittelt
aus jeweils mindestens drei Messungen aus drei ver-
schiedenen Vesikelpraparationen. Eine Hintergrundak-
tivitdt von 3 nmol/mg/min wurde von den Werten ab-
gezogen. Die Standardabweichung betrdgt bei den
Mutanten je 3, beim Wildtyp 7 bzw. 9 nmol/mg/min.
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3.3.2 Aufbau eines ApH

Die Hydrolyse von ATP durch die ATP-Synthase fiihrt in der Umkehrung der Phosphorylie-
rungsreaktion zum Aufbau eines Protonengradienten, der ebenso wie ein durch NADH-
Oxidation aufgebauter Protonengradient die Fluoreszenz des Farbstoffes ACMA verringert
(vgl. 2.3.4). Berns (15) hat die Fluoreszenzloschung in dem hier verwendeten MeBsystem
durch Aufpriagung von unterschiedlichen Phosphatpotentialen kalibriert, so dafl der durch den
Protonentransport erreichte ApH abgeschétzt werden kann.

Die Hohe des Protonengradienten wird durch die Mutation YE238I beeintrachtigt (Tab. 8),
wihrend die Fluoreszenzloschung in YR242L sich nicht signifikant vom Wildtyp unterschei-
det. Bei Mutanten der Untereinheit v, die in Position Y238 oder 7242 ein Prolin haben, wird
durch ATP kein Protonengradient {iber die Vesikelmembran mehr induziert (Abb. 21). Auch

unterschiedliche MefBtemperaturen fiihren bei diesen Mutanten zu keinem mefB3baren ApH.

ACMA ATP Nig ACMA ATP Nig ACMA ATP Nig
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Abb. 21: ApH-induzierte Fluoreszenzloschung durch ATP

Der Verlauf des ACMA-Fluoreszenzsignals ist in dieser Grafik exemplarisch fiir den Wildtyp und die Mutanten
YE238P und YR242P dargestellt. Er dient als MaB fiir den unter ATP-Hydrolyse durch die FoF,-ATPase aufge-
bauten ApH. Die Pfeile iiber den Kurven geben den Zeitpunkt an, an dem die jeweilige Substanz zugegeben wur-
de. Die Messung beginnt mit den im Medium vorgelegten Membranvesikeln und endet nach der Entkopplung
durch Nigericin. Die Differenz zwischen Anfangs- und Endsignal ist die maximal mégliche Fluoreszenz, die als
Bezug dient und geringer als die Fluoreszenz nach ACMA-Zugabe ist, da das zugegebene ATP einen Teil der
Fluoreszenz durch Interaktion mit ACMA 16scht.

Dagegen fiihrt die Oxidation von NADH durch die Komplexe der Atmungskette in allen un-

tersuchten Vesikelpréparationen zu einem respiratorischen Protonengradient. Er ist in Vesi-
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keln reduziert, die eine ATP-Synthase mit der Mutation YE238P oder YR242P enthalten, ob-
wohl Kontrollmessungen zeigen, da3 die Rate der NADH-Oxidation in diesen Vesikel nicht
geringer als bei Wildtypvesikeln ist. Der mit NADH induzierte Protonengradient 146t sich
aber durch eine Vorinkubation mit DCCD, das den F,, fiir Protonen blockiert, wieder steigern.

Dieser entkoppelte Protonenausstrom durch den Fy in Enzymen, die die Mutationen YE238P
oder YR242P tragen, erscheint in seinem Ausmal} aber keine hinreichende Erkldrung fiir das
vollkommene Fehlen eines Protonengradienten durch Hydrolyse von ATP. Daher wurde bei

diesen Mutanten die ATP-Hydrolyse genauer charakterisiert (s. u.).

Tab. 8: Protonengradient und NADH-Oxidation

Protonengradient induziert mit NADH-
Stamm ATP NADH NADH/DCCD Oxidation

DK8/pDP34| % Quench der max. ACMA-Fluoreszenz (ApH) ~ umol/min/mg Protein

Wildtyp 61 (2,36) 76 (2,48) 77 (2,49) 0,900
YE238P 0 (0) 59 (2,35) 70 (2,43) 0,879
YR242P 0 (0) 61 (2,36) 71 (2,44) 0,880
VE238I 48 (2,28) 80 (2,52) 79 (2,51)
YR242L 57 (2,34) 79 (2,51) 78 (2,50)

Angegeben ist die Fluoreszenzldschung in % der maximalen Fluoreszenz, dahinter in Klammern der dieser Lo-
schung entsprechende ApH, der nach der Kalibrierung von Berns (15) errechnet wurde. Alle Messungen wurden
bei 25 °C mit 2 mM ATP oder 0,3 mM NADH als Substrat und 33 mg/l Membranprotein durchgefiihrt. Vorinku-
bationen mit 10 pM DCCD dauerten 10 min bei 25 °C. Die Werte sind gemittelt aus jeweils mindestens 3 Mes-
sungen aus 3 verschiedenen Vesikelpriparationen. Die Standardabweichung betrdgt in allen Fallen weniger als
4 %. In der rechten Spalte ist die Rate der NADH-Oxidation fiir die Mutanten angegeben, die mit NADH einen
verringerten Protonengradienten aufbauen. Die Oxidation wurde spektralphotometrisch anhand der Abnahme der
Extinktion bei 366 nm verfolgt.
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3.3.3 ATP-Hydrolyse

Die Rate der ATP-Hydrolyse wird iiber das aus dem ATP freigesetzte anorganische Phosphat
gemessen. Vesikelpriparationen aus allen Mutanten konnen ATP-Hydrolyse ausfiihren (Abb.
22). Bei YE238P ist die Rate der des Wildtyps vergleichbar. Bei YE2381, YR242L und yR242P
ist sie bezogen auf Vesikelprotein erniedrigt. Bei der letzteren Mutation korreliert dies jedoch
mit einem verringerten Enzymgehalt in den Membranvesikeln, so daB3 die spezifischen Akti-

vitdten vergleichbar sind.

ATP-Hydrolyse

0,31 0,305

0,351
0,253
0,31 0,231

0,251
0,21
0,151
0,11
0,051

'

Wildtyp E238P  R242P  E2381 R242L

0,157

in pmol/min/mg Protein

Abb. 22: ATP-Hydrolyse

Das Balkendiagramm zeigt die Rate des bei der Hydrolyse freigesetzten Phosphates bezogen auf die Proteinmen-
ge. Die MeBbedingungen sind in Tab. 9 angegeben.

Eine Division der ermittelten Raten v (Abb. 22) durch die in der Quantifizierung bestimmten
Enzymmengen E (in pmol/mg Protein aus Tab. 12) ergibt die Wechselzahlen w der Enzyme
nach der Formel w = v/E. Sie betragen fiir den Wildtyp 74 s, fiir YE238P 67 s und fiir
YR242P 84 s'. Da die Bestimmung der Enzymmenge nur eine Genauigkeit von 20 % auf-
weist, sind die Schwankungen wahrscheinlich nicht signifikant.

Um eine mdgliche Funktionsstdrung der Mutanten genauer lokalisieren zu konnen, wurde die
ATP-Hydrolyse durch verschiedene Inhibitoren gehemmt (Tab. 9). Sowohl die F;-spezifi-
schen Inhibitoren Azid und Aurovertin, als auch die am F, angreifenden Hemmstoffe Venturi-

cidin und DCCD zeigen bei allen Mutanten dhnliche Wirkung wie beim Wildtyp.
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In Gegenwart des Entkoppler Nigericin kann durch ATP-Hydrolyse kein Protonengradient
aufgebaut werden. Unter diesen Bedingungen wird die maximale Hydrolysekapazitit gemes-
sen, ohne daf eine gestorte Kopplung einen Einflufl auf die Rate hat, da eine Riickhemmung
durch einen Protonengradienten aufgehoben wird. Wird dem Versuchsansatz kein Entkoppler
hinzugefiigt, verringert sich die Hydrolyserate von Wildtypvesikeln um 30 %. Dies ist bei den
Mutanten YE238P und YR242P dagegen nicht zu beobachten, die ja auch keinen Protonengra-
dienten durch die ATP-Hydrolyse aufbauen (s. 0.).

Tab. 9: Hemmung der ATP-Hydrolyse

DKS8/pDP34
Wildtyp YE238P YR242P

Hemmung umol/min/mg
keine 0,313 (100) 0,304 (100) 0,145 (100)
30 uM DCCD 0,157 (50) 0,151 (50) 0,064 (45)

5 pg Venturicidin  |0,154 (49) 0,154 (51) 0,070 (49)
10 uM Aurovertin 0,056 (18) 0,066 (22) 0,025 (18)
10 mM Azid 0,013(4)  0012(4) 0,009 (7)

ohne Nigericin 0,219(70) 0,289 (95) 0,133 (92)

Die Wirkung verschiedener Hemmstoffe auf die Rate der ATP-Hydrolyse wurde bei 25 °C gemessen, nachdem
Membranvesikel mit den Inhibitoren fir 10 min (bei Azid fiir 30 min) bei 25 °C vorinkubiert wurden. Die
Hemmstoffkonzentrationen sind nahe dem K;, um sowohl erhohte als auch erniedrigte Sensitivitit der Mutanten
mdglichst gut erkennen zu kdnnen. Eine Ausnahme bilden 10 pM Aurovertin und Azid, die als Kontrollen zu den
in 3.3.7 und 3.3.8 aufgefiihrten Experimenten durchgefiihrt wurden. Zum besseren Vergleich ist die verbleibende
Restaktivitit, bezogen auf die ungehemmten Hydrolyse, als Prozentwert in Klammern angegeben. Die Werte sind
gemittelt aus jeweils mindestens 3 Messungen mit 3 verschiedenen Vesikelprdparationen. Die Standardabwei-
chung betragt in allen Féllen weniger als 10 %.

3.3.4 Aktivierungsenergie der ATP-Hydrolyse

Der ProzeB3 der FyF,-katalysierten ATP-Hydrolyse von Vesikeln kann durch die Aktivierungs-
energie E, charakterisiert werden. Sie hiingt von der Natur des Ubergangszustandes ab und be-

stimmt die Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit v,x von der absoluten Temperatur T

nach Arrhenius gemif der Gleichung In(v )= —% * L , wobei R die allgemeine Gaskon-

L
T

stante ist (zitiert nach (7)).
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Tab. 10: Kontrollmessungen zur Ermittlung von v, Entsprechende  Kontrollen

(Tab. 10) bei der niedrigsten

Komponente in Hydrolyse in pmol/min/mg Protein

doppelter Konzentration bei 20 °C bei 50 °C und hochsten Melitempera-
- tur zeigen, dal weder die

keine 0,498 1,668
ATP-Konzentration  noch

Phosphoenolpyruvat 0,519 1,621
. das regenerierende System

Pyruvatkinase 0,505 1,637
die Reaktionsgeschwindig-

ATP 0,518 1,641
keit begrenzen. Die Raten

Um sicherzustellen, dafl bei der Temperaturmessung die Maximalge-

schwindigkeit v,,x der ATP-Hydrolyse gemessen wurde, wurden ver-  gsind unter diesen MeBbedin-
schiedene Komponenten getestet, ob ihre Konzentration die ATP-

Hydrolyse limitiert. Angegeben sind jeweils die Hydrolyseraten, die mit ~ gungen nicht durch Magne-
Wildtypvesikeln erzielt wurden, wenn die Konzentration der links ange- L
gebenen Komponente gegeniiber der Standardkonzentration verdoppelt — SlUmionen gehemmt (vgl.
wurde. In der ersten Datenzeile sind die Raten mit den Komponenten in 2 D)
ihren Standardkonzentrationen (27 U/ml Pyruvatkinase, 5 mM Phospho- 3.5.2),
enolpyruvat und 10 mM ATP) angegeben. Zu den weiteren MefBbedin- . : .
gungen vgl. 2.3.5.2 sowie Tab. 9 flir Mittlung und Genauigkeit der Raten. dic maximale Rate Vi wi

sondern spiegeln

der (6).

Abb. 23 zeigt die Auftragung In(vm.x) gegen

. X . Arrheniusplot Wildtyp
1/T im Bereich zwischen 20-50 °C. Im Be- -
reich von 20 bis 40 °C, in dem sowohl die 27 i, Yy e
Anzucht (37 °C) als auch die Aktivitdtsmes- 0 - e
sungen (25 °C) stattfanden, ergeben sich in l
allen Féllen Geraden, die nach der Gleichung T T et

Arrheniusplot E238P

auch erwartet wurden. Uber 40 °C ist die Be-

ziehung insbesondere bei der Mutation

YE238P nicht mehr linear: Zunédchst sinkt die

Aktivitdt leicht, bis bei 45 °C eine Aktivitéts- M

2 L L L L
0,003 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035

steigerung einsetzt, so dafl bei 50 °C wieder -
die nach der Ausgleichsgeraden erwartete Ak- Arrheniusplot R242P
tivitdt erzielt wird. Diese Abweichungen in o

YE238P deuten moglicherweise auf eine ther- ; L 5 2°‘ ¢
mische Instabilitat hin (s. .). g, l

-02,003 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035
1/T in 1/K

Abb. 23: Arrheniusplot der ATP-Hydrolyse

Die Diagramme zeigen exemplarisch fiir den Wildtyp und die Mutanten YE238P und YR242P je einen als Arrhe-
niusplot aufgetragenen Datensatz der Hydrolyserate in Abhéingigkeit von der Temperatur. Diese Auftragung
sollte nach der Arrheniusgleichung zu einer Geraden fiihren. Besonders in YE238P ist aber oberhalb von 40 °C
eine deutliche Abweichung festzustellen, die moglicherweise auf eine thermische Instabilitit deuten konnte.
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Aus den Geradensteigungen wurden die Aktivierungsenergien errechnet. Die ATP-Hydrolyse
durch die ATP-Synthase der Mutanten YE238P und YR242P hat Aktivierungsenergien, die et-
was niedriger als beim Wildtyp mit 39 kJ/mol bestimmt wurden. Diese Werte wurden anhand
von vmax ermittelt, charakterisieren also den Ubergangszustand des geschwindigkeitslimitie-
renden Schrittes.

Aus den Daten wurden auch die thermodynamischen Parameter der Ubergangszustinde abge-

leitet. Alle Werte wurden fiir 25 °C berechnet (Tab. 11). Die mit £, = AH* + RT bestimmte

Enthalpieinderung AH* zeigt eine leichte Erniedrigung. Fiir die Ermittlung der Gibbs’schen
freien Energie des Ubergangszustandes AG* wurde die Hydrolyserate durch die in 0 be-
stimmten Enzymmenge geteilt, um die Wechselzahl k., zu erhalten, aus der sich AG*

(= RTIn(*L) — RTIn(k

cat

)) ergibt. Wahrend hier fiir das unmutierte und die mutierten Enzyme

dhnliche Werte bestimmt wurden, liegen die Werte fiir -TAS* bei den Mutanten um 5 kJ/mol
hoher. -TAS* wurde als Differenz von AG* und AH* bestimmt, so dal} sich hier die Standar-
dabweichung der Werte addieren und zu einer hheren Schwankungsbreite der Werte fiihren.
Eine Erniedrigung der Enthalpie, die durch eine erhohten Entropieterm kompensiert wird, so
daB AG* unverindert bleibt, kann so interpretiert werden, daB zur Erreichung des Ubergangs-

zustandes weniger (Bindungs-)Kréfte tiberwunden werden miissen (5, 138)

Tab. 11: Aktivierungsenergie

Stamm E, AH* AG* ~TAS*
DK8/pDP34 kJ/mol
Wildtyp 39(£2)  37(2)  59(x2) 20 (x4)
YE238P 34 (£3)  32(#3)  59(£2) 25 (%5)
YR242P 35(x4)  33(x4) 60(x2) 25 (6)

Die Werte ergeben sich aus der Steigung von jeweils mindestens drei von-
einander unabhédngigen Arrheniusplots (vgl. Abb. 23). Die MeBpunkte
decken den Bereich zwischen 20 und 40 °C in 1°C-Schritten mit Drei-
fachbestimmungen der maximalen Aktivitdt ab. In Klammern sind die
Abweichungen in kJ/mol angegeben.
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3.3.5 Strukturelle Integritiat der ATP-Synthase

Der Versuch, die ATP-Synthase nach einer Methode von Hase (64) zu solubilisieren und so
strukturell intakte Enzyme nachzuweisen, schlug bei Enzymen mit den Mutationen YE238P
und YR242P fehl. Aus diesen fehlgeschlagenen Solubilisierungsversuchen und einer mogli-
cherweise bei der Temperaturabhingigkeit der Hydrolyserate beobachteten thermischen Insta-
bilitdt (s. o.) ergibt sich der Verdacht, dal die Enzyme durch die Mutation YE238P und
YR242P eventuell strukturell destabilisiert sein konnten. Eine Ablosung des F;-Teilkomplexes
vom membranintegralen Fy-Teil vor oder wihrend der Messungen wiirde erkldren, warum
trotz Hydrolyse von ATP kein Protonengradient aufgebaut wird, aber nicht, warum die ATP-

Hydrolyse durch DCCD oder Venturicidin gechemmt wird.

Die Membranvesikel wurden in

Reaktionsmedium verdiinnt

Verbleib der ATP-Hydrolyseaktivitit and 5 min bei 25 °C inkubiert,

2% im 6 % im 4% im bevor sie durch Zentrifugation

Uberstand Uberstand Uberstand

erneut sedimentiert und resus-

s A e pendiert wurden. In allen Fal-
len ist 94 % oder mehr der ge-

Wt E238P R242P .
messenen ATP-Hydrolyseakti-

vitdt membrangebunden, wih-

Abb. 24: Verteilung der Hydrolyseaktivitit rend nur ein geringer Teil der

Die Diagramme zeigen die Verteilung der absoluten Hydrolyseaktivitit ~ Gesamtaktivitit im Uberstand
nach einer erneuten Zentrifugation der Vesikelsuspension. Der iiber-

wiegende Teil der Gesamtaktivitit (=100 %) bleibt membrangebunden  gelost ist (Abb. 24).

(grau schraffiert), wihrend nur ein kleiner Anteil sich im Uberstand

befindet.

Auch mit Hilfe von Antikor-
pern gegen die Untereinheiten y oder o (Abb. 25) wurde keine F;-Ablosung detektiert. F; dis-
soziiert auch bei der Inkubation mit den Substraten ATP oder ADP und P; nicht ab. Die Un-
tereinheiten sind auf den Membranvesikeln gebunden und zeigen im Western-Blot die gleiche
GroBe wie im Wildtyp (Abb. 26). Untereinheit y wird in allen Fillen von Antikdrpern sowohl
gegen den N-, als auch gegen den C-Terminus des Proteins erkannt. Eventuelle Abbaupro-
dukte mit einem niedrigeren Molekulargewicht als die intakte Untereinheit kdnnen in keiner

der Proben nachgewiesen werden.
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Immunodetektionen abgeloster Untereinheiten

Vorinkubation mit Vorinkubation mit
— ADP ATP — ADP ATP
WtERF WtERWt ER WtERF WtERWt ER
o- L
Y— -

Abb. 25: Immunodetektion membranabgeloster Fi-Untereinheiten

Membranvesikel wurden unter Reaktionsbedingungen (vgl. 2.3) mit Substraten inkubiert. Nach einer anschlie-
Benden Abzentrifugation der Membranen zeigen die Western-Blots der Uberstinde mit Antikdérpern gegen die
Untereinheit o (Teil A) und y (N-terminales Epitop, Teil B), daB sich keine dieser Untereinheiten abgeldst hat.
Uber dem Immunoblot sind die analysierten Proben wie folgt gekennzeichnet: Wt steht fiir Wildtyp, E fiir die
Mutante YE238P und R fiir die Mutante YR242P. Darunter ist angegeben, ob die Membranen ohne Substrate (-),
mit 2 mM ATP oder mit 300 uM ADP und 5 mM P; inkubiert wurden
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A i Abb. 26: Immunodetektion von o und
Wt E R F unc R E
238 242 242 238 v auf Membranvesikeln
I L P P

Die Untereinheiten o und y wurden durch We-
stern-Blot in den Membranvesikelsuspensionen
der Mutanten nachgewiesen. Vesikel des Wild-
typs (Wt) und aus dem ATP-Synthase-freiem
a - - = e Stamm (unc’) sind, ebenso wie F; als Standard,
zur Kontrolle ebenfalls analysiert. Die Herkunft
der untersuchten Proben ist aus der Beschriftung
am Oberrand des Western-Blots zu erkennen.
Die Antikorper sind gegen o (Teil A) gerichtet
sowie gegen den N-Terminus (Teil B) und den
C-Terminus (Teil C) von v.

BWtER F unc R E CWtER F unc R E

1 , 238242 ! 242 238
2%8 2{2 2;2 Azi?,)s Al > b

s o>
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3.3.6 Immunologische Quantifizierung

Sowohl eine gestorte Expression als auch eine Instabilitidt der mutierten ATP-Synthase, sei es
bei der Assemblierung des FoF;-Komplexes oder bei der Prdparation, konnten die Enzym-
menge und damit die membrangebundene Enzymaktivitdt verandern. Stellvertretend fiir das
gesamte Enzym wurden die Untereinheiten o und y immunologisch quantifiziert.
Verschiedene Proteinmengen der Proben wurden einer Westernblot-Analyse unterzogen
(vgl. 2.5). Dabei wurden die Untereinheiten durch einen Antikorper erkannt, der durch Biolu-
mineszenz nachgewiesen wurde. Die Leuchtstirke wurde zur Proteinmenge in Bezug gesetzt,
wodurch sich ein linearer Zusammenhang ergab (Abb. 27). Die Steigung der Ausgleichsgera-
den wurde als MaB fiir die Menge der Untereinheit ausgewertet.

Die Quantifizierung der Untereinheit o auf der Vesikelmembran (Abb. 27) zeigt bei der
Mutante YE238P keinen Unterschied zum Wildtyp. Bei der Mutante YR242P 148t sich aus dem
Verhiltnis von Signalintensitit zu Proteinmenge abschitzen, dafl nur etwa 50 % der Unterein-

heit auf der Membran vorhanden sind.

Quantifizierung der o -Untereinheit

Wildtyp I Glu238Pro Wildtyp I Arg242Pro
‘Oboooom _ SVes: soa>

relative Lumineszenzstérke relative Lumineszenzstérke
30 30

8T

L

Wildtyp Wildyp
* *

E238P T| Redzr

i 5 10 15 el 2% i [ 10 15 n 5
Proteinmenge in pg Proteinmenge in pg

Abb. 27: Immunologische Quantifizierung der Untereinheit o

Die Abbildung zeigt exemplarisch eine Quantifizierung der Untereinheit o in den Mutanten und im Wildtyp. Im
oberen Teil sind die Ausziige der ausgewerteten Westernblots zu sehen. Die relative Signalstiarke der Immunore-
aktion ist in den darunter liegenden Diagrammen gegen die eingesetzte Proteinmenge aufgetragen. Aus dem Ver-
héltnis der Steigungen der Ausgleichsgeraden wurde die relative Menge der Untereinheit in Bezug zum Wildtyp
ermittelt. Die gemittelten Werte der unterschiedlichen Experimente sind in Tab. 12 aufgelistet.
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Diese Ergebnisse wurden durch die Quantifizierung der Untereinheit y bestitigt (Tab. 12). Der
Vergleich mit der Signalstirke der reinen Untereinheit y ermdglicht die Berechnung der vor-
handenen ATP-Synthase-Menge bezogen auf das Gesamtprotein der Membranvesikel. Die
Berechnung basiert auf einem reinen Standard. Sie setzt voraus, daf} jede Untereinheit y Teil
eines kompletten ATP-Synthase-Enzyms ist, worauf das gegeniiber dem Wildtyp unverdnderte
Verhiltnis zwischen den Untereinheiten o und y in den Mutanten hindeutet. Unter diesen
Pramissen ergeben sich die in Tab. 12 aufgefiihrten Werte. Sie sind aufgrund der Fehlerstreu-
ung der Signale nicht genauer als 20 %, so dal zwar eine reduzierte Enzymmenge bei YR242P
festgestellt werden kann; die Menge bei YE238P ist jedoch nicht signifikant vom Wildtyp zu
unterscheiden. Der Anteil der ATP-Synthase von 3,6 % am Protein, das in den Membranvesi-

keln enthalten ist, stimmt fiir den Wildtyp mit bereits verdffentlichten Werten iiberein (42).

Tab. 12: Immunologische Quantifizierung von F;-Untereinheiten

Wildtyp yE238P yR242P

relative Menge o [%] 100 105 48
relative Menge v [%] 100 109 43
ng y/ mg Protein 2,2 2,4 1,0
pmol y/mg Protein 70 76 31

% FoFi/Membranprotein 3,6 4,0 1,6

Der obere Tabellenteil gibt den relativen Gehalt an Untereinheiten auf
den Membranen an (vgl. Abb. 27), wobei der Wildtyp willkiirlich auf
100 % gesetzt ist. Der untere Teil enthédlt die Werte, die sich beim
Vergleich mit dem Signal/Protein-Verhiltnis der reinen y-Untereinheit
ergeben. Dabei wurde angenommen, dafl jede Untereinheit y einem
vollstandigen FoF;-Enzym entspricht mit Molekulargewichten von
31,4 kDa fiir y bzw. 520 kDa fiir FoF;. Die Angabe des F(F;-Gehaltes
in der letzten Zeile ist in Gewichtsprozent (g/g). Aufgrund der starken
Streuung der Signale ist die Ungenauigkeit der Bestimmungen minde-
stens 20 %.
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3.3.7 Wirkung von Nukleotiden auf den respiratorischen ApH

Die Zugabe von Substraten fiir die ATP-Synthase beeinflufit den durch NADH-Oxidation auf-
gebauten Protonengradienten.

Zugegebenes ATP wird im Wildtyp hydrolysiert, wobei Protonen in die Vesikel gepumpt
werden und so den ApH erhohen. Aus ADP und P; dagegen wird ATP unter Abbau des Proto-
nengradienten synthetisiert. Um die mit der Substratzugabe einhergehenden ACMA-
Fluoreszenzverdnderungen besser vergleichen zu konnen, sind die Signalverldufe nach Zuga-
be der verschiedenen Nukleotide in je einem Graphen der Abb. 29 zusammengefallt. Die glei-
chen Ergebnisse wie mit dem Wildtyp werden auch mit Vesikeln erzielt, deren ATP-
Synthasen die Mutationen YE238I und YR242L enthalten.

Bei den Mutanten, die an diesen Stellen ein Prolin haben, fiihrt nicht nur der Zusatz von ADP
und P; , sondern auch die Zugabe von ATP zur Erniedrigung des Protonengradienten. Die Ef-
fekte sind von der Konzentration aller drei Substrate abhidngig (Abb. 28). ADP alleine hat
keinen Einflul auf den Protonengradienten (vgl. 0 mM P; in Abb. 28), ebensowenig wie das
nicht hydrolisierbare ATP-Analogon AMP-PCP (Abb. 29). Die Effekte lassen sich durch Vo-
rinkubation mit DCCD, das den F, fiir Protonen blockiert (75), verhindern. Aurovertin, das
die kontinuierliche Katalyse, aber nicht die Substratbindung (170) durch seine Interaktion mit

F; hemmt, verhindert die Nukleotideffekte beim Wildtyp, nicht jedoch bei den Mutanten.

ATP ADP,, P
ig

T Nig Nig
100 %+ 1 v \\ 2 1 L
uM
»I« b 00 ( 300 -
= ‘é 300 K o0 50
5 = i = % =
] 50 6 01
55 10 [¢) o}
2
[
E238P,
0%t =Lt . :

Abb. 28: Entkopplung durch Substrate in Abhiingigkeit von ihrer Konzentration

Die Kurven zeigen die ApH-abhéngige ACMA-Fluoreszenzldschung durch einen mit NADH erzeugtem respira-
torischen Protonengradienten und seine Verdnderung durch Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen an
Nukleotiden (vgl. 2.3.4.1). Details sind in Abb. 29 aufgefiihrt. Exemplarisch ist nur die Abhéngigkeit des Proto-
nenausstromes bei der Mutanten YE238P dargestellt. Im Falle variierender ADP-Konzentrationen wurden 5 mM
P;, bei variierender P;-Konzentration 300 uM ADP eingesetzt.
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Abb. 29: Wirkung von Nukleotiden auf den respiratorischen ApH

Die Kurven zeigen die ApH-abhéngige ACMA-Fluoreszenzldschung durch einen mit NADH erzeugten respirato-
rischen Protonengradienten und seine Verdnderung durch Zugabe von Nukleotiden. Nach Aufnahme der Grund-
linie und Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes ACMA wurde ein respiratorischer ApH an Membranvesikeln wie in
2.3.4 beschrieben durch Zugabe von NADH und Lactat aufgebaut. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt, an dem
300 uM der angegebenen Nukleotide zugegeben wurden. Bei Versuchen mit ADP waren stets von Beginn der
Messung an 5 mM P; vorhanden. Zur besseren Vergleichbarkeit sind in Reihe A die Signalverldufe mit AMP-
PCP, ATP oder 300 uM ADP und 5 mM P; iibereinandergelegt. Reihe B zeigt den Effekt bei Membranen, die
10 min bei 25 °C mit 10 uM DCCD vorinkubiert wurden. In Reihe C sind die Vesikel unter denselben Bedin-
gungen mit 10 pM Aurovertin vorinkubiert worden. Wenn die Signalverldufe von ADP und P; mit dem von ATP
deckungsgleich sind, ist aus Platzgriinden nur letzterer dargestellt. Am Ende aller Messungen wurde der Proto-
nengradient durch Nigericin aufgeldst, um die maximale Fluoreszenz zu erhalten.
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3.3.8 Aufbau eines ApH bei Anwesenheit eines K'-Potential

Durch Inkubation in einem K -reichen Medium (0,51 M K '-Ionen, vgl. 2.3.4.2) wird eine ho-
he Konzentration K'-Ionen in den Vesikeln erzeugt. Die Zugabe von Valinomycin in K'-
armen Medium (<0,75 mM K -Ionen, vgl. 2.3.4.2) 148t K'-Ionen aufgrund des Konzentrati-
onsunterschiedes aus den Vesikeln strdmen, so daB zur elektrischen Kompensation H' ein-
stromen. Der Protonengradient ist bei gleichem K'-Gradienten, der unter Versuchsbedingun-
gen etwa 167 mV entspricht, in Hohe und Dauer von der Protonenpermeabilitit der
Membranen abhingig. Der alleine durch Valinomycin induzierte H'-Gradient ist in diesen
Experimenten gering. Er ist in der Mutanten YR242P etwas starker als beim Wildtyp und der
Mutanten YE238P (Abb. 30). Dies deutet auf eine erhohte Protonenpermeabilitit in der
Mutanten YR242P hin, wie auch der verminderte Aufbau eines respiratorischen ApH vermuten
1aBt (vgl. Tab. 8).

Zum Aufbau eines deutlichen und konstanten Protonengradienten kommt es im Wildtyp erst
nach zusitzlicher Zugabe von ATP. Auch Vesikel mit den ATP-Synthase-Mutationen YE238P
und YR242P zeigen mit einem K'-Potential und ATP einen hohen, transienten Protonengra-
dienten, der jedoch nach kurzer Zeit wieder zusammenbricht. Durch die Anwesenheit des K'-
Potentials wird also eine Stérung in diesen Mutanten kompensiert, die den Aufbau eines ApH
durch ATP-Hydrolyse verhindert (vgl. Abb. 21). Wird der Fy durch eine DCCD-Inkubation
fiir Protonen blockiert, so ist weder in den Mutanten, noch im Wildtyp ein Protoneneinstrom
sichtbar. Auch wenn die ATP-Hydrolyse durch die Hemmstoffe Aurovertin und Azid unter-
bunden wird, wird trotz ATP und K"-Potential kein Protonengradient beobachtet. DaB fiir den
Aufbau eines ApH neben dem Kaliumpotential in den Mutanten auch die Hydrolyse des zuge-
gebenen ATP notwendig ist, und nicht bloB die Bindung des Nukleotides an das Enzym, zeigt
das Experiment mit dem nicht hydrolysierbare ATP-Analogon AMP-PCP (Abb. 30 A). Es
fiihrt im Wildtyp und beiden Mutanten zu keiner Erhohung des K'-Potential-getriebenen
Protonengradienten iiber die Membran. Ebensowenig erhoht die Anwesenheit von ADP und
anorganischem Phosphat den Protonengradienten bei Vesikeln des Wildtyps oder der Mutan-
ten YE238P und yR242P, obwohl es in den Mutanten bei einem bestehenden respiratorischen

ApH die Permeabilitidt der Membranen fiir einen Protonenefflux erhéht (s. o.).
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Abb. 30: Aufbau eines ApH bei Anwesenheit eines K'-Potential

Ein K'-Potential wurde wie in 2.3.4.2 beschrieben aufgebaut. Unmittelbar nach Zugabe der Vesikel zum Reak-
tionsmedium wurde ein Grundsignal aufgenommen und der Fluoreszenzfarbstoff ACMA dem Versuchsansatz
hinzugefiigt. 15 s danach wurden zusammen 165 nM Valinomycin und die angegebenen Nukleotide (300 uM)
zugefiigt. 0,33 uM Nigericin liel am Ende der Messung den Protonengradienten zusammenbrechen, so dal die
maximal mdgliche Fluoreszenz festgestellt werden konnte. Die MaB3stibe fiir die Zeit und die max. Fluoreszenz
sind durch Pfeile angegeben und in allen Graphen gleich; in den Reihen B bis E ist aus Platzgriinden die Grund-
linie nicht gezeigt. In Reihe A sind die Kurven mit AMP-PCP und ATP iibereinandergelegt. In Reihe B waren
zusitzlich zu 300 uM ADP noch 5 mM P; vorhanden, wihrend in Reihe C nur Valinomycin hinzugegeben wurde.
Darunter sind die Effekte von ATP nach Vorinkubation mit 10 uM DCCD (Reihe D) und 10 uM Aurovertin
(Reihe E) fiir 10 min bei 25 °C dargestellt.
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3.4 Weitere Mutationen der C-terminalen Helix der Untereinheit vy

Um unterscheiden zu konnen, ob die
Effekte des Prolineinbaues fiir YE238
und YR242 nur an diesen speziellen
Positionen oder generell bei einer Sto-
rung der o-helicalen Struktur in die-
sem Bereich auftreten, wurden um die-
se Positionen herum weitere Amino-
sduren gegen Prolin ausgetauscht. Da
siec nach Maoglichkeit keine fiir die
Katalyse essentiellen, funktionellen
Gruppen tragen sollen, wurden die
Alanine in den Positionen Y236, Y241
und 245 ausgewdhlt. Sie liegen in der
o-Helix unter, zwischen und tber
YE238 und YR242. Betrachtet man ihre
Lage entlang der Helixachse (Abb.

31), so schlielen sie mit den Ladungen

unterschiedliche Winkel ein, sind also
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Ausrichtung C-terminaler Reste in der a-Helix
Dargestellt ist ein Ausschnitt aus der C-terminalen Helix der -
Untereinheit, der den Bereich y235-245 in E. coli umfafit. Da
die Strukturdaten dieser Doméne fiir E. coli noch nicht zu-
génglich sind, wurden die Daten des in diesem Bereich struk-
turell dhnlichen mitochondrialen F; (52) fiir das Modell ver-
wendet. Es zeigt das Peptidriickgrat als Tubus, in dem jeder
Knick das C,-Atom eine Aminosdure reprasentiert. Die mu-
tierten Positionen sind schwarz geférbt; sie sind ebenso wie
die beiden geladenen Seitengruppen als Stabmodell darge-
stellt. Um Konfusion zu vermeiden, wurde die Reste nach der
Sequenz aus E. coli bezeichnet.

zu verschiedenen Seiten der Helix orientiert.

Alle Alanine sind konserviert, wobei sie in maximal 10 % der bekannten Sequenzen durch Se-

rin ersetzt sind bzw. Threonin oder Cystein fiir YA236. In der Diskussion (4.2, 4.4) wird be-

sonders auf die Effekte der Mutation YA236P eingegangen. Daher werden hier neben dem

Austausch gegen Prolin auch Substitutionen gegen Cystein und Glycin vorgestellt.
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3.4.1 Funktionelle Charakterisierung weiterer Mutanten der

C-terminalen Helix der Untereinheit 7y

A A A B A A
245 241 236 Wt Iy un¢” 236 236
P P P C G

Abb. 32: Expressionsnachweis der

Untereinheit yin den C-terminalen Mutanten

Die Untereinheiten y wurde durch Western-Blot in den
Membranvesikelsuspensionen der C-terminalen Mutanten
nachgewiesen. Vesikel des Wildtyps (Wt) und aus dem
ATP-Synthase-freiem Stamm (unc’) sind, ebenso wie F; als
Standard, zur Kontrolle ebenfalls analysiert. Die Herkunft
der untersuchten Proben ist aus der Beschriftung {iber dem
Ausschnitt aus dem Western-Blots zu erkennen.

Alle Mutanten exprimieren die Unterein-
heit ¥ (Abb. 32), wobei die Signale im
Western-Blot  keine  offensichtlichen
Mengenunterschiede zeigen, und wach-
sen auf Succinatminimalmedium (Tab.
13). An invertierten Membranvesikeln
der Mutanten YA241P und YA245P wird
mit NADH ein den Wildtypvesikeln ver-
gleichbarer ApH aufgebaut, der durch
ATP induzierte Protonengradient ist hin-
gegen stark reduziert. Dies geht mit einer
auf etwa ein Drittel reduzierten Rate der

ATP-Hydrolyse einher.

Tab. 13: Funktionelle Charakterisierung der Mutanten in der C-terminalen Helix von y

Stamm ATP- Protonengradient induziert mit
Hydrolyse ATP NADH
DKS8/pDP34 | umol/min/mg Protein % Quench der ACMA-Fluoreszenz
Wildtyp 0.317 58 76
YA236G 0,301 41 76
YA236C 0,253 46 75
YA236P 0,266 46 75
YA241P 0,109 27 72
YA245P 0,113 19 71

Die Tabelle fa3it die Ergebnisse der Messungen an den C-terminalen Mutanten zusammen.
Die MeB3bedingungen sind wie in Tab. 8 bzw. Tab. 9 angegeben.

Mutationen von YA236 sind durch moderatere Effekte gekennzeichnet. Der durch NADH in-

duzierte Protonengradient ist dem Wildtyp vergleichbar, der mit ATP erzeugte Protonengra-

dient ist reduziert. Die Hydrolyseraten von YA236C und yA236P wurden 20 bzw. 15 % nied-

riger als beim Wildtyp bestimmt (Tab. 13). In beiden Fillen ist die Riickhemmung durch den
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Protonengradienten in Abwesenheit des Entkopplers und die Sensitivitidt gegeniiber dem F-
Inhibitor DCCD (Abb. 33) nicht stark genug erniedrigt, um vom Wildtyp signifikant abzuwei-
chen.

Die Mutation YA236G bewirkt von den drei Austauschen des YA236 die stirkste Reduktion
des ATP-induzierten Protonengradienten, auch wenn ein Riickgang auf 41 % im Vergleich zu
den Mutationen an anderen Stellen (s. o.) relativ gering erscheint. Die Aktivitdt der ATP-
Hydrolyse in Gegenwart von Nigericin ist in der Mutanten YA236G gegeniiber dem Wildtyp
nicht beeintriachtigt und ist genauso gro3 wie in Abwesenheit von Entkoppler. Sie zeigt eine

verringerte Sensitivitit gegeniiber DCCD.

Hemmung der ATP-Hydrolyse

Oentkoppelt Oohne Nigericin W DCCD-gehemmt

0,35, 0,317

0,31
0,251

0,301

0,266

0,253

0,2
0,151
0,11 ({100 100(101 100/ 88

in pmol/mg/min

0,051
|7 .
Wildtyp A236P A236G A236C

Abb. 33: ATP-Hydrolyse

Das Balkendiagramm zeigt die Rate der ATP-Hydrolyse von Vesikeln bezogen auf die Vesikel-Proteinmenge.
Die Werte sind gemittelt aus jeweils mindestens 3 Messungen mit 3 verschiedenen Vesikelpraparationen. Die
Standardabweichung betréigt in allen Féllen weniger als 10 %. Die Zahlen in den Balken sind Prozentwerte.
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3.5 Mutanten in der N-terminalen Helix der Untereinheit y

Die N-terminale und C-terminale Helix der y-Untereinheit sind umeinander gewunden und
haben engen Kontakt miteinander. Dies trifft auch fiir die C-terminale Doméne y236-245 am
Unterrand des F-Kopfes zu, die mit y23-39 der N-terminalen Helix benachbart ist. Da das
Peptidriickgrat dieses Helixbereiches in E. coli von der Position abweicht, die der Helixbe-
reich in B. taurus einnimmt (47), kann die Lage der Reste im C- und N-Terminus zueinander
zur Zeit noch nicht geklért werden: Es ist unklar, ob die Abweichungen spezifisch sind, oder
darauf zuriickzufiihren sind, da3 in E. coli eine an beiden Enden verkiirzte Untereinheit (Y im
Komplex mit €) untersucht wurde. In der niedrig aufgeldsten Struktur des F; aus E. coli (68)
ist keine Lagebestimmung der Aminosduren maoglich.

Aus diesem Grund konnte die Lage von yS34 nach Auswertung der vorhandenen Strukturda-
ten (52,68,124) nur abgeschitzt werden. Die in allen Organismen als Serin, Threonin oder
Alanin vorhandenen Aminosduren liegen wahrscheinlich oberhalb von yA236 und auf glei-
cher Hohe mit yE238. Es war daher von besonderem Interesse, ob die Destabilisierung der N-
terminalen Helix durch Prolin oder Glycin an dieser Stelle dhnliche Effekte haben wiirde wie
die Mutationen in der benachbarten C-terminalen Helix.

Um die moglichen Bedeutung der mutierten Doménen fiir den Mechanismus des Enzyms dif-
ferentiell beurteilen zu kénnen, wurde der Rest YV13 mutiert. Er befindet sich nicht im Mit-
tel-, sondern im Anfangsteil der N-terminalen Helix, der oberhalb der C-terminalen Schlaufen
der grofien Untereinheiten, aber unterhalb des sogenannten P-Loops in B liegt (vgl. Abb. 18).
Da hier das Peptidriickgrat von B. taurus und E. coli fast deckungsgleich ist (68), 148t sich ei-
ne Orientierung der konservierten aliphatischen Seitenkette zur C-terminalen Helix anneh-
men. Die Mutation von yV13 sollte daher die Wechselwirkung mit den C-terminalen Nach-
barresten storen, deren Interaktionen die beiden umeinander gewundene Helices gegenseitig in
ihrer Lage stabilisiert (vgl. 4.4). Nach Arbeiten von Nakamoto et al. (105) tragt die C-
terminale Helix von y im oberen Bereich mit YQ269 und yT273 zwei Aminosduren, die wih-
rend der Katalyse direkt mit Aminosduren der Untereinheit 3 in der Nihe der katalytischen
Bindungstaschen wechselwirken sollen. Sie kdnnten ein Element der Untereinheit y sein, daf3
die fiir die Rotationshypothese angenommene kooperative Konformationsdnderung an den
aktiven Zentren koordiniert. Eine strukturelle Verdnderung in den oberen Helixbereichen

sollte also vor allem die Katalyse der ATP-Hydrolyse storen.
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3.5.1 Physiologische Charakterisierung N-terminaler Mutanten

Ein Western-Blot (Abb. 34) zeigt, da3 in allen Mutanten Untereinheit y exprimiert wird. Das

Wachstum auf Succinatminimalmedium wird durch die Mutationen ebenfalls nicht gestort.

Abb. 34: Expressionsnachweis der Unter-

V S S VVyVv einheit yin den N-terminalen Mutanten
13 34 34 E unc 13 13 13 Die Untereinheiten y wurde durch Western-Blot in den
C P G G P A Membranvesikelsuspensionen der  N-terminalen

Mutanten nachgewiesen. Vesikel des Wildtyps (Wt)
Y_ I —— und aus dem ATP-Synthase-freiem Stamm (unc’) sind,

ebenso wie F, als Standard, zur Kontrolle ebenfalls
analysiert. Die Herkunft der untersuchten Proben ist
aus der Beschriftung iiber dem Ausschnitt aus dem
Westernblots zu erkennen.

Die Mutationen des Restes YV 13 reduzieren vor allem die ATP-Hydrolyseaktivitit, bei YV13P
oder YV13G auf etwa 40 % der Wildtyp-Rate, wihrend YV13A und yV13C ca. 60 % erreichen.
Trotz der deutlich verringerten Rate baut die Mutante YV13C gegeniiber dem Wildtyp keinen
verringerten Protonengradienten auf. Eine erhohte Protonenstchiometrie n in der Reaktion
(ATP +n H'imen = ADP + P; + n H+augen) koénnte dies mathematisch erkliaren, wurde aber
bisher noch nie beobachtet. Allerdings sollte dann die Hemmung durch dieselbe Konzentrati-
on des ,,Produktes® H'j,nen Wesentlich stirker als im Wildtyp erwartet werden. Dies kann aber
bei Messungen ohne Entkoppler nicht beobachtet werden, in denen die Hydrolyse der Mutan-
ten YV13C durch den Protonengradienten wie beim Wildtyp gehemmt wird. Moglicherweise
befindet sich die Messung des mit ATP aufgebauten Protonengradienten in einem Bereich, in
dem sie gegen Beeintrichtigungen der Hydrolyserate relativ unanfillig ist, da die Nach-
weisempfindlichkeit von ACMA mit steigendem ApH abflacht.

Die verringerte Aktivitdt ist bei allen Austauschen von yV13 mit DCCD hemmbar, wenn auch
YV13P eine leicht verringerte Sensitivitét zeigt. Bei YV13P und yV13G zeigt sich bei Abwe-
senheit des Entkopplers keine signifikante Riickhemmung durch den ApH. Dieser ist bei
YV13P stérker verringert als bei YV13G und yV13A. Der respiratorische ApH ist in keiner der
Mutanten gegeniiber dem Wildtyp verringert.

Dies gilt auch fiir die Mutationen yS34P und yS34G. Erstere zeigt eine leichte, zweitere eine
deutlich verringerte Fluoreszenzloschung mit ATP. Die entkoppelte Hydrolyserate ist in

vS34P gegeniiber dem Wildtyp vergleichbar, in YS34G hingegen deutlich erniedrigt. Diese Er-
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gebnisse unterscheiden sich deutlich von den Resultaten mit der Mutanten YE238P und &hneln
mehr den Beobachtungen mit YA236P. Moglicherweise wurde die Position von yS34 nicht
richtig abgeschitzt, wie in 4.2 und 4.4 diskutiert wird.

Tab. 14: Physiologische Charakterisierung der N-terminalen Mutanten.

Stamm Protonengradient ATP-Hydrolyse
induziert mit

ATP NADH  entkoppelt 30 uM DCCD ohne Nigericin

DK8/pDP34 % Loschung der umol/min/mg
ACMA-Fluoreszenz

Wildtyp 58 71 0,298 0,120 (40) 0,235 (79)
YV13P 38 66 0,113 0,066 (58) 0,109 (97)
YV13G 52 67 0,123 0,062 (50) 0,114 (93)
YVI3A 52 70 0,180 0,077 (43) 0,148 (82)
YV13C 62 69 0,184 0,077 (42) 0,149 (81)
YS34P 52 67 0,347

YS34G 43 73 0,176

Die Tabelle falit die Ergebnisse der physiologischen Messungen an den N-terminalen Mutanten zu-
sammen. Das Wachstum aller Mutanten auf Succinatminimalmedium ist durch + symbolisiert (Der zur
Kontrolle mituntersuchte ATP-Synthase-freie Stamm zeigt kein Wachstum (vgl. Abb. 19) und ist nicht
aufgelistet). Die Werte flir die Fluoreszenzloschung mit invertierten Membranvesikeln sind in % der
maximalen ACMA-Fluoreszenz angegeben. Hinter den Hydrolyseraten der Hemmversuche ist in
Klammern die Aktivitdt in % der entkoppelten, ungehemmten Rate der jeweiligen Mutante aufgefiihrt.
Die Werte sind gemittelt aus jeweils mindestens 3 Messungen aus 3 verschiedenen Vesikelprépa-
rationen. Die Standardabweichung betrégt in allen Féllen weniger als 4 % bei den Fluoreszenzmessun-
gen und 10 % bei den Hydrolysemessungen.



4 Diskussion

In der FoF;-ATP-Synthase ist die Protonentranslokation durch den membranintegralen F,-
Teilkomplex mit Konformationsdnderungen verbunden, die die aktiven Zentren des Fi-
Teilkomplexes so verdndern, daf diese ADP + P; und ATP + H,0 ineinander umwandeln. Die
Rotationshypothese (21) postuliert, da3 die Bewegungsenergie durch die Rotation der Unter-
einheiten Yy und € relativ zu den anderen F;-Untereinheiten des Enzyms zu den katalytischen
Zentren libertragen wird.

Nach den bisher bekannten Strukturen (16,52,68,124,147) bilden N- und C-Terminus von y
zwei lange, umeinander gewundene a-Helices (vgl. Abb. 18), die mit einem Ende wahr-
scheinlich den F; beriihren (47,147). Die Enden ragen wie eine Achse in das Zentrum des F-
Kopfes hinein, der aus je drei alternierend im Kreis angeordneten Untereinheiten o und 3 be-
steht. Den Hauptteil der katalytischen Zentren tragen die Untereinheiten 3. Neben Kontakten
oberhalb der aktiven Zentren hat die Untereinheit B vor allem mit einer Schlaufe in ihrem C-
terminalen Drittel, die durch das konservierte ,,DELSEED“-Motiv charakterisiert ist, Kontakt
zur Untereinheit y. Die fiir die Schlaufe vermuteten Auf- und Abbewegungen wihrend der
Katalyse haben zu Spekulationen gefiihrt (87,115), daB sich hier eine energieiibertragende
Schnittstelle zwischen  und 7y befinden konne, durch die ein katalytisches Zentrum ge6ffnet
und geschlossen wird.

Schwerwiegende Stérungen der Energieumwandlung sind zu erwarten, wenn die o-helicale
Struktur der postulierten Drehachse in y durch Mutationen gestort wird. Als besonders kritisch
erschien die Doméne y236-245 in der C-terminalen Helix der Untereinheit vy, die sich unmit-

telbar am unteren Rand des o;33-Hexagons im Ubergang zum Stielbereich befindet.

4.1 Essentielle Aminosauren im Bereich y236-245 der Untereinheit y

Die Seitengruppen konservierter Aminosduren in der postulierten Drehachse konnten fiir die
Energieumwandlung essentiell sein. Bei Mutationen sollte der Austausch dieser Reste durch
einen Funktionsverlust auffallen.

Die Reste YE238 und yR242 sind ohne schwerwiegende Funktionsstorungen gegen ungelade-

ne hydrophobe Reste (YE2381, YR242L) austauschbar. Thre geladenen Seitengruppen sind also
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nicht essentiell. Die Mutationen fiihren zwar zu einer Verringerung der ATP-Hydrolyserate
und des dadurch erzeugten Protonengradienten, aber nicht zum Ausfall einer bestimmten
Funktion. Bei der Mutante YR242L ist auch die Aktivierungsenergie in der ATP-Hydrolyse
nicht signifikant veridndert (85), so da3 von einem unverinderten katalytischen Mechanismus
ausgegangen werden kann. Diese Ergebnisse bestitigt der Einbau anderer Aminosduren an
diesen Positionen ohne groBere Storungen (6,105). Eine Ausnahme bildet die Mutation
YR242E, die die Assemblierung des Enzyms verhindert (85). Dies ist vermutlich auf die un-
mittelbare Nédhe zu der darunter liegenden Ladung von YE238 und einer Gruppe negativer La-
dungen in der C-terminalen Schlaufe der Untereinheit B zuriickzufiihren. Fir diese
DELSEED-Sequenz wurde lange Zeit eine Wechselwirkung mit den positiven Ladungen in 7y
vermutet. Diese Annahme widerlegen nicht nur die oben dargestellten Ergebnisse, die mit den
Mutanten YE238I und YR242L erzielt wurden. In Untersuchungen von Berns (15) und Hara et
al. (63) wurden die gesamten geladenen Aminosduren des DELSEED-Motives in B gegen un-
geladene Aminosduren ausgetauscht, ohne dal3 ein Funktionsverlust auftrat. Die Interaktion

zwischen Y und B scheint also nicht durch ionische Wechselwirkungen dominiert zu werden.

4.2 Destabilisierung der C-terminalen o.—Helix in y

Prolin stort die o-helicale Sekundérstruktur, da es nicht die notwendige Konformation ein-
nehmen kann (31,43). Der Einbau dieser Aminoséure in die C-terminale o-Helix von 7y zwi-
schen y241-245 fiihrt zu einem klaren Aktivitétsriickgang der ATP-Hydrolyse der membran-
gebundenen ATP-Synthase (Abb. 36). Dieser Bereich der Drehachse liegt unmittelbar am
Unterrand des o3B3-Hexagon (vgl. Abb. 18,Abb. 35). Hier besteht eine enge raumliche Néhe
zum C-Terminus der Untereinheiten o und B, die wenig Platz fiir strukturelle Verdnderungen
1aBt. Ein Einbau von Prolin 148t sterische Konflikte erwarten, die den F; sowohl strukturell
destabilisieren als auch seine Aktivitdt funktionell stdren sollten. Insbesondere wenn die C-
terminale Schlaufe der Untereinheit 3 sich wiahrend der ATP-Hydrolyse auf- und ab bewegen
muf} (81), konnte eine deformierte Helixachse die Konformationsdnderungen der katalyti-
schen Zentren storen. Bei der Mutation YR242P korreliert die verringerte Hydrolyseaktivitat
mit einem reduzierten Enzymgehalt. Moglicherweise konnten sterische Konflikte bei der As-
semblierung die Menge des Enzyms in den Membranen verringern, wie dies fiir andere Muta-

tionen dieses Restes beschrieben ist (85).
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Ein Einbau von Prolinen in Position 236 und y238 verringert die Hydrolyseaktivitit dagegen
weniger. In dieser Position liegen die Reste eine Helixwindung néher zur Membran und wahr-
scheinlich knapp unterhalb des oPB3-Ringes. Sowohl im mitochondrialen Fj, als auch in ei-
nem 7y'/e-Komplex aus E. coli ist die C-terminale Helix an dieser Stelle bereits von drei Pep-
tidschlaufen (mit den Resten y87, Y111 und y143) aus dem mittleren Bereich der Untereinheit
Yy umgeben, so daB ein direkter Kontakt von yYA236 oder YE238 mit o oder B unwahrscheinlich
ist (Abb. 35). Mutationen dieser Reste haben deswegen vermutlich nur geringe Wirkung auf
den F; und Katalyse-Vorgang. Nach der Rotationshypothese sollte eine Strukturstdrung in der
Antriebsachse aber einen Effekt auf die Kopplung der reversiblen ATP-Hydrolyse-Reaktion

an die H'-Translokation zeigen.

Abb. 35: Kontakt zwischen yund 8

Dieses Stereobild ist der Arbeit von Rodgers und Wilce (124) entnommen (Eine Farbkopie der Struktur befindet
sich zum Ausklappen im hinteren Einband). Es zeigt in griin eine Teilstruktur der y-Untereinheit mit den beiden
langen, terminalen o-Helices auf der linken Seite als Schlaufenmodell (Pfeile zeigen B-Faltblitter). Uber sie ist in
rot die Struktur aus Rinderherz modelliert. Dabei wurden die Untereinheiten so ausgerichtet, daf3 sich die termi-
nalen Helices im Bereich gemeinsamer Struktur moglichst gut iiberlappen (vgl. Abb. 37 fiir eine Gegendarstel-
lung). Die daraus resultierende Lage der sogenannten ,,DELSEED*“-Schlaufe ist oben rechts zu sehen. Geladene
Reste dieses Sequenzmotives und einer darunter befindlichen a-Helix aus 7y sind als Stabmodell kenntlich ge-
macht. Die Lage der in dieser Arbeit mutierten Ladungen YE238 und YR242 sind durch Einschwérzung auf der C-
terminalen Helix kenntlich gemacht. Unmittelbar rechts von ihnen sind zwei Schleifen als Linien zu erkennen, die
als Raum-ausfiillende Modelle die C-terminale Helix von der Vorder- und Hinterseite umhiillen.

Der Protonengradient als MaB fiir die H -Pumpleistung zeigt keine klare Abhingigkeit von
der Néhe der mutierten Position zum unteren Rand des o3B3;-Hexagons. Betrachtet man je-
doch die Orientierung der Reste entlang der Helixachse, so ergibt sich ein klar erkennbares

Schema (Abb. 36): Der ATP-induzierte ApH wird immer geringer, je weiter der Einbau des
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Prolins vom vermutlichen Kontaktbereich (vgl. 4.3) zur N-terminalen Helix in y wegriickt.
Den stérksten Effekt haben die Mutationen YE238P und YR242P, die wahrscheinlich an der
AuBlenseite der Achse lokalisiert sind. Diese Mutanten zeigen einen totalen Verlust der

Kopplung. Das konnte folgendermaBlen erklért werden:

ATP-induzierter
ATP-Hydrolyse Protonengradient

Mutation umol/mg/min
E238
A245 0 R242
A245 0,113
R242 0,145
A241 0,109
E238 0,304
A236 0,266

Abb. 36: Effekte des Prolineinbaus in die C-terminale Helix

Die Grafik zeigt den Bereich y235-246 der C-terminalen o-Helix als Peptidriickgrat links von der Seite, rechts
entlang der Achse betrachtet aus dem mitochondrialen F;, dessen Strukturdaten zuginglich sind (52). Die
schwarz markierten Positionen wurden durch Prolin ersetzt. Neben der Seitenansicht sind die jeweiligen Positio-
nen der Mutationen und die Hydrolyseraten de zugehorigen Mutanten aufgefiihrt. Um die Ansicht entlang der
Helixachse ist die Fluoreszenzloschung in % der maximalen ACMA-Fluoreszenz angegeben, die ein MaB fiir den
durch ATP-Hydrolyse aufgebauten ApH ist. Der Wildtyp erreicht 61 % bzw. 0,313 pmol/mg/min.. Unterhalb der
C-terminalen Helix ist die Position der N-terminalen Helix als Umrif3 angedeutet. Die Position dieser Helix ist in
E. coli moglicherweise leicht verschoben (vgl. 4.3).

Das Vorhandensein von Prolin bewirkt einen Knick von etwa 30° in o-Helices (43), wie bei-
spielsweise in der Struktur der Untereinheit b oder ¢ der ATP-Synthase erkennbar ist (vgl.
Abb. 3 und 4). Einen solchen Knick zeigt auch die N-terminale Helix der Untereinheit vy aus
E. coli aufgrund des Prolins yP43, der die Richtung der Helixachse um etwa 20° verdndert
(vgl. Abb. 35). Bei den Mutanten YE238P und yR242P wiirde eine Lageverdnderung des He-
lixendes gegeniiber Fy bewirkt werden, und die Vermutung liegt nahe, dafl dadurch die Inter-

aktion zwischen Fy und 7y gestort wiirde (vgl. letztes Kapitel).
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Die Funktionsstorungen miissen insbesondere bei den Austauschen der Alanine gegen Prolin
nicht alleine auf die Stérung der o-helicalen Struktur zuriickzufiihren sein. Prolin (90 A3) hat
auch ein groBeres van-der-Waals-Volumen (31) als Alanin (67 A%), das bei dichtem Kontakt
mit anderen Proteindoménen durch den héheren Raumbedarf sterische Probleme verursachen
kann. Dies ist wahrscheinlich bei der Mutation YA236P an der Kontaktfliche der C- und N-
terminalen Helix von y der Fall. Wird dieses Alanin gegen Cystein (86 A3) ausgetauscht, das
etwa die gleiche Gréf3e wie Prolin hat, aber kein a-Helixbrecher ist, so zeigen beide Mutanten
dieselben Funktionsbeeintrdchtigungen. Leicht stirkere Storungen als fiir Cystein berichten
Nakamoto et al. (105) fiir das etwas groBere Threonin (93 A?). Dieses Ergebnis zeigt eben-
falls, daB eine Storung der a-helicalen Sekundérstruktur an der Kontaktfliche der bei-
den Helices nicht die Protonentranslokation beeintrachtigt. Auf die Helix-Wechselwirkungen
wird spdter genauer eingegangen (vgl. 4.4).

Neben Prolin destabilisiert auch Glycin a-Helices (31). Die auf ein Wasserstoffatom redu-
zierte Seitenkette gibt der Aminosdure sterisch sehr gro3e Flexibilitdt und nahezu freie Dreh-
winkel. Dies lockert die starre Ausrichtung des Peptidriickgrates in einer o-Helix und verrin-
gert deren Rigiditit. Die ATP-Synthase scheint durch die entsprechende Mutation YA236G
partiell entkoppelt zu werden. Trotz gleicher ATP-Hydrolyseaktivitdt wird ein verringerter
Protonengradient aufgebaut. Die fehlende oder verringerte Sensitivitit der ATP-Hydrolyse
gegen Behinderungen des Protonentransportes durch einen ApH oder den Fy-Inhibitor DCCD

konnen sich dadurch gut erkléren lassen.
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4.3 Destabilisierung der N-terminalen o-Helix in y

Bovine o ,

E.coliy'e o

Abb. 37: Untereinheit y aus E. coli und B. taurus

Dieses Bild wurde aus einer Arbeit von Fillingame (47) entnommen, die die
Rontgenkristallstrukturen aus E. coli und B. taurus miteinander vergleicht
(Eine Farbkopie der bakteriellen Struktur befindet sich zum Ausklappen im
hinteren Einband). Rechts ist der Komplex einer verkiirzten Untereinheit y’
mit € zu sehen, links der Ausschnitt aus dem mitochondrialen F; mit y und
der zu € homologen Untereinheit 8. Im Zentrum beider Abbildungen stehen
die terminalen Helices von v, die als Schlaufenmodell gezeigt sind. Sie lau-
fen in E. coli fast parallel zueinander, wahrend sie in Rinderherzenzym
deutlich geknickt und umeinander gewunden sind. Der Grund fiir diese Un-
terschiede ist noch unklar: Er kénnte Spezies-abhdngig sein oder auf die
verkiirzten Helices der Untereinheit aus E. coli zuriickzufiihren sein. Da die
Lageunterschiede im Mutagenesebereich (Pfeil) gravierend sind, ist eine
Bewertung der experimentellen Ergebnisse durch kritischen Vergleich mit
der Struktur nur schwierig moglich.

Das Riickgrat der N-
terminalen Helix in E.
coli (68,124) weicht im
unteren Bereich stirker
von der Struktur (52) in
Bos taurus ab (Abb. 37).
Eine vergleichende Zu-
ordnung positioniert
vS34 auf etwa gleicher
Hoéhe mit yE238P und
orientiert beide Seiten-
ketten scheinbar in unge-
fahr dieselbe Raumrich-
tung, so dall moglicher-
weise dhnliche Auswir-
kungen der Mutation er-
wartet werden konnten.

Im Gegensatz zu YE238P
beeinfluBt yS34P aber
die Protonentranslokati-
on fast gar nicht, wih-
rend sich die Hydrolyse
leicht erhoht zeigt. Eine
mogliche Erklarung hier-

fir konnte sein, dal3 die

Seitenkette nicht zu den umgebenden Untereinheiten o und B orientiert ist, sondern mit der C-

terminalen Helix von vy in Kontakt steht. Eine unmittelbare Nachbarschaft zu YA236, wie sie

im mitochondrialen F; zu erkennen ist, wire moglich. Wie schon fiir diesen Rest diskutiert,

scheint die Storung der a-helicalen Struktur an dieser Kontaktfliche durch Prolin keinen gra-

vierenden Einfluf} auf die Funktion zu haben. Die fiir YA236 diskutierte hohere Raumbean-
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spruchung durch Prolin scheint bei dem groBeren Serin (73 A?) ebensowenig wie der Verlust
der Hydroxylgruppe die Enzymfunktion negativ zu beeinflussen.

Die Mutation yS34G ist dagegen in der ATP-Hydrolyse und Protonentranslokation einge-
schriankt. Moglicherweise konnte dies ebenso wie die Effekte der benachbarten Mutation
YA236G mit derselben Storung des H'-Transportes im Hinblick auf eine verringerte Rigiditit
interpretiert werden. Allerdings ist bei dem Austausch Serin gegen Glycin (48 A%) auch das

verringerte Volumen in Betracht zu ziehen, durch das moglicherweise der van-der-Waals-

Kontakt zwischen den Seitenketten der beiden Helices verloren gehen konnte.

Der Rest yV13 ist zur Kontaktfliche zwi-
schen N- und C-Terminus der Unterein-
heit y orientiert (Abb. 38). Er liegt im
mitochondrialen F; (52) oberhalb der C-
terminalen Schlaufen von o und B, aber
noch unterhalb des sogenannten P-Loops
in 3 in einem Bereich, in dem v in keinem
direkten Kontakt zu den grof3en Unterein-
heiten steht (vgl. Abb. 18).

Alle dort eingefiigten Reste fithren zu ei-
ner deutlich reduzierten Hydrolyseaktivi-
tit, wobei kein Zusammenhang mit der
Raumausfiillung besteht. Die geringste
Aktivitét zeigen die Helix-
destabilisierenden Mutationen YV13P und
YV13G (beide etwa 40 % des Wildtyps),
in denen die Hydrolyseaktivitét auch nicht
durch den Protonengradienten riickge-
hemmt wird. Im Gegensatz zu YV13G ist
in YV13P auch der ATP-induzierte Proto-
nengradient klar reduziert, wahrend der
respiratorische ApH in beiden Mutanten

und dem Wildtyp gleich hoch ist. Dies
spricht dafiir, da} der reduzierte ApH in

Abb. 38: Lage des Restes YV13

Die Grafik zeigt einen Ausschnitt aus der C- und N-
terminalen Helix der mitochondrialen Untereinheit y
(52), deren atomare Struktur in E. coli zum Grof3teil noch
unbekannt ist. Das Riickgrat der N-terminalen Helix win-
det sich auf der linken Bildseite von oben nach unten, ihr
Gegenstiick auf der rechten Seite von unten nach oben.
Sie sind an ihrer Kontaktfliche durch eine dichte Pak-
kung von meist hydrophoben Resten ineinander verzahnt.
Die Seitenketten dieser Reste sind als Stabmodelle darge-
stellt, von denen der mutierte Rest YV13 schwarz hervor-
gehoben ist. Die fiir die Interaktion mit den katalytischen
Zentren wichtigen Reste Q269 und yT273 (50,105,107)
unmittelbar oberhalb der Helixpackung, die durch die
Mutationen in ihrer Orientierung verdndert werden
kdnnten, sind als Kugelstabmodell gezeigt
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der Mutante YV 13P nicht auf eine erhohte Protonenpermeabilitit der Membran zuriickzufiih-
ren ist. Vielmehr scheint ein Teil des ATP ohne H'-Transport hydrolysiert zu werden, so daB}
trotz der gleichen Hydrolyserate ein geringerer ApH als in YV13G aufgebaut wird. Fiir eine
solche mechanistische Entkopplung der beiden Teilreaktionen spricht auch die verringerte
Sensitivitit von YV13P gegeniiber dem Fy-Inhibitor DCCD.

Die strukturelle Grundlage der durch Mutation von YV 13 ausgelosten Hydrolysestorungen ist
nicht klar. An der Mutagenesestelle selber besteht kein enger Kontakt zu den Untereinheiten o
und 3, obwohl ein solcher Kontakt durch einen Prolin-Knick der Helix entstehen konnte. Fiir
eine solche Spekulation fehlen aber Argumente. Mdglicherweise konnte als Erklarung auch
eine gestorte Wechselwirkung mit der C-terminalen Helix von y herangezogen werden, die im

folgenden Kapitel diskutiert wird.

4.4 Kontakte zwischen N- und C-terminaler Helix in y

Die N- und C-terminalen Helices der Untereinheit Yy sind im Zentrum des F; umeinanderge-
wunden und stehen in einem engen rdumlichen Kontakt zueinander. Die Kontaktfliche wird
vor allem von kleinen und hydrophoben Resten gebildet. Sie haben zueinander einen Abstand
von 3, 4 oder 7 Resten (Abb. 38). Dadurch konnen sich die Reste in einem Band iibereinander
anordnen und die Helices iiber van-der-Waals-Wechselwirkungen miteinander verkniipfen
(30).

Ein Aminosédurepaar, das an der Kontaktfliche zwischen den beiden Helices liegen konnte, ist
vS34/YA236. Die dhnlichen Auswirkungen ihrer Mutationen deuten auch auf einen funktio-
nellen Kontakt hin. Der Einbau von Prolin scheint hier weniger durch eine verdnderte Sekun-
dérstruktur zu storen, als vielmehr durch seine hohere Raumausfiillung. Dementsprechend
senkt ein Ersatz des kleinen Alanins Hydrolyserate und ATP-getriebene Protonentranslokation
starker als die Mutation des groferen Serin zu Prolin. Die mit einer Vergroferung von 73 auf
124 A3 verbundene Mutation yS34L fiihrt hingegen zum Verlust von 33 % der Hydrolyseakti-
vitdt (105). In Analogie hierzu 146t sich vermuten, dal3 die in der Mutante yS34G, nicht aber in
der Mutante YA236G gestorte Hydrolyse auf eine Schwichung der Helixinteraktion durch den

verlorengegangenen Kontakt der Seitenketten zuriickzufiihren sein kdnnte.
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Die gegenseitige Stabilisierung der beiden Helices wére ein plausibler Grund dafiir, dal3 eine
Prolin-induzierte Storung an der gemeinsamen Kontaktfliche strukturell kompensiert und so
funktionell toleriert werden konnte. Die Energie der Wechselwirkungen wiirde eine Konfor-
mation der Aminosduren um das Prolin herum fordern, die nach einem kurzen, unstrukturier-
ten Bereich die Interaktionen durch Riickkehr zur urspriinglichen Helixstruktur moglichst un-
verdndert wiederherstellt. Zudem wiirden die Helices unter Umstdnden in ihrem Gegeniiber
die Ausbildung eines Prolinknickes behindern, wenn die Position der abgeknickten Helix mit
der zweiten Helix in sterische Konflikte kime.

Mit einer solchen Stabilisierungsfunktion wére gut in Einklang zu bringen, dal3 eine erhohte
Flexibilitdt durch Glycineinbau den Aufbau eines ApH stédrker behindert als das starre Prolin.
Moglicherweise konnte die Rigiditdt der mutierten Helixdoménen fiir die Weitergabe von
Konformationsdnderungen wihrend der Kopplung wichtiger sein als ihre exakte, lokale
Struktur an dieser Stelle.

Im Anfangsbereich des N-Terminus scheint dagegen die lokale Struktur eine wichtigere Be-
deutung zu haben (vgl. Abb. 38). Die Mutation von yV13 hat auch bei Austauschen gegen
Alanin und Cystein eine starke Stérung der Hydrolyse zur Folge. Der daran gekoppelte Auf-
bau eines ApH ist aber, mit der Ausnahme von YV13P, fast gar nicht gestort. Dieses Ergebnis
ist durch eine direkte Wirkung der Mutationen auf die umgebenden Untereinheiten o und 3
nur schwierig zu erkldren, da diese in keinem engen rdumlichen Kontakt stehen. Zudem ist
das Valin zur C-terminalen Helix von y orientiert (Abb. 38), so dal die Mutationen wahr-
scheinlich indirekt {iber die Interaktion mit dieser Helix wirken. Andere Mutagenesestudien
haben gezeigt, dafl oberhalb von yV13 im C-Terminus ein Segment beginnt, das fiir die ATP-
Hydrolyse sehr wichtig ist (50,105,107). Die dort liegenden Aminosduren yQ269 und yT273
sollen im Kontakt zu Resten der Untereinheit B nahe der katalytischen Zentren stehen. Ge-
storte Wechselwirkungen mit der N-terminalen Helix konnten die Position dieser Doméne
verdandern und so die Hydrolyse beeintrachtigen.

Die aus der Struktur abgeleitete Stabilisierung der beiden Helices konnte also in ihren ver-
schiedenen Bereichen unterschiedliche Funktionen fiir die verschiedenen Teilreaktionen des
Enzyms haben. Diese Funktionsdifferenzierung der Doménen sollte bei der Untereinheit y zu
erwarten sein, wenn sie an der Energieumwandlung als Mittler direkt beteiligt ist (vgl. 4.6).
Wenn die Untereinheit y als Kopplungsachse fungiert, sollte ein Bereich mit den katalytischen
Zentren wihrend der Substratumsetzung interagieren, wihrend ein anderer Bereich die Proto-

nentranslokation durch Wechselwirkungen mit dem Fy beeinflu3t. Die Mutationen von YV 13
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deuten moglicherweise darauf hin, dal die Interaktion mit den katalytischen Zentren durch die
oberen Domédnen der a-Helices in 7y erfolgen konnte, was aufgrund der rdumlichen Ndhe zu
den Nukleotidbindungsstellen plausibel erscheint. Im folgenden sollen nun die beiden
Mutanten YE238P und YR242P besprochen werden, die die Wechselwirkung der Untereinheit

Y mit dem Fy storen.

4.5 Funktionsverlust in den Mutanten YE238P und YR242P

Von den in dieser Arbeit charakterisierten Mutanten der Untereinheit ¥ haben nur YE238P und
YR242P die Féhigkeit zur oxidativen Phosphorylierung verloren, und zwar in vivo und in vitro
(vgl. 3.3.1).

Die Mutationen betreffen beide Reaktionsrichtungen der reversiblen ATPase-Reaktion, die
Mutantenvesikel bauen also durch Hydrolyse von ATP auch keinen Protonengradienten auf.
Dieser Defekt tritt bei allen Temperaturen zwischen 20 und 40 °C auf. Er ist also im Gegen-
satz zu anderen, in der Literatur beschriebenen Mutationen wie YE208K (86) in diesem Be-
reich nicht temperaturabhingig. Bei dieser Mutanten verschlechtert der Austausch der negati-
ven Seitengruppe in unmittelbarer Nahe des Fy durch eine positive Ladung wahrscheinlich die
elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem F; und dem F,, die fiir die Katalyse und
Kopplung von entscheidender Wichtigkeit sind (46b). Bei niedriger Temperatur erlauben die
geschwichten Interaktionen noch eine Energieiibertragung, die bei hohen Temperaturen
und/oder den damit einhergehenden hohen Wechselzahlen verloren geht und zur Entkopplung
fiihrt.

Im Gegensatz dazu scheint bei den in dieser Arbeit beschriebenen Mutanten YE238P und
YR242P eine fiir die Funktion wichtige Wechselwirkung nicht nur geschwécht, sondern kom-
plett verloren. Die Mutationen konnten diese Wechselwirkungen indirekt durch strukturelle
Auswirkungen auf andere Enzymbereiche wie den Fy (vgl. 4.2) verhindern, oder eine direkte
Wirkung am Mutageneseort auf die Wechselwirkungen der Untereinheit y mit den Unterein-
heiten B und/oder o haben. Dafl die direkten Wechselwirkungen nicht ionischer Art sein
miifiten, wurde bereits anhand der unpolaren Substituenten dargestellt (vgl. 4.1). Ob die Hy-
drolyse oder die Interaktion zwischen dem o;f;-Hexagon und der Untereinheit y betroffen

sind, an deren Kontaktflache die Reste sich befinden, wird im folgenden Kapitel diskutiert.
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4.5.1 Mechanismus der ATP-Hydrolyse

Die anndhernd gleichen Wechselzahlen lassen vermuten, da3 die Katalyse der ATP-Hydrolyse
im unverdnderten und den mutierten Enzymen gleich ist. Sie wird auch durch die Hemmstoffe
Aurovertin und Azid dhnlich stark gehemmt (Abb. 39). Um den Katalysemechanismus genau-
er zu charakterisieren, wurden die thermodynamischen Parameter fiir den Wildtyp und die
Mutanten YE238P und YR242P bestimmt (Tab. 11). Sowohl die freie Gibbs'sche Energie AGH,
als auch die Entropie AS* und die Enthalpie AH* stimmen fiir die unverinderte ATP-Synthase
in Membranvesikeln mit bisherigen Veroffentlichungen tiberein (85). AG* in den Mutanten
YE238P und yR242P gleicht denen des Wildtyps im Rahmen der MeBungenauigkeit, dagegen
wurde -TAS* um 5 kJ/mol héher bestimmt. Der verinderte Entropiewert wird durch eine ent-
sprechende Senkung der Enthalpie AH? kompensiert. Diese thermodynamischen Parameter
kénnen so interpretiert werden, daB fiir die Erreichung des Ubergangszustandes in den mu-
tierten Enzymen weniger Energie aufgewendet werden muf3. Die Verdnderung des Entropie-
terms legt nahe, daf dies mit dem Verlust von (Bindungs)-Kréften erkliart werden konnte, die
im Wildtyp, nicht aber in den Mutanten {iberwunden werden miissen, um den Ubergangszu-
stand zu erreichen. Da die ATP-Hydrolyse in den Mutanten nicht mehr mit einer Protonen-
translokation verbunden ist, konnte dies einen solchen verringerten Energieaufwand erkldren.

Zur Zeit wird noch kontrovers diskutiert, ob die Protonentranslokation wéhrend des ge-
schwindigkeitsbestimmenden Schrittes der Reaktion stattfindet (5,32,115,116). Da die Maxi-
malgeschwindigkeit bestimmt wurde, kann der hier charakterisierte Ubergangszustand diesem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Katalyse zugeordnet werden (138). Welcher
Schritt dies ist, wird zur Zeit noch diskutiert. Die genaue Zuordnung wird dadurch erschwert,
daB sich nach dem ,,binding-change*“-Mechanismus (22,23) drei aktive Zentren in einem En-
zym an der Katalyse beteiligen, wobei jedes Zentrum zur gleichen Zeit ein anderes der drei
Katalysestadien durchléuft. In einem wird ATP gebunden, in einem ATP hydrolysiert und in
einem ADP + P; freigesetzt. Alle drei tragen zum thermodynamischen Profil des Ubergangs-
zustandes bei, so daB3 er schon im F;-Teilkomplex nicht gleichgesetzt werden kann mit dem
chemischen Ubergangszustand, wie ihn etwa das Analogon MgAIF;ADP (24,104) widerspie-
gelt. Im intakten FoF;-Enzym flieBen dariiber hinaus noch die mit der Protonentranslokation

einhergehenden Prozesse ein.
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Restaktivitit der ATP-Hydrolyse nach Hemmung

0,3

0,15+

in pmol/mg/mii

Abb. 39: Hemmung der ATP-Hydrolyse in den Mutanten YE238P und yR242P

Die Balken geben die verbleibende Restaktivitdt unter den unterschiedlichen Bedingungen an.

4.5.2 Kopplung zwischen F; und F,

Die Inhibition der ATP-Hydrolyse durch Hemmstoffe des Protonentransports 146t Riick-
schliisse iiber die Kopplung beider Teilprozesse zu. Der Hemmstoff DCCD bindet kovalent an
die Carboxylgruppe D61 der Untereinheit ¢, die an der Protonenleitung durch den F, essentiell
beteiligt ist. In den in 1.5.3 ausfiihrlich vorgestellten Modellen liegt der Rest cD61 an der Au-
Benseite eines Zylinders aus mehreren Untereinheiten c, an dessen Oberseite Untereinheit y
und € fest gebunden sind. Seine Rotation an der peripheren Untereinheit a vorbei Protonen
iiber die Membran transportieren. Die Bindung des volumindsen DCCD verhindert nach die-
sem Modell nicht nur die Protonenleitung, sondern blockiert auch die Drehung des Komple-
xes aus v, € und c sterisch, so dal am F,; keine kontinuierliche, kooperative ATP-Hydrolyse
stattfinden kann. In Experimenten von Zhou ef al. (185) wurde durch eine Disulfidbriicke eine
Untereinheit y und B miteinander verkniipft und dann mit den anderen Untereinheiten zu ei-
nem Enzym rekonstituiert. Entsprechende Markierungen erlauben die Identifikation der Un-
tereinheit B, die zu Beginn mit y verkniipft war. Nach Auflosen der Disulfidbriicke und Kata-
lyse wurde die Disulfidbriicke erneut gekniipft. Die nun mit y vernetzten Untereinheiten 3
wurden analysiert. Nach ATP-Hydrolyse zeigt sich eine nach dem Modell erwartete, statisti-
sche Verteilung der unterschiedlichen Untereinheiten 3, die an y gebunden wurden. Bei Vor-

inkubation mit DCCD wurde hingegen liberwiegend wieder die Quervernetzung mit der Un-
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tereinheit B hergestellt, mit der y zu Beginn des Experimentes verbunden war. Dies wurde als
eine Unterbindung der Drehung von vy relativ zu o35 interpretiert, obwohl das Experiment
nicht zeitaufgeldst ist und die Rotation selber gar nicht verfolgen kann.

Bei den beiden nicht protonentranslozierenden Mutanten YE238P und YR242P hemmt 30 uM
DCCD die ATP-Hydrolyse ebenso wie beim Wildtyp um circa 50 % (Abb. 39). Im Rahmen
der oben genannten Hypothese konnte dies so verstanden werden, dafl die mechanistische
Kopplung zwischen Fy und F; in den Mutanten weitgehend intakt ist, so da3 die Blockade des
Fy auf die Katalyse des F; wirkt. Aus Messungen am isolierten F; ist fiir die durch die ATP-
Hydrolyse erzeugte mechanische Kraft ein Drehmoment von 50 pN*nm ermittelt worden
(113). Dieses miifite demnach auf den Proteolipidzylinder iibertragen werden und dabei miif3ite
thm die Wechselwirkung zwischen F; und F, widerstehen.

DCCD kann in hoheren Konzentrationen (> 100 uM) an die Untereinheit 3 binden und so den
F, direkt hemmen (170,183). Hemmversuche mit Venturicidin (119), das spezifisch nur an
den Fy bindet, fiihren aber zu denselben Ergebnissen wie die Experimente mit DCCD. Beide
Fo-Hemmstoffe hemmen also die Mutanten genauso wie den Wildtyp. Eine daraus abzuleiten-
de mechanische Kopplung zwischen Fy und F; geht aber nicht mit einer funktionellen Kopp-
lung einher. Mit der ATP-Hydrolyse wird in den Mutanten kein Protonengradienten aufge-

baut.
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4.5.3 Protonenpermeabilitit

Der fehlende Aufbau eines ApH durch ATP-Hydrolyse deutet auf eine erhdhte Protonenper-
meabilitdt der Membranvesikel in den Mutanten hin.

Sie wird dadurch belegt, da3 der an die NADH-Oxidation gekoppelte respiratorische Proto-
nengradienten in den Mutanten erniedrigt ist. Sie ist auf einen erhdhten H'-Ausstrom durch
den F, zuriickzufiihren, denn die Blockade des Fy durch DCCD bringt den respiratorischen
ApH auf ein dem Wildtyp vergleichbares Niveau.

In beiden Mutanten wird der Protonenausstrom durch die Zugabe von ADP + P; beschleunigt,
dabei wird jedoch kein ATP produziert und anders als im Wildtyp erhoht auch ATP den H'-
Ausstrom (Abb. 29).

Der beschleunigte H'-Ausstrom wird nicht durch Aurovertin gehemmt. Daraus kann ge-
schlossen werden, da} dafiir die Bindung der Substrate verantwortlich ist, denn die ATP-
Hydrolyse wird durch Aurovertin spétestens nach einem katalytischen Zyklus gestoppt (170).
Moglicherweise sind es das im katalytischen Zentrum gebildete ADP und P;, die die Be-
schleunigung des Protonenausstrom nach ATP-Zugabe bewirken. Das nicht hydrolysierbare
ATP-Analogon AMP-PCP hat ndmlich keinen Einflu3 auf den ApH. Die Erh6hung der Proto-
nenpermeabilitéit, die den Aufbau eines ApH durch ATP-Hydrolyse in den Mutanten verhin-
dert, ist demnach auf zwei Ursachen zuriickzufiihren, einen intrinsischen und einen Substrat-
induzierten Entkopplungseffekt. Allerdings reichen beide Effekte zusammen nicht aus, um
den durch NADH-Oxidation aufgebauten Gradienten vollstdndig zum Erliegen zu bringen.
Dies hat vermutlich damit zu tun, daB die an die Atmungskette gekoppelte Protonentransloka-

tion in ihrer Rate hoher ist als die an die ATPase gekoppelte.

Wird eine zusitzliche Triebkraft durch ein K'-Diffusions-Potential bereitgestellt, so bauen
auch ATPasen mit der Mutation YE238P oder YR242P nach ATP-Zugabe voriibergehend einen
Protonengradienten auf.

Das K'-Potential, das kiinstlich durch einen K'-Konzentrationssprung erzeugt wurde, wird im
Laufe der Reaktion abgebaut. Deswegen ist der ApH in den Mutanten im Gegensatz zum
Wildtyp, wo das zusétzliche Potential nicht erforderlich ist, transitorisch. Die mutierten En-
zyme konnen ohne das Zusatzpotential den Protonengradienten nicht gegen die Leckstrome

aufrecht erhalten.
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4.5.4 Mogliche Deutungen der gestorten Energieiibertragung

Den Verlust der Moglichkeit zur Energiekonservierung bei intakter mechanischer Kopplung
von Fy und F; konnte ein unspezifisches Protonenleck erkldren. Sowohl die Protonenstrome
als auch die ATP-Hydrolyse werden aber durch DCCD und Venturicidin gechemmt. Beide In-
hibitoren greifen an dem einzigen Rest (cD61) an, dessen Beteiligung an dem produktiven
Protonentransportweg durch Fy unumstritten ist (11,75). Die bei den Mutanten beobachteten,
erhohten Protonenfliisse gehen daher iiber den gleichen Weg.

Eine Erklirung kénnte sein, daB nur ein Teil der Enzyme H'-Transport-gekoppelte ATP-Hy-
drolyse ausfiihrt, wihrend durch einen anderen Teil der Enzyme, die als Leck fungieren wiir-
den, die Protonen wieder ausstromen. Dies ist aber unwahrscheinlich, sofern man keine zwei
verschiedenen Enzympopulationen annimmt (s. u.), da die Experimente unter Substratsétti-
gung ausgefiihrt wurden, so daf3 alle Enzyme in der ATP-Hydrolyse aktiv sein sollten. Die ge-
geniiber dem Wildtyp unverdanderten Wechselzahlen bestitigen diese Vermutung. Moglicher-
weise konnte dieser Erkldrungsansatz aber geeignet sein, die teilweise Entkopplung der Mem-
branen bei Aufbau eines respiratorischen ApH (ohne ATP/ADP-Zugabe) durch Enzyme zu er-
klaren, an die nach der Priparation noch Nukleotide des Cytosol fest gebunden geblieben sind.
Auch zwei unterschiedliche Enzympopulationen erscheinen als Erkldrung unwahrscheinlich,
da ihre Herkunft schlecht zu erkldren wére. Der Stamm DKS besitzt durch eine Deletion kein
Gen fiir die Untereinheiten der ATP-Synthase, so daf} sie vom (mutierten) Plasmid exprimiert
werden muB. Zellen ohne Plasmid konnen aufgrund der fehlenden Resistenz gegen das zuge-
setzte Antibiotikum nicht wachsen, wihrend das Wachstum durch Glucose-Vergirung einen
Selektionsdruck fiir etwaige Spontanmutationen in der ATP-Synthase minimiert.

Die immunologischen Nachweise sowohl des N- als auch des C-Terminus der Untereinheit in
den isolierten Membranvesikeln belegen, daB3 in keiner der Mutanten Degradationsprodukte
der Untereinheit vorhanden sind, die verdnderte Komplexe bilden konnten. Auch unvollstén-
dig zusammengebaute Enzyme konnten nicht nachgewiesen werden. Dagegen belegen die
Quantifizierung der Untereinheiten o und vy, daB3 zumindest die Stochiometrie zwischen o und
v nicht verdndert zu sein scheint. Auch eine Abldsung dieser Untereinheiten oder des F; vom
membranstindigen F, findet unter den Versuchsbedingungen nicht statt. Fi-freier F, konnte
auch nicht die Nukleotideffekte erkléren, da er keine entsprechenden Bindestellen besitzt. Bei
der Interpretation der Mutanten ist es daher sinnvoll, von einer einheitlichen Enzympopulation
auszugehen, in denen die Mutationen in allen Enzymen dieselbe Verdnderung des Mechanis-

mus bewirken.
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4.6 Modell eines Substrat-kontrollierten Protonen-Ventils

Angenommen wird ein Substrat-abhidngiger Kontrollmechanismus fiir die Richtung des Pro-
tonenflusses durch ein ,,Protonen-Ventil“. Dieses wiirde im Wildtyp zwischen einer fiir den
Protoneneinstrom oder Protonenausstrom offenen und einer geschlossenen Form wechseln.
Der jeweils eingenommene Zustand wire von der Reaktionsrichtung und -phase abhédngig und
konnte durch den Protonengradienten und die gebundenen Substrate gesteuert werden. In der
offenen Form wiirden die Protonen aufgenommen bzw. abgegeben, in der geschlossenen Form
wiirde die Kraft aufgebaut, um die Protonen iiber die Transportbarriere zu beférdern bzw. die
Achse in Bewegung zu setzen. Die Offnung wiirde durch die Bindung von ADP und P; ge-
steuert; der Verschlu wére mit dem katalytischen Reaktionsschritt der Umwandlung von

ADP + P; und ATP + H,0 ineinander koordiniert.
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Modell eines
Substrat-gesteuerten Protonenventils

Abb. 40: Modell des vorgeschlagenen Ventilmechanismus

Dieses Modell zeigt die Modifikationen, die moglicherweise bei dem von Junge vorgeschlagenen Kopplungsmo-
dell notwendig sind. Der periphere F, ist in hellgrau unterlegt, der membranintegrale F, in dunkelgrau. Dieses
Funktionsmodell geht davon aus, dafl Protonen durch die Drehung des Proteolipidzylinders zwischen zwei Halb-
kanélen transportiert werden und so die Membran passieren kdnnen (80). Der Rotor mit dem Schaft soll die po-
stulierte, starre Verbindung mit der Untereinheit y symbolisieren, deren terminale o-Helices angedeutet sind. Die
beiden waagerechten Striche, die vom Schaft ausgehen, sollen die Interaktion von zwei Domédnen der Unterein-
heit y mit dem Enzymkomplex veranschaulichen. Die obere Wechselwirkung induziert die Umsetung der Sub-
strate in der katalytischen Bindungstasche, wihrend die untere den Protonenflu3 durch den F, kontrolliert. Beide
Vorginge werden durch die Untereinheit y miteinander verbunden und dadurch koordiniert. Die Wechselwirkung
mit den katalytischen Zentren scheint bei Mutationen von yV13 gestort zu sein, wihrend in YE238P und YR242P
das Protonenventil am F, nicht richtig zu schlieen scheint.

Dies wiirde zwei funktionelle Doménen in der Untereinheit v, die die Koordination steuert, er-
fordern: Eine Doméne stdnde mit der Nukleotidbindungsstelle wahrend der Katalyse in Kon-
takt. Die durch Mutation von yV13 ausgeldsten Storungen der ATP-Hydrolyse deuten darauf
hin, daB sich eine solche Domine im oberen Teil der terminalen Helices der Untereinheit y be-
finden konnte, wie auch schon von Nakamoto et al. (105) diskutiert wurde.

Die zweite Domine hitte die Funktion eines Protonenventils, das den Protonenflufl durch den
Fo kontrollieren wiirde. Das in Abb. 40 gezeigte Modell illustriert die Rolle eines solchen
Ventils in der Katalyse. Dabei wurde als Grundlage der Zeichnung das von Junge (80) vorge-
schlagene Schema der Protonentranslokation verwendet. Diese Hypothese ist aber keinesfalls
die Grundlage des hier vorgestellten Kontrollmechanismus und kann durch andere Modelle,
sei es von Dimroth (37) oder ganz ohne Rotation, ersetzt werden. Der Weg der Protonen im F

miiflte dann entsprechend anders dargestellt werden.
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Die Funktionsstorungen der Mutanten YE238P und yR242P konnten in einem solchen Modell
durch eine falsche Steuerung des Ventils erkldrt werden, bei dem das Ventil unvollstindig
verschlossen wiirde. Eine solche Fehlfunktion wiirde sich weder auf den Mechanismus der
ATP-Hydrolyse noch auf die mechanische Kopplung zwischen F( und F; auswirken. Das Sy-
stem wiirde jedoch einen Teil seiner Kraft verlieren, um Protonen gegen den sich aufbauenden
Gradienten zu pumpen und den Riickstrom von Protonen in das Medium zu verhindern. Ein
solcher Defekt konnte durch eine zusdtzliche Triebkraft fiir den Aufbau eines ApH kompen-
siert werden, wie beispielsweise mit dem K'-Potential demonstriert. Umgekehrt wiirde durch
diesen Defekt auch die Nutzung des chemiosmotischen Potentials fiir die ATP-Synthese ver-
hindert.

Das vorgestellte Modell ist aber nicht nur in der Lage, das Verhalten der Mutanten zu be-
schreiben. Es bietet durch die zusitzliche, Substrat-abhingige Kontrolle des Protonenflusses

auch eine Erklirung fiir die effiziente Kopplung der beiden Reaktionen in der ATP-Synthase.

4.7 Andere Hinweise auf einen Substrat-kontrollierten Protonenfluf

In den Kopplungsmodellen von Junge et al. (80) und Dimroth et al. (37), die zur Zeit die Dis-
kussion beherrschen, ist der Protonenausstrom integraler Bestandteil der ATP-Synthese-
Reaktion, wird also nur durch die Katalyse selber kontrolliert. Tatséchlich ist die Synthese
von ATP aus ADP und P; in allen bekannten ATP-Synthasen mit einem Ausstrom von Proto-
nen verkniipft. Dieses Verhalten ist ein wichtiger Bestandteil des normalen katalytischen Pro-
zesses, sagt aber noch nichts liber den Kontrollmechanismus.

ADP-Analoga, die nicht phosphoryliert werden kdnnen, bewirken beim Chloroplastenenzym
ebenfalls einen Protonenausstrom (164). Daraus wurde geschlossen, da3 die Bindung der Nu-
kleotide den Protonenflu3 kontrollieren kénne. Da der Effekt des ADP-Analogons TNP-ADP
sowohl durch ADP als auch durch P; verhindert wurde, kamen die Autoren zu dem Schluf3,
da3 TNP-ADP nicht nur die Bindung des ADP, sondern auch des anorganischen Phosphates
im Enzym nachahme. Diese Interpretation wiirde gut zu dem vorgeschlagenen Ventilmodell
passen, in dem ADP und P; bei der Umwandlung in ATP im Zustand 3 den Protonenkanal
offnen. Wiirde TNP-ADP unter Nachahmung der Substrate ebenfalls diesen Zwischenzustand

erreichen, ergébe sich so ein Protonenausstrom trotz fehlender Phosporylierung.
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Die Rolle des vorgeschlagenen Protonenventils in der ATP-Synthase von E. coli konnte die
bessere Konservierung der Energie sein. Der vorgeschlagene Ventilmechanismus 6ffnet den
Protonenkanal im Wildtyp nur in dem Moment, wenn ADP und P; als Substrate am Enzym
gebunden sind. Dadurch wird der Abbau eines bestehenden Protonengradienten verhindert,
wenn kein ATP synthetisiert werden kann. Dies wiirde die Energieverluste wiahrend der At-

mung minimieren und die Energie des chemiosmotischen Potentials effizienter ausnutzen.

4.8 Spekulation iiber strukturelle Grundlagen des vorgeschlagenen Ven-
tilmechanismus

Das vorgeschlagene Modell eines Ventils, das den Protonenflu3 durch den F, kontrolliert, er-
fordert entsprechende strukturelle Voraussetzungen. Das Ventil selber muf sich am Protonen-
kanal befinden und mit den Mutagenesestellen YE238P und YR242P, die EinfluB auf seine
Offnung haben sollen, in einen glaubhaften Zusammenhang gebracht werden kénnen.

Beide Anforderungen erfiillt der Beginn der C-terminalen o-Helix von y und die davor liegen-
de Schlaufe mit den Resten y203-209 (Abb. 41). Nach einem Strukturmodell von Rodgers und
Wilce (124) stehen diese Aminosduren in unmittelbarem Kontakt zu der hydrophilen Schlaufe
der Untereinheit ¢ des Fy. Fiir diese Schlaufe wird eine direkte Beteiligung am Protonenfluf3
vermutet (34). Thre Ndhe zu dem angesprochenen Bereich in ¥ wird sowohl durch Quervernet-
zungen (135,167,168), als auch durch das Peptidriickgrat eines F;-Untereinheit c-Komplexes
aus Hefe bestitigt (147). In unmittelbarem Kontakt mit ¢ befindet sich vermutlich auch die
Untereinheit €, die einen Komplex mit vy bildet. Die Struktur dieses Komplexes (125) zeigt
zwischen ¥ und € einen Spalt. Dieser ist auch zwischen den homologen Untereinheiten des
mitochondrialen F; zu sehen und erreicht bis zu 8 A Breite (52). Er wird auf der einen Seite
von einem [3-Faltblatt der Untereinheit € (e41-45) gebildet. Die andere Seite bildet die Schlau-
fe ¥203-209 vor der C-terminalen Helix der Untereinheit y. Uber die funktionelle Rolle dieser
Spalte kann zum gegenwirtigen Zeitpunkt nur spekuliert werden, doch wire sie grofl genug
fiir eine hydrophile Schlaufe der Untereinheit c. Es wédre daher verfiihrerisch, iiber diese
Spalte als hypothetisches Protonentor mit Zugang zu dem Arginin cR42 des Protonenkanal im

Fo zu spekulieren.
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Abb. 41: Strukturelle Grundlagen der Mutagenese

Diese Abbildung wurde aus der Arbeit von Rodgers und Wilce (124) zusammengestellt und befindet sich als
Farbkopie zum Ausklappen im hinteren Einband. Sie zeigt einen Ausschnitt aus der von ihnen modellierten
Kontaktfliche zwischen Untereinheit ¢ und dem y'/e-Komplex. o-Helices sind als Schlaufenband, B-Faltblatter
als Pfeile dargestellt. Der Pfeil deutet auf den Spalt zwischen y” und € hin, der im mitochondrialen Enzym (52)
ebenfalls vorhanden und mehr als 7 A breit ist. Die von dort senkrecht nach oben laufende C-terminale o-Helix
von 7 ist an den Positionen YE238 und yR242 schwarz markiert, an denen ein Prolineinbau zu Stérungen des
Protonenflusses fiihrt.
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Dieser Erklarungsansatz wiirde in direktem Widerspruch zu dem Rotationsmodell stehen, das
eine starre Verbindung zwischen y und dem Proteolipidzylinder ebenso voraussetzt wie einen
sequentiellen Zugang einzelner Untereinheiten c in diesem Ring zu dem Protonenkanal. Wiir-
de man die Spalte zwischen y und € als ein Teil des Protonenkanals ansehen, miifite eine der
beiden Voraussetzungen falsch sein. Uber eine Funktion als Protonentor nur aufgrund der
Struktur zu spekulieren, erscheint aufgrund fehlender funktioneller Charakterisierung dieses
Bereiches iibereilt.

DaB ein EinfluB auf die Protonentranslokation des Fy, durch die Mutationen YE238P und
YR242P moglich ist, ist auch ohne die oben erwidhnten Spekulationen plausibel. Durch die
lange a-Helix ist der Beginn der C-terminalen Helix, der im Kontakt mit dem F, steht, mit
den Mutagenesestellen in der Doméne y236-245 verkniipft. Wie das Beispiel des Prolins yP43
in der N-terminalen Helix der Untereinheit 7y zeigt, kann der Einbau von Prolin das Abknicken
einer o-Helix induzieren. Dies konnte bei den Mutationen im C-Terminus zu einer Lagever-
anderung des Helixbeginn auf der Kontaktfliche zum F, fiihren. Eine Vorhersage, wie sich
die Lage der C-terminalen Helix verdndern konnte, wiirde eine Strukturberechnung der mu-
tierten Untereinheit im vollstindigen Enzymkomplex erfordern. Die dazu notwendigen
Strukturdaten sind aber zur Zeit noch nicht erhéltlich. Die Lageverdnderung durch einen
Knick wire aber von der Helixseite abhédngig, auf der das Prolin eingebaut ist. Eine solche
Abhingigkeit des durch ATP-Hydrolyse erzeugten Protonengradienten von der Lage des Pro-
lins wurde in der Tat beobachtet (Abb. 36).



5 Zusammenfassung

Die F¢F|-ATP-Synthase aus E. coli nutzt das chemiosmotische Potential von Protonen, die
entlang eines Gradienten durch den membranintegralen Fy-Teil stromen, um aus ADP und an-
organischem Phosphat am peripheren F, -Teil ATP zu synthetisieren. Beide Prozesse sollen
durch die Rotation der Untereinheit y innerhalb des Enzyms reversibel miteinander gekoppelt
sein. Die beiden Enden der Untereinheit y erstrecken sich vom Zentrum des F; bis zum F als
zweil lange, umeinander gewundenen o-Helices, die als Rotationsachsen pradestiniert schei-
nen. Thre helicale Struktur wurde in dieser Arbeit durch Einbau von Prolinen und Glycinen ge-
stort.

Der Einbau des a-Helix-Brechers Prolin beeintrichtigt bei zwei Mutationen (yS34P, YA236P)
die Enzymfunktion nicht nennenswert. Sie liegen an der Kontaktfliche der beiden Helices, de-
ren gegenseitige Stabilisierung die Strukturstorung moglicherweise kompensieren kann. Die
Mutationen yS34G und YA236G sowie Austausche des Restes YV13 zeigen Storungen der
Protonentranslokation und der ATP-Hydrolyse, die die funktionelle Bedeutung der Helix-
Interaktionen unterstreichen.

Membranvesikel mit den ATPase-Mutanten YE238P und YR242P konnen weder ATP synthe-
tisieren, noch durch ATP-Hydrolyse einen ApH aufbauen. Dies ist nicht auf den Verlust der
negativen (E) bzw. positiven Ladungen (R) zuriickzufiihren, da die hydrophoben Substitutio-
nen YE238I und yR242L funktionell nur geringe Beeintrachtigungen zur Folge haben. Die
weitere Charakterisierung der Prozesse der ATP-Hydrolyse in den Mutanten YE238P und
YR242P zeigt keine gravierende Verdnderung der katalytischen Reaktion. Die Hydrolyse von
ATP fiihrt jedoch zu keinem ApH. Die Bindung von ATP erhoht die Protonenpermeabilitit
des Fo-Teilkomplexes, vermutlich durch das am Enzym gebildete ADP und Phosphat. Dies
erklirt, warum trotz ATP-Hydrolyse und moglichen H'-Transport iiber die Membran kein
Gradient aufgebaut wird. Ein ApH kann aber aufgebaut werden, wenn eine zusétzliche Trieb-
kraft in Form eines K'-Potentials zur Verfiigung steht. Die Ergebnisse lassen sich mit einem
Ventilmodell erklidren, in dem die Bindung von ADP und Phosphat den sonst verschlossenen
Protonenkanal im F, voriibergehend 6ffnet. In den Mutanten YE238P und YR242P wiirde das
Protonen-Ventil zwar richtig gedffnet, aber unvollstindig geschlossen. Dieser Ventil-
Mechanismus wire sehr effektiv, um den ApH mit hohem Wirkungsgrad fiir die Phosphorylie-

rung zu nutzen.
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8 Anhang

8.1 Verzeichnis verwendeter Abkiirzungen und Symbole

A Angstrom (= 0,1 nm)

A Adenin (bei Nukleinsduren), Alanin (bei Aminosduren)
AA Acrylamid

ACMA 9-Amino-6-Chloro-2-Methyloxyacridin

AMP-PCP B,y-Methylenadenosin 5'-triphosphat

APsA P! P°-di(Adenosin-5)-Pentaphosphat

APS Ammoniumperoxydisulfat

ATP Adenosin-5’-triphosphat

ATPase Adenosin-5"-triphosphatase (E. C. 3.6.1.34)

BAA Methylenbisacrylamid

Bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin

B. taurus Bos taurus (Hausrind)

C Cytosin (bei Nukleinsduren), Cystein (bei Aminosduren)
DCCD N, N’-Dicyclohexylcarbodiimid

AG* freie Gibb’sche Energie des Ubergangszustundes

AH? Enthalpie des Ubergangszustundes

AS* Entropie des Ubergangszustundes

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP 2’-Desoxyribonukleosidtriphosphat

E Enzymmenge

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

G Guanin (bei Nukleinsduren), Glycin (bei Aminosduren)
Xg (Viel-)fache der Erdbeschleunigung (1 xg = 9,81 m/s?)
h Planck 'sche Konstante (6,626*107* Js)

Hepes (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N"-[2-ethansulfonsdure]
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktosid

k Boltzmannsche Konstante (1,380%10% J/K)

Keat Wechselzahl

KLH Tragerprotein zur Immunisierung (keyhole limpet hemocyanin)
min Minute

NADH Nikotinamid-dinukleotid (reduziert)
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NMR

TCA
TEMED
TNP-ADP
Tricin
Tris

unc

Upm

uv

v

Vmax

WT

Nuklear-Magnetische Resonanz

optische Dichte (Extinktion bei 1 cm Lichtweg)
anorganisches Phosphat

allgemeine Gaskonstante (= 8,31441 J/K/mol)
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Thymin (bei Nukleinséduren), Threonin (bei Aminoséduren)
Trichloressigsdure

N, N, N, N'-Tetramethylendiamin
2°(37)-0-(2,4,6-trinitrophenyl)-Adenosin 5 -diphosphat
N-tris-(Hydroxymethyl)-methylglycin
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan

Kiirzel fiir die Gene der F/F-ATPase bei E. coli (engl.=uncoupling)
Umdrehungen pro Minute

ultraviolettes Licht

maximale Reaktionsgeschwindigkeit

maximale Reaktionsgeschwindigkeit

Wechselzahl

Wildtyp
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8.2 Aminosiauren

Tab. 15: Eigenschaften der Aminosiuren

Name Buchstabe van-der-Waals- o-Helix-
Volumen Stabilisierung
in A3 in kJ/mol

Alanin A 67 -0,77
Arginin R 148 -0,68
Asparagin N 96 -0,07
Aspartat D 91 -0,15
Cystein C 86 -0,23
Glutamin Q 114 -0,33
Glutamat E 109 -0,27
Glycin G 48 0

Histidin H 118 -0,06
Isoleucin I 124 -0,23
Leucin L 124 -0,62
Lysin K 135 -0,65
Methionin M 124 -0,50
Phenylalanin F 135 -0,41
Prolin P 90 +3

Serin S 73 -0,35
Threonin T 93 -0,11
Tryptophan w 163 -0,45
Tyrosin Y 141 -0,17
Valin A% 105 -0,14

Die Tabelle listet die 20 codogenen Aminosduren alphabetisch auf. In der zwei-
ten Spalte sind die Buchstaben aufgefiihrt, die fiir diese Aminosduren als Abkiir-
zungen verwendet werden. Das van-der-Waals-Volumen und die Stabilisierungs-
energie fiir den Einbau in eine o-Helix sind ebenfalls angegeben. Dabei
stabilisieren Aminosduren eine o-Helix um so besser, je negativer der Energie-
wert ist. Glycin wurde als Bezugspunkt willkiirlich auf 0 kJ/mol gesetzt. Alle
Daten stammen aus (31).
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