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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Kristallstrukturen der energieumwandelnden Atmungskettenkomplexe Il und IV
und der ATP-Synthase liegen heutzutage vor und eroffnen ein vertieftes Verstandnis
ihrer molekularen Funktionsweisen. Die Struktur des Atmungskettenkomplexes I, der
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase, wurde bislang allerdings noch nicht geldst.
Komplex | koppelt den bergab gerichteten FluR3 von Elektronen von NADH auf
Ubichinon entlang eines FMN und bis zu sieben FeS-Clustern mit dem bergauf
gerichteten, transmembranen Transport von Protonen. Entgegen den anderen
Atmungskettenkomplexen ist Komplex | in der Lage zwei Protonen pro Gbertragenem
Elektron zu transportieren, was auf einen bislang noch vollkommen unverstandenen
Energielbertragungsmechanismus hinweist.

Komplex | hat eine ungewothnliche L-formige Struktur, die sich aus zwei sogenannten
Armen zusammensetzt, einem peripheren, bei Bakterien ins Cytosol, bei
Eukaryonten in die Mitochondrienmatrix ragender Arm und einem Membranarm. Die
Struktur des peripheren Arms, in dem sich auch alle bekannten Redoxgruppen
befinden, wurde dieses Jahr gelost. Dieser Teil des Komplex | scheint jedoch nur als
Elektronenzulauf zum Zentrum der Energiekopplung im membranstandigen Teil zu
fungieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Kristallisationsstrategie fir diesen
Teil des Komplex | auszuarbeiten und ihn somit fir eine Rontgenstrukturanalyse
zuganglich zu machen.

Als Modellorganismus stand der Pilz Neurospora crassa zur Verfligung, dessen
Komplex | in vielen vorangegangenen Doktorarbeiten biochemisch gut charakterisiert
worden war. Mit ausgearbeiteten Verfahren wurde der Komplex | durch
Ultrazentrifugation und Flissigkeitschromatographie in Octylglucosid isoliert, dann
durch Kaliumrhodanid in Anwesenheit von Decylmaltosid in den Membranarm und in
Bruchstiicke des peripheren Arms zerlegt und daraus durch Ultrazentrifugation und
GroélRenausschlulichromatographie der Membranarm rein dargestelit.

In folgenden Prazipitationsstudien unter Kontrolle der dynamischen Lichtstreuung
wurde nachgewiesen, dal3 der Membranarm durch Erniedrigung der lonenstarke aus
der Loésung verdrangt wird und hierbei einen Phasenwechsel durchlauft. Eine
Optimierung der Losungsparameter lonenart und -starke, Detergenzart und
-konzentration, pH-Wert und Temperatur fuhrte zu einer Stabilisierung des
monomeren Proteinanteils auch in Anwesenheit eines hohen Prazipitationsdruckes.

Es wurden Techniken entwickelt, die die Kristallisation des Proteins im Gegensatz
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zur amorphen Prézipitation kinetisch beglnstigen. Hierzu wurde der Einfluf
verschiedener Dialyseverfahren mit unterschiedlichen Konzentrationsgeféllen im
Hinblick auf die Stabilitat des monomeren Membranarms in Lésung untersucht.

Hieraus resultierte die Strategie, dem Membranarm etappenweise Uber eine kleine
Dialyseoberflache das umgebende Salz zu entziehen und nach erfolgter
Kristallkeimung das Kristallwachstum durch Vermeidung weiteren
Préazipitationsdruckes zu begunstigen. Diese Vorgehensweise fuhrte zu Kristallen, die
in ihrer Untereinheitenzusammensetzung mit dem Membranarm von Komplex |
Ubereinstimmen. Wahrend ihrer Wachstumsphase diskriminieren diese Kristalle
Verunreinigungen im umgebenden Milieu und bauen in einem ,reinigenden Effekt*
nur monomeres Membranarmprotein in den wachsenden Kristall ein. Leider wurden
bislang nur wenige Kristalle geeigneter Grol3e erhalten. Eine erste

Diffraktionsanalyse am ESRF in Grenoble ergab eine Auflésung von 7.5 A
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2. Einleitung

2.1 Die oxidative Phosphorylierung

Unter oxidativer Phosphorylierung versteht man die durch Zellatmung getriebene
Synthese von ATP. Sie stellt den Endpunkt des Energie liefernden Katabolismus
aerober Organismen dar. Alle Schritte des Kohlenhydrat-, Fett- und
Aminosaureabbaus minden in dieses letzte Stadium, bei der die gespeicherte
Oxidationsenergie der Katabolite die ATP-Synthese antreibt. Von den meisten
Organismen wird standig ATP synthetisiert und hydrolysiert. Der Mensch setzt zur
Deckung seines energetischen Grundumsatzes taglich eine Menge an ATP um, die
in etwa seinem Korpergewicht entspricht.

In  Eukaryoten findet die oxidative Phosphorylierung in der inneren
Mitochondrienmembran statt, bei Bakterien in der auf3eren Cytoplasmamembran. Die
in Form von NADH und Ubichinol als Reduktionsdquivalenten angelieferte Energie
aus dem Katabolismus wird zum Aufbau eines Protonengradienten tber die jeweilige
Membran genutzt, welcher letztlich die ATP-Synthese antreibt (Harris, 1995).
Erzeuger des Protonengradienten ist die Atmungskette, eine Folge von drei grof3en
membranstandigen Enzymkomplexen, die den bergab gerichteten Flul3 von
Elektronen von NADH Uber Ubichinol und Cytochrom c auf Sauerstoff mit dem
bergauf gerichteten Transport von Protonen Uber die Membran koppeln (Hatefi,

1985). Sauerstoff als Endakzeptor der Elektronen zu Wasser reduziert (Abb. 1).

Ao ADP+P | ATP
+ ‘v.;
NAD )
-\ )
& H+
' " : O§2 H* 2 Hy0
: A i e 4
: : ¢
1.9
QHa i H
: : Cytc3* I
\j \/ V !
Cth2+ H+
NADH:Ubichinon Ubichinol:Cytochrom ¢ Cytochrom ¢ FoF, ATPase
Oxidoreduktase Oxidoreduktase Oxidase
(Komplex I) (Komplex 111) (Komplex 1V) (Komplex V)

Abb. 1: Die Enzymkomplexe der oxidativen Phosphorylierung in Mitochondrien. Die Struktur von
Komplex | wurde durch elektronenmikroskopische Aufnahmen von Einzelpartikeln bestimmt; die
Komplexe Ill, IV und V durch Réntgenkristallographie. Q: Ubichinon, QH,: Ubichinol, Cyt ¢: Cytochrom
C.
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Die chemiosmotische Theorie von Mitchell (Mitchell, 1961) besagt, dafl3 nicht nur der
Konzentrationsgradient der Protonen sondern insbesondere die Ladungsdifferenz
Uber der Membran zur Hohe des resultierenden Synthesepotentials beitragt.

Der Elektroneneintritt in die Atmungskette erfolgt Uber Komplex [, die
NADH:Ubichinon Oxidoreduktase. Zwei Elektronen werden von NADH (E”=-320mV)
auf Ubichinon (E¥=+60mV) Ubertragen. Das reduzierte Ubichinol diffundiert in der
Membran zu Komplex Ill, der Cytochrom c¢ Reduktase; bci-Komplex, der je ein
Elektronen auf Cytochrom c (E”=+220mV) ubertragt. Das reduzierte Cytochrom c
wandert membranassoziiert zu Komplex 1V, der Cytochrom ¢ Oxidase, wo letztlich O,
(E¥=+820mV) zu H,O reduziert wird. Pro (iber die Membran transportiertem Proton
wird eine Energie AG” von ca. 20 kJmol™ gespeichert. Die Hydrolyse von ATP zu
ADP und Phosphat setzt unter physiologischen Bedingungen einen Energiegehalt
AG? von etwa 60 kJmol™ frei. Fur die Synthese von einem Mol ATP ist somit der

Ruckfluf3 von etwa 3 Mol Protonen erforderlich (Boyer, 2001).

In Eukaryoten sind die vier Enzymkomplexe der oxidativen Phosphorylierung (Abb. 1)
dualen genetischen Ursprungs. Die meisten ihrer Untereinheiten werden kernkodiert,
an cytoplasmatischen Ribosomen translatiert und posttranslational in die
Mitochondrien transportiert. Sieben membranstandige Untereinheiten des Komplex I,
eine des Komplex Ill, drei des Komplex IV und zwei des ATPase-Komplexes werden
jedoch vom mitochondrialen Genom kodiert und an mitochondrialen Ribosomen
translatiert (Attardi und Schatz, 1988; Chomyn und Attardi, 1992). Insbesondere die
mitochondrial kodierten membranstandigen Untereinheiten sind genetisch hoch
konserviert, was evolutionar betrachtet auf ein hoch effizientes System hinweist
(Manchekar, 2006).

Die Kristallstrukturen der Atmungskomplexe Il (Zhang et al., 1998; Xia et al., 1997,
Lange und Hunte, 2000) und IV (lwata et al., 1995; Tsukihara et al., 1996) sowie der
ATP-Synthase (Abrahams et al., 1994; Meier et al., 2005) liegen mittlerweile vor und
ermdglichen die Aufklarung ihrer molekularen Mechanismen. Der zunachst
widerspruchlich erscheinende Q-Zyklus von Komplex Ill (von Jagow and Link, 1986;
Link et al., 1993; Brandt and Trumpower, 1994; Croft and Berry, 1998), die Ein-
Elektronen-Ubertragung auf molekularen Sauerstoff an den Kupferzentren von

Komplex IV (Saraste, 1990; Soulimane et al. 2000) sowie die Aufklarung der
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Rotationskatalyse der ATP-Synthase (F;-Teil Abrahams et al., 1994; Fo-Teil Meier et
al., 2005) stellen Meilensteine der biochemischen Forschung dar (s. hierzu Kap. 2.3).
Auch in der klinischen Forschung erhofft man sich daraus Aufschlu3 Uber
Therapiemoglichkeiten fur Krankheiten, die eng mit einem fehlerhaften Ablauf der
oxidativen Phosphorylierung verbunden sind, wie glucklicherwiese seltene
neuromuskulare und neuroendokrine Degenerationen (Ataxie, Cardiomyopathie)
aber auch bestimmte Formen der Parkinsonschen Krankheit (Schapira, 1999;
Wallace, 1999; Sato et al., 2006).
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2.2 Komplex |, die protonenpumpende NADH-Ubichinon
Oxidoreduktase

Die Atmungskette in Mitochondrien aber auch in vielen Bakterien beginnt mit der
Oxidation von NADH zu NAD" und der damit verbundenen Reduktion von Ubichinon
(Q) zu Ubichinol (QH,). Gekoppelt wird diese Reaktion mit der Translokation von vier
Protonen Uber die innere Mitochondrien- bzw. die Cytoplasmamembran. Katalysiert
wird diese energetische Kopplung durch den Atmungskettenkomplex |, der

protonenpumpenden NADH:Ubichinon Oxidoreduktase. Die Reaktion folgt der

Gleichung:
NADH+Q+5HL OO0~ NAD' +QH, +4H;
N: negativ geladene Matrixseite; P: positiv geladenerIntermembranraum
Nahe verwandte Formen des Komplex | kommen in der inneren

Mitochondrienmembran der meisten Eukaryoten, der Cytoplasmamembran vieler Eu-
und Archaebakterien und der Thylakoidmembran von Chloroplasten vieler Pflanzen
vor (Friedrich und Scheide, 2000). Dariiber hinaus enthalten Hydrogenosomen das
NADH-Dehydrogenase Modul des mitochondrialen Komplex | (Hirdy et al., 2004).
Gut untersucht sind der mitochondriale Komplex | aus B. taurus (Fearnly und Walker,
1992) und aus N. crassa (Schulte und Weiss, 1997) sowie der bakterielle Komplex |
aus E. coli (Friedrich et al., 1995) und Paracoccus denitrificans (Yagi, 1993).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Komplex | aus E. coli und N. crassa
zeigen eine L-férmige Struktur, mit zwei etwa 25 nm langen Armen, die senkrecht
aufeinander stehen (Hofhaus et al., 1991; Guénebaut et al., 1997 und 1998). Ein Arm
ist in die Membran eingebettet (Membranarm), der andere ragt ins Cytoplasma bzw.
in die mitochondriale Matrix (peripherer Arm). Der Winkel zwischen den beiden
Armen des Komplexes ist variabel. Der E. coli Komplex zeigt bei niedrigen
Salzkonzentrationen eine hufeisenformige Struktur (Bottcher et al., 2002).

Der bakterielle Komplex | stellt mit 14-15 Untereinheiten die Minimalform des Enzyms
dar (Weidner et al., 1993; Leif et al., 1993). Im eukaryotischen Komplex | kommen
zusatzlich zu den Homologen dieser Untereinheiten bis zu 30 weitere sogenannte
akzessorische Untereinheiten vor (Weiss et al., 1991; Walker, 1992; Schulte und
Weiss, 1995; Buchanan und Walker, 1996; Videira und Duarte; 2001). Daher ergibt
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sich fur den eukaryotischen Komplex | eine anndhernd doppelt so hohe molekulare
Masse von etwa 1MDa gegenuber etwa 500kDa des bakteriellen Komplex | (Abb. 2).
Sieben membranstandige Untereinheiten des eukaryotischen Komplex [, die
zusammen ca. 60 Transmembranhelices ausbilden sind mitochondrialgenetischen
Ursprungs. Sie werden von den Genen ND1 bis ND6 und ND4L auf der
mitochondrialen DNA kodiert und an mitochondrialen Ribosomen synthetisiert. Alle
anderen Untereinheiten des eukaryotischen Komplex | werden kernkodiert und

posttranslational in die Mitochondrien importiert.

Abb. 2: Uberlagerte Darstellung der dreidimensionalen Bilder von Komplex | aus E. coli (ausgefiillt)
und Neurospora crassa (Drahtgitter). Die Bilder wurden aus Einzelpartikelanalyse
elektronenmikroskopischer Aufnahmen errechnet (Guénebaut et al., 1998). Der Membranarm ist
dunkel, der periphere Arm hell dargestellt.

Die akzessorischen Untereinheiten spielen keine tragende Rolle im Elektronen- oder
Protonentransfer. Vielmehr scheinen sie ein isolierendes Gerist um die, den
bakteriellen Untereinheiten homologen, essentiellen Grundeinheiten zu bilden.
Vermutlich wirken sie als Abschirmung vor Elektronenverlust und vermeiden somit
die Erzeugung von Sauerstoffradikalen (Robinson, 1998). Sie kénnten jedoch auch
als Andockstelle fur andere Atmungskettenkomplexe bei der Bildung eines hoch
effizienten katalytischen Superkomplexes dienen (Budde et al., 2000).

Zwei akzessorische Untereinheiten werden im Zusammenhang mit anabolen
Stoffwechselwegen diskutiert. Eine 9,6 kDa Untereinheit wurde als Acylcarrier-
Protein (ACP) mit einer Phosphopantotheingruppe als Cofaktor identifiziert. Diese
Untereinheit scheint bei der Biogenese des Komplex | eine Rolle zu spielen
(Schneider et al., 1995). Es gibt Diskussionen, ob das ACP auch an der
mitochondrialen Fettsduresynthese beteiligt ist (Mikolajczyk et al., 1990; Yagi et al.,
2003). Eine 40 kDa periphere Untereinheit zeigt Verwandtschaft zu Reduktase-

Isomerasen und besitzt ein festgebundenes NADPH (Fearnly und Walker, 1992;
9
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Zensen et al.,, 1992). Andere Untereinheiten werden im Zusammenhang mit der
Regulierung der Komplex | Aktivitdt diskutiert. Die Phosphorylierung der AQDQ-
Untereinheit des B. taurus Komplex | steigert die Enzymaktivitat (Scacco et al.,
2000). Eine aquivalente 21 kDa Untereinheit wurde in N. crassa identifiziert (Ferrinha
et al., 1999). Des Weiteren wurde die Ahnlichkeit zwischen der 9,8 kDa Untereinheit
von N. crassa bzw. der MWFE Untereinheit in B. taurus mit einem Teil einer
Untereinheit des bakteriellen Na*-transportierenden Komplex | festgestellt (Marques
et al., 2003).

Die NADH-Bindestelle sowie alle bekannten Redoxgruppen des Komplex | befinden
sich im peripheren Arm des Enzyms (Hinchcliff und Sazanov, 2005). Bei den
redoxaktiven Gruppen handelt es sich um ein Flavinmononukleotid (FMN) und acht
bei Eukaryoten bzw. neun bei Prokaryoten Eisenschwefelzentren (FeS-Zentren). In
N. crassa wurden durch ESR-Spektroskopie die FeS-Zentren N-1, N-2, N-3 und N-4
(Wang et al., 1991) und durch UV-VIS-Spektroskopie die FeS-Zentren N-6a und N-
6b nachgewiesen (Rasmussen et al.,, 2001). Der Komplex | aus B. taurus enthalt
zwei zweikernige FeS-Zentren N-1a und N-1b (Onishi, 1979; Uhlmann und Friedrich,
2005). Daruber hinaus konnte in B. taurus ein weiteres vierkerniges FeS-Zentrum N-
5 (Djafarzadeh et al., 2000) nachgewiesen werden und in E. coli sogar das
vierkernige FeS-Zentrum N7 (Nakamaru—Ogiso et al., 2005). Im mitochondrialen
Komplex | scheint dieses N-7 zu fehlen.

Die Bindung und Reduktion des Ubichinon findet im Membranarm des Enzyms statt
(Friedrich et al., 1990). Es werden zwei Ubichinon-Bindestellen diskutiert, da zwei
Klassen von Hemmstoffen, kompetitive wie Piericidin und nicht-kompetitive wie
Rotenon, an der Ubichinonreduktion angreifen (Friedrich et al., 1994). Aufgrund der
hohen Potentialspanne zwischen dem redoxpositivsten letzten FeS-Zentrum N-2 mit
einem Mittenredoxpotential von E, 7= -160mV und dem Ubichinon mit Ep, 7= +60mV
wird eine zuséatzliche Redoxgruppe postuliert, da eine Umkehr des Elektronenweges
ohne diese nicht moglich ware (Gutman et al.,, 1972). UV/VIS und FT-IR
spektroskopische Untersuchungen weisen auf das Vorhandensein einer chinoiden
Gruppe mit einem Redoxpotential von etwa -80mV hin (Schulte et al.,, 1998;
Abelmann 2000; Friedrich et al., 2000).

Die Struktur des peripheren Arms wurde dieses Jahr durch Rontgenbeugung mit
einer Aufldsung von 2.8 A identifiziert (Sazanov und Hinchcliff, 2006). Die Struktur
bestétigt und erganzt die spektroskopischen Daten (Abb. 3). Der periphere Arm
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besitzt eine Y-formige Struktur mit einer Hohe von 140A. Der gesamte
Elektronenweg bis zum FeS-Zentrum N-2 ist 84A lang. Der Abstand zum
Membranarm betragt etwa 15A.

A | B <
135 (123, {3~ FMN
A
OM....,-_. ﬁ"‘w.e (7.6)
N1a223(h1~9~2)'@
3(19. 14.2 (11.0)
NI® aemNib
13.9 (10.7)
N4 ~-242(205) N7
<t -,
ot Ji2285) &
=

@
11 6.9 (14.0)
N6a

12.2 (9.4)

N6b
14.2 (10.5)

=@

Abb. 3: A: Kristallstruktur des peripheren Arms von Komplex aus T. thermophilus. Proteinogene
Untereinheiten sind als Bénderstrukturen dargestellt, Redoxgruppen als eingelagerte Kugeln (FMN:
violett; FeS-Zentren: gelb-rot). Die vermutliche Ubichinon-Bindestelle ist durch ein Q markiert. B:
Elektronenweg entlang des FMN und der 8 FeS-Zentren durch den peripheren Arm.

In der Nahe des FMN befindet sich eine dem Ldsungsmittel zugangliche NADH-
Bindestelle. Der Elektronentransfer erfolgt von NADH (ber die FeS-Zentren N-3, N-
1b, N-5, N-6a und N-6b auf N-2, von wo auf noch immer ungeklartem Weg die
Ubertragung auf Ubichinon stattfindet. An der Schnittstelle zwischen peripherem und
Membranarm konnte eine amphipathische a-Helix H1 identifiziert werden, die eine
hydrophile und ein hydrophobe Seite besitzt, und vermutlich den Kontakt zwischen
beiden Armen und damit auch die Elektronenweiterleitung bewerkstelligt. N-la
kénnte in Kooperation mit dem nahen FMN als Radikalfanger wirken. Flavine sind
bekannt fir ihre Neigung zur Radikalbildung. Die Hypothese wird durch einen dem N-
1a nahen Cys-Rest (Cys182) gestiitzt, einem redoxsensitiven Thiol, das nur 6A vom

FMN entfernt ist. Das Eisenschwefelzentrum N-7 ist zu weit vom Elektronenweg
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entfernt um Bestandteil dessen zu sein. Es dient vermutlich der strukturellen
Stabilisierung.

Fraglich ist nach wie vor die Art der Energiekopplung. Die Diskussion hierzu laf3t sich
in zwei grol3e Lager teilen. Das Eine geht von einer direkten, redoxgetriebenen
Kopplung aus, das Andere von einer indirekten, durch Konformationsanderung
hervorgerufenen Energielbersetzung. Fur beide Annahmen gibt es strukturelle
Hinweise. Das FeS-Zentrum N-2 ist pH-abhangig, was auf eine direkte
Redoxkopplung hinweist. Auch seine von polaren Aminosaureresten gepragte
Proteinumgebung stitzt diesen Ansatz. Andererseits sprechen die ermittelten
Abstédnde zwischen den Redoxgruppen und die hohen Beweglichkeitsgrade ihrer
proteinogenen Untereinheiten  fir  den  indirekten Mechanismus  via
Konformationsanderung. Das Verhaltnis von zwei transportierten Protonen pro einem
geflossenen Elektronen la3t auch eine Kombination der beiden Annahmen mdglich

erscheinen.
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2.3 Mechanismen der anderen Enzymkomplexe der oxida tiven

Phosphorylierung

2.3.1 Mechanismus von Komplex Il

Komplex Ill, auch Ubichinon-Cytochrom-c-Oxidoreduktase oder Cytochrom-bc;-
Komplex genannt, koppelt den Transfer von zwei Elektronen von Ubichinol (QH>)
zum Cytochrom ¢ mit dem Transfer von vier Protonen aus der mitochondrialen Matrix

in den Intermembranraum nach folgender Reaktion:

QH, +2Cytc* +2H! OO0, Q+2Cytcc™ +4H;

N: negativ geladene Matrixseite; P: positiv geladenerIntermembranraum

Die Rontgenstruktur des Enzyms aus Rind (Xia et al., 1997; Iwata et al., 1998), Huhn
(Zhang et al., 1998) und Hefe (Lange and Hunte, 2000) liegen mittlerweile vor.
Komplex IIl ist ein Dimer, dessen monmerer Teil aus je elf verschiedenen
Untereinheiten besteht. Zu den redoxaktiven Untereinheiten gehéren die Cytochrome
b und c; und ein Eisen-Schwefel-Protein, das nach seinem Entdecker benannte
Rieske-Protein (Abb. 4) (Leggate, 2005).

Cytochrom ¢,

ol 2Fe-25
Intermembran- »L- AN } e Rieske-Eisen-Schwefel-Protein
raum (p-Seite) \‘vf. "v_‘ 7 Cytochrom b
. . (“é & v e

Abb. 4: Kristallstruktur eines Komplex Il Monomers aus Hefe. Der funktionelle Kern besteht aus 3
Untereinheiten: Cytochrom b (griin) mit seinen Hamen b, und by (hellrot); Rieske-Eisen-Schwefel-
Protein (violett) mit seinem Ham (rot); Cytochrom c; (blau) mit seinem Ham (rot) (Abb. aus Lehninger,
.Biochemistry* 3. Auflage).
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Das membranstéandige Cytochrom b tragt die Hamzentren by (engl. high potential)
und b. (low potential), die in einem Bundel von Transmembranhelices eingelagert
sind. Cytochrom b besitzt zwei Bindestellen fur Ubichinol, ein Ubichinol-
Oxidationszentrum Q, (engl. output) auf der Intermembranseite und ein Ubichinol-
Reduktionszentrum Q; (input) auf der Matrixseite. Q, und Q; sind Uber die Ham-b-
Zentren ,elektrisch® verbunden. Ebenfalls auf der Intermembranseite sitzt das
Cytochrom c¢; mit seiner Ham-c;-tragenden Domé&ne nahe dem Eisen-Schwefel-
Zentrum des Rieske-Proteins.

Komplex Il Ubertragt die von Ubichinol gelieferten Elektronen via Eisen-Schwefel-
Zentrum auf Cytochrom c und transportiert gleichzeitig zwei Protonen Utber die innere
Mitochondrienmembran (Abb. 5). Initial dockt Ubichinol an das Q,-Zentrum an. Hier
gibt es eine ,Weggabelung“: Ein erstes Elektron von Ubichinol wird via Fe,S, und

Ham c; auf die Hamgruppe eines ersten Cytochrom c¢ Molekuls transferiert. Dabei
entsteht am Q,-Zentrum ein Ubisemichinonmolekiil (Q - ), das unter Abgabe eines

weiteren Elektrons zum Ubichinon (Q) reduziert wird. Dieses Elektron flie3t nun tber
Ham b, und Ham by zum Q;-Zentrum an der Matrixseite. Dort ist ein
Ubichinonmolekil (Q) gebunden, das das zweite Elektron ,parkt‘. Damit ist der 1.

Halbzyklus abgeschlossen.

Oxidation des Oxidation des
ersten UQH, zweiten UQH,

Intermembran-
raum (p-Seite)

Matrix (N-Seite)

Abb. 5: Mechanismus des Q-Zyklus. Der Weg der Elektronen ist durch blaue Pfeile dargstellt; UQ:
Ubichinon; UQH,: Ubichinol; UQ™ : Ubisemichinon. Pro Halbzyklus wird ein Cyt ¢ reduziert und zwei
Protonen Uber die innere Mitochondrienmembran transportiert. Die Farbgebung der Untereinheiten ist
analog zu der Banderfarbe in der Kristallstruktur in Abb. 4 (Abb. aus Lehninger ,Biochemistry”, 3.
Auflage).

Nun bindet ein zweites Ubichinol am Q.-Zentrum und verteilt seine beiden Elektronen
auf die beiden Wege: Ein Elektron reduziert ein weiteres Cytochrom c; das andere

nimmt seinen Weg von Q, Uber b. und by und trifft auf das ,geparkte” Elektron im
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Semichinon (Q * ). Unter Aufnahme von zwei Protonen aus dem Matrixraum wir

schlieBlich am Qj-Zentrum ein Ubichinol (QH2) regeneriert, das in die innere
Mitochondrienmembran entlassen wird.

In diesem so genannten Q-Zyklus wird netto ein Molektl Ubichinol zu Ubichinon
oxidiert und dabei zwei Protonen auf die Intermembranseite transferiert. Diese
Protonen werden nicht ,gepumpt”. Vielmehr bewerkstelligt ein Elektronenrecycling
Uber die Membran den Ladungstransport.

Die beiden Elektronen des Ubichinols werden letztlich auf Cytochrom c, ein kleines
evolutiondr hoch konserviertes wasserldsliches Protein im Intermembranraum,

Ubertragen, das die Verbindung zwischen Komplex Il und IV herstellt.

2.3.2 Mechanismus von Komplex IV

Komplex IV, auch Cytochrom-c-Oxidase genannt, Ubertragt insgesamt vier
Elektronen von Cytochrom c auf Sauerstoff unter der Bildung von Wasser und pumpt
wéahrend dieses Vorganges vier Protonen Uber die innere Mitochondrienmembran.

Der Reaktion liegt folgende Gleichung zugrunde:

ACytc* +0,+8H, OO - 4Cytcc® +2H,0+4H;

N: negativ geladene Matrixseite; P: positiv geladenerIntermembranraum

Die Kristallstrukturen des Enzyms aus Thermus thermophilus (Soulimane, 2000),
Paracoccus denitrificans (lwata et al., 1995; Ostermeier et al., 1997) sowie aus Bos
taurus (Tsukihara, 1996; Yoshikawa et al. 1998) liegen vor. Die mitochondriale
Cytochrom-c-Oxidase ist ein komplexes Membranprotein aus 13 Untereinheiten,
wobei die drei grofiten (UE1-3) vom mitochondrialen Genom kodiert werden. Die
Untereinheit UE1 tragt die zwei Redoxzentren, H&m a und ein binucleares Zentrum
aus Ham az und Cug, wahrend UE2 das Redoxzentrum Cua mit zwei Kupferionen
tragt (Abb. 6).
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Intermembran-
raum (p-Seite)

Y F
Y L —

& = 4H* 4H 2H,0 Matrix
'“\\ (Substrat)  (gepumpt) (N-Seite)

Abb. 6: Kristallstruktur und daraus abgeleiteter Mechanismus von Komplex IV. Das funktionelle
Zentrum besteht aus 3 Untereinheiten. UE1 (gelb) weist die beiden Hame a und az auf (rot), sowie ein
Kupferion (griin). HAm az und Cu, bilden ein zweikerniges Fe-Cu-Zentrum. UE2 (blau) enthalt zwei
Cua-lonen (grun), die durch Cys-Reste komplexiert werden (Rieske-Protein). Die Funktion von UE 3
(hellgrain) ist noch unklar (Abbildung verandert nach Lehninger ,Biochemistry”, 3. Auflage).

Die Bindestelle fur Cytochrom c befindet sich in der Nahe des Cua-Zentrums im
Intermembranraum. Dort dockt der mobile Ubertrager Cytochrom ¢ an und ubertragt
ein Elektron via Cua-Zentrum auf H&m a. Von dort wird es zum binuklearen
Hamas/Cug-Zentrum und von hier auf Sauerstoff geleitet. Unter Aufnahme von vier
.chemischen“ Protonen aus der Matrix entstehen dabei zwei Wassermolekiile.
Gleichzeitig werden vier ,Pump“-Protonen Uber einen bislang noch nicht vollstandig
aufgeklarten Weg von der Matrix- zu Intermembranseite transportiert (Babcock und
Wickstrom, 1992; Rottenberg, 1998).

Von Interesse ist die Aufklarung des Mechanismus der Sauerstoffreduktion am
binuklearen Zentrum des Enzyms. Zunachst reduziert das von einem ersten
Cytochrom c angelieferte Elektron Cu®* zu Cu*). Ein weiteres Molekiil Cytochrom ¢
liefert ein zweites Elektron zur Reduktion von Fe** zu Fe?*; damit ist das Hamas/Cug-
Zentrum vollstandig reduziert. Nun bindet O, an das binukleare Zentrum und
reoxidiert die beiden Metallzentren. Formal entsteht dabei ein gebundenes
Peroxidanion O,%; tatsachlich liefert aber ein benachbarter Tyrosinrest ein drittes
Elektron an, sodass das Sauerstoffmolekil augenblicklich gespalten wird. Bei diesem
Vorgang féllt ein Sauerstoffatom in vollstdndig reduzierter Form an (OH’), wahrend
das zweite unter Bildung eines Oxoferryintermediats (Fe=0?") an Ham as bindet. In
diesem Komplex nimmt das Eisenatom die ungewohnliche Oxidationsstufe +4 an.
Das Elektron des dritten Cytochrom c reduziert dann das Tyrosylradikal. SchlieR3lich
reduziert das Elektron des vierten Cytochrom ¢ das Fe**-lon im Ham as zu Fe**; das

zweite, nun vollstandig reduzierte Sauerstoffatom bleibt als OH™ an diesem Zentrum
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gebunden. Die beiden zunachst noch im binuklearen Zentrum verbliebenen
Hydroxylgruppen werden nach Aufnahme von zwei Protonen — vermutlich erst im
nachsten Reaktionszyklus — als Wassermolekile in den Matrixraum abgegeben
(Soulimane et al., 2000).

Netto Ubertragt Komplex IV also vier Elektronen von vier Molekilen Cytochrom c auf
ein Molekul O,, das zu zwei Molekilen H,O reduziert wird; dabei werden vier
~.chemische® Protonen bendttigt. Gleichzeitig werden vier ,gepumpte“ Protonen durch
Kanale, die am binuklearen Zentrum der UE1 vorbeifiihren, von der Matrix in den
Intermembranraum  transportiert. Ein  bemerkenswerter  Aspekt bei der
Sauerstoffreduktion ist das ,Vorladen” des binuklearen Zentrums mit zwei Elektronen
und die Bereitstellung eines dritten Elektrons aus einem benachbarten Tyrosylrest.
Damit werden die Superoxid- und Peroxidstufe des Sauerstoffs praktisch
Ubersprungen und die Freisetzung von patrtiell reduziertem Sauerstoff in Form eines
Superoxidanions Oy - oder als Hydroperoxylradikal HO,- effektiv verhindert (Michel et
al.,1998). Diese reaktiven Sauerstoffspezies sind stark cytotoxisch. Der heutige
Komplex IV stellt somit die evolutive Quintessenz eines Enzyms dar, das eine
auRerst gefahrliche aber doch absolut notwendige Reaktion fur die aerobe Zelle

Uberhaupt erst als Lebensgrundlage nutzbar macht.

2.3.3 Mechanismus der ATP-Synthase

Die ATP-Synthase ist ein ca. 500kDa grof3er membranstandiger Proteinkomplex aus
zwei Segmenten: Ein F;-Teil, an dem die ATP-Synthese ablauft, ragt kugelférmig in
den Matrixraum hinein, wahrend der Fo-Teil in die innere Mitochondrienmembran
integriert ist. Von beiden Teilen liegen Kristallstrukturen vor (F;-Teil aus Bos taurus:
Abrahams et al., 1994; Fo-Teil aus llyobacter tartaricus: Meier et al., 2005) (Abb. 7).
Der F;-Teil von Sauger-ATP-Synthasen umfasst funf verschiedene Untereinheiten:
os3fB3yde. Der Fo-Teil besteht aus elf verschiedenen Untereinheiten wobei die
Untereinheiten a;cip einen zentralen Protonenkanal bilden und b,OSCP,;, (OSCP:
engl. Oligomycin sensitivity conferring protein) den F;- und den Fo-Teil verbindet.
FlieBen nun Protonen an einem kritischen Aspartatrest der c-Untereinheiten vorbei,
so lésen sie eine Drehbewegung des cip-Rings von Fy in der mitochondrialen
Membran aus. Zusammen mit den matrixseitig fixierten Untereinheiten yde von F;

bildet dieser Ring einen Rotor. Als Stator dienen die asymmetrisch befestigten

17



Einleitung

Untereinheiten a, b und OSCP, die das Mitdrehen des Uber den Rotor gestilpten
0sPs-Hexamers verhindern. Die Rotation der konisch zulaufenden y-Untereinheit im
Zentrum des Hexamers bewirkt periodische Konformationsanderungen in den
katalytischen Zentren an den Grenzflachen der drei a-Dimere, die letztlich die
Energie zur ATP-Synthese liefern. Mit einem Durchmesser von ca. 10 nm ist
Komplex V der kleinste bisher identifizierte Motor. Er arbeitet mit einem
Wirkungsgrad von nahezu 100% (Boyer, 1997; Bianchet et al., 1998).

Die ATP-Synthase Aktivitat von F; katalysiert die Synthese von ATP aus ADP und P;.
Dabei wird sie von der protonenmotorischen Kraft des Protonengradienten tber der
inneren Mitochondrienmembran angetrieben. Die katalysierte Reaktion folgt der

Gleichung:
ADP* +HPO? +H" 00O - ATP* +H,0

Wie funktioniert nun die Kopplung von energiekonservierendem Protonengradient
und endergoner ATP-Synthese? Im Fi-Hexamer verfigen die drei B-Untereinheiten
Uber je ein aktives Zentrum. Diese nehmen drei unterschiedliche Konformationen ein,
wobei jede nur einmal pro Enzymkomplex vorkommt: O = offener Zustand; L = lose
Bindung; T = feste Bindung (engl. tight). Die Reaktionstriade startet im L-Zustand mit
der Bindung von ADP und P;. In der folgenden T-Konformation erfolgt die
Kondensation von ADP und P; zu ATP unter Knupfung der Phosphodiesterbindung.
Schliel3lich setzt der O-Zustand das Produkt ATP frei, geht dann in den L-Zustand
Uber und startet damit die nachste Syntheserunde. Durch den Protonengradienten
angetrieben rotiert der ,Nanomotor* und Uberfihrt mit seiner asymmetrischen y-
Komponente eine B-Untereinheit vom T- in den O-Zustand. Durch die strikte
Kooperativitat der aktiven Zentren wird mit dem T-O-Ubergang gleichzeitig an den
benachbarten B-Untereinheiten ein L-T bzw. O-L-Ubergang induziert. Nach
dreimaliger Drehung des y-Rotors um jeweils 120°ist der Ausgangszustand wie der
erreicht: Jede B-Untereinheit hat dabei drei Zustande durchlaufen und jeweils ein
Molekil ATP synthetisiert (Kinosita et al. 1998; Khan, 1997; Sambongi et al., 1999).
Der protonengetriebene Zyklus der O-, L- und T-Zustande erlaubt somit eine
kontinuierliche Produktion. Pro Umlauf entstehen drei Molekile ATP. Unter der
Annahme, dass der Rotor pro zurlckgeflossenem Proton um eine von zehn c-

Untereinheiten weiterdreht (Junge et al. 1997), flieBen im mittel 3 1/3 Protonen pro

18



Einleitung

Molekul synthetisiertem ATP vom Intermembranraum in die Matrix zurtick (Hinkle et
al., 1991).

Die Losung der Struktur des Enzyms sollte klaren, wie eine chemische Reaktion
mechanisch angetrieben werden kann. Der Trick der Natur besteht darin, dass die
mit der Drehbewegung des y-Rotors einhergehenden Konformations-anderungen der
B-Untereinheiten neu synthetisiertes, fest gebundenes ATP aus seiner
Bindungstasche regelrecht herausdriicken (O-Zustand). Die zweite Konformation (L-
Zustand) schlie3t H,O aus der Bindungstasche des aktiven Zentrums aus und
begunstigt somit die Bildung der Phosphorséaureanhydridbindung zwischen ADP und
Pi. SchlieRlich besitzt die dritte Konformation (T-Zustand) eine weitaus hdhere
Affinitat fir ATP als fur ADP und P; und senkt dadurch die Gleichgewichtskonstante
der Reaktion auf nahezu eins, d.h. Substrate und Produkte liegen unter
Standardbedingungen aquimolar vor. Zunachst ,zahlt* also die Proteinumgebung des
aktiven Zentrums einen energetischen Preis fur die Synthese, der ihr dann durch
mechanisches Aufbrechen der Wechselwirkungen zum Produkt der Reaktion
zurUckerstattet wird (Weber und Senior, 1997; Walker, 1998; Stock et al. 1999). Die
strikte Kooperativitat zwischen aktiven Zentren von F; verhindert einen ,Leerlauf des
Systems bei niedrigen ADP-Konzentrationen (Skou, 1998).

i (c)

Abb. 7: (a) Kristallstrukturen des F;- Teils aus Rindermitochondrien und (b) des Fy-Teils aus
Hefemitochondrien. (c) Sicht von unten entlang des Fg-Teils in Richtung F;- Teil (in silico
zusammengeflgtes System). (d) Schematische Darstellung des zusammengesetzten Motors (Abb.
veréndert nach Lehninger ,Biochemistry”, 3. Auflage).
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2.4 Modelle der Energietbertragung in Komplex |

Im Verlauf der letzten Jahre wurden verschiedene Modelle zur Funktionsweise des
Komplex | entwickelt. Diese sollten drei Kriterien erfillen: a) Der Mechanismus muf3
reversibel sein, b) es miussen vier Protonen pro oxidiertem NADH uber die Membran
transportiert werden und c) der vorgeschlagene Weg muf3 effizient sein, so dal3 keine
NADH-Oxidation ohne Protonentranslokation stattfinden kann (Osyczka, 2004). Da
bislang wenig experimentelle Hinweise auf den tatsédchlichen Mechanismus von
Komplex | existieren, basieren die Vorschlage groftenteils auf den Erkenntnissen,
die aus der Struktur-Funktions-Korrelation anderer grol3er membranstandiger
Enzyme gewonnen werden konnten.

Im Grunde lassen sich die Denkansatze in zwei Richtungen einteilen, in einen
direkten Kopplungsmechnismus zwischen Elektronentransfer und
Protonentranslokation, und in eine mehr oder weniger grof3e konformationelle
Umorientierung des Enzyms wéahrend dieses Vorgangs.

Die direkte Kopplung kann entweder Uber Chinone erfolgen (Vinogradov, 2001,
Steuber, 2002) oder mit Hilfe einer Art Q-Zyklus (Brandt, 2006). Bei der indirekten
Energietbertragung erfolgt die konformationelle Umorientierung des Proteins
vermutlich im membranstandigen Teil des Enzyms (Ohnishi, 2005). Auch eine
Kombination aus beiden Wegen wird diskutiert (Friedrich, 2001).

In direkt gekoppelten Mechanismen ist die Protonentranslokation auf engem Raum
mit dem Elektronenweg verknipft. Um ein geladenes Proton tber die hydrophobe
Membran zu transportieren wird die positive Ladung durch ein Elektron kompensiert,
und so die elektrische Feld Barriere minimiert. Diese Reaktion findet meist in enger
Nachbarschaft zu hydrophoben Bereichen des Proteins oder der umgebenden
Membran statt. Hierbei wird Ubichinol als mobiler Protonen/Elektronen-Carrier
genutzt. Beim indirekt gekoppelten Mechanismus hingegen ist der Elektronentransfer
raumlich weit vom Ort der Protoneniubertragung entfernt. Die Energie wird durch

Interaktion mit der Proteinstruktur Gber lange Wege lbertragen.

2.4.1 Q-Zyklus Theorie
Dutton et al. (1998) sowie Steuber (2002) und Brandt (2006) schlagen vor, dal3
Komplex | nach einem zum bci;-Komplex reversen Q-Zyklus funktioniert und das

FMN sowie die FeS-Zentren nur als Elektronenlieferanten dienen. Diese Theorie
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wirde jedoch nur zwei gepumpte Protonen pro oxidiertem NADH erklaren, die
Herkunft der restlichen zwei transportierten Protonen bleibt somit fraglich (Abb. 8).
Des Weiteren wirde wéahrend des Q-Zyklus ein Semichinonradikal entstehen,
vermutlich gekoppelt an das FeS-Zentrum N2. Dies konnte jedoch bisher nicht
beobachtet werden. Auch fehlen nach wie vor eindeutige Hinweise auf einen
Cofaktor im membranstandigen Teil des Enzyms, der den Elektronentransfer
zwischen den Q-Bindestellen bewerkstelligen kénnte (Osyczka, 2004). Uber den hier
vorgestellten Mechanismus hinaus sind noch weitere Varianten des Q-Zyklus in der
Diskussion. Da diese jedoch noch weniger Verwandtschaft zu bislang bekannten

Systemen der Energielibertragung aufweisen, bleiben sie sehr spekulativ.

a) (b)
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Abb. 8: (a) Komplex | (NDH I) in Klebsiella pneumoniae arbeitet als Na'-Pumpe. Durch den
vorgeschlagenen Q-Zyklus kann jedoch nur die Translokation von zwei statt tatsdchlichen vier
Protonen erklart werden (nach Steuber, 2002). (b) Der reverse Q-Zyklus in Analogie zum
Mechanismus des bci;-Komplex kann auch nur den Pumpvorgang von zwei Protonen pro oxidiertem
NADH nachweisen (nach Brandt, 2006). (1) Das Ubichinon Gibernimmt ein Elektron vom FeS-Zentrum
N2 und ein Elektron vom Ubichinol (reverser Q-Zyklus Gabelungsschritt); (2) Die Ubichinol-Stelle wird
durch neues Ubichinon eingenommen; (3) Wiederholung von (1) um cytoplasmatisches Q zu
regenerieren; (4) QH, und Q werden ausgetauscht um die Startposition wieder zu erreichen.

2.4.2 Reduktion und Oxidation von FeS-Zentrum N2

Das FeS-Zentrum N2 wird schon lange im Zusammenhang mit dem Protonen-Pump
Mechanismus von Komplex | diskutiert. Seine Lage am Ende des peripheren matrix-
standigen Teils von Komplex I, nahe dem Membranarm des Enzyms, pradestiniert es
geradezu als direkter Elektronendonor Ubichinon zu reduzieren und gleichzeitig den
Protonentransport Uber die nahe gelegene Membran zu kontrollieren. Das
Reduktionspotential von N2 ist pH-abhangig, ein Hinweis auf eine mogliche
Protonenaufnahme bzw. —abgabe (Ingledew, 1980; Ohnishi, 1979), und es reagiert
auf Veranderungen im umgebenden Membranpotential (Ohnishi, 1976 und 1979).
Bislang ist jedoch unklar ob die pKo und pKeq Werte, die mit einer Reduktion bzw.
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Oxidation des N2 einhergehen, weit genug auseinander liegen, um eine effiziente
Protonenpumpe zu bilden.

FT-IR spektroskopische Studien an Komplex | aus E. coli haben ergeben, dal? mit
einer Anderung des Oxidationsstatus von N2 auch eine groRe Zahl von
Aminosaureresten ihren Protonierungsgrad andern. Damit konnte eine redox-
gekoppelte konformationelle Umorientierung des Enzyms einhergehen (Hellwig,

2000; Flemming 2003) (Abb. 9).

(a) (b)
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Abb. 9: (a) Moglicher Energiekopplungsmechanismus nach Friedrich (2001). Die Reduktion von N2
fuhrt neben einer direkten Protonentranslokation zu einer konformationellen Strukturanderung im
membranstandigen Teil des Enzyms wodurch pro ein geflossenes Elektron ein zuséatzliches Proton
Uber die Membran transportiert wird. (b) Schema der Energiekopplung am FeS-Zentrum N2 (nach
Hirst, 2005). Der Elektronenflu? von NADH —0.34 V ber N2 hin zu Ubichinon (Q) +0.06 V liefert das
fur eine Translokation von zwei Protonen erforderliche Redoxpotential von 0.40 V.

2.4.3 Indirekt gekoppelter Protonentransport
In Komplex | Gbernimmt ein langer Elektronen“zulauf* aus FMN und FeS-Zentren den
Energietransfer zwischen dem hydrophilen und dem hydrophoben Bereich des
Enzyms. Daher war lange nicht klar, warum Komplex | tGberhaupt einen indirekten
Auch st
konformationelle Anderung mit einem indirekten Kopplungsmechanismus verkniipft.
Wahrend des Q-Zyklus tritt

Umorientierung bei der Weggabelung des Elektronentransfers auf, die jedoch keine

Mechanismus der Energiekopplung besitzen sollte. nicht jede

auch eine konformationelle

im bc;-Komplex

energetische Kopplung bedeutet (Zhang, 1998).
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Im Zusammenhang mit Komplex | wird von verschiedenen Konformationsanderung
berichtet. Eine Hufeisen-Form unter Hochsalzbedingungen (Bottcher, 2002) wurde
von anderen Arbeitsgruppen jedoch in Frage gestellt (Sazanov, 2003). Ebenso wird
eine ,Offnung“ der NADH-Bindestelle (Mamedova, 2004) heute angezweifelt. Auch
Anderungen im cross-linking sowie Trypsinolyse der hydrophilen Untereinheiten nach
Reaktion mit NADH-Substraten (Yamaguchi, 1998) bleiben uneindeutig. Eine
konformationelle Umstrukturierung findet auch bei dem Ansatz von Ohnishi (2005)
(Abb. 10) statt. Ein Elektron von NADH erreicht auf seinem Weg durch Komplex |
einen chinoiden Cofaktor, eventuell gekoppelt an N2, der daraufhin zwei Protonen an
der matrixstandigen Membranseite aufnimmt. Er andert seine raumliche Orientierung
und gibt die beiden Protonen zur anderen Membranseite hin ab. Nach zwei
Durchlaufen wurden somit vier Protonen gepumpt. Die Elektronen werden mit zwei

weiteren chemischen Protonen aus der Matrix auf ein freies Ubichinon tbertragen.
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1 = mall&¥ component i QQ
] - e "
gg N2 \ r YBQ g .;:_._:. ! - chom H2
Input Output 2 <<
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Abb. 10: Modell der Energieiibertragung nach Ohnishi (2005). Uber einen chinoiden Cofaktor (AQug)
werden pro geflossenes Elektron zwei Protonen gepumpt. Zunachst wird eine kurze Potentialdifferenz
von den Protonen durch den nahen ElektronenfluR bewaltigt. Hiernach strukturiert sich die
proteinogene Umgebung des Cofaktors um (BQug), so dass die Protonen zwangslaufig den Weg der
langen Potentialspanne als Ausgang nehmen mussen.

All diesen Theorien gemein ist die Tatsache, dal3 es einer Losung der Proteinstruktur
bedarf um endlich Klarheit zu schaffen. Die Hinweise aus spektroskopischen Daten
auf den Mechanismus von Komplex | sind rar. Einzig und allein die
Rontgenstrukturanalyse mit ihrer atomaren Auflosung der Proteinstruktur kann
Erkenntnisse Uber die Wirkungsweise dieses gigantischen Komplexes liefern. Die
bisherige Ratlosigkeit der Interessenten laf3t auf ein umso verbliffenderes Ergebnis

hoffen.
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2.5 RoOntgen-Kristallographie

2.5.1 Warum Rontgenbeugung am Kristall zur Struktur  analyse?

Heutzutage stehen fir die Strukturbestimmung von kleinen organischen Molektlen
bis hin zu Proteinen im Wesentlichen zwei Verfahren zur Verfigung. Die
Rontgenstrukturanalyse und die magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR).
Die NMR-Spektroskopie geht auf Versuche von Bloch und Purcell im Jahre 1945
zurlck, die erstmalig die Resonanzanregung von Wasserstoffkernen durch
Radiowellen (MHz-Bereich) im Magnetfeld beobachteten und dafir 1952 den
Nobelpreis fur Physik erhielten. Die Verfugbarkeit von supraleitenden Magneten und
die Fortschritte in der Datenverarbeitung fihrten zur Anwendung héherer Feldstarken
und zur Mdglichkeit der Nutzung der NMR zur Proteinstrukturaufklarung unter
Anwendung mehrdimensionaler Pulstechniken (Withrich Nobelpreis, 2002). Von
grollem Vorteil ist, dal3 die NMR Technik die Messung der Teilchen in L6sung
erlaubt, wohingegen die RO&ntgenstrukturanalyse auf einen Festkdrperkristall
angewiesen ist. Problematisch ist jedoch die hohe Datenmenge, die bei der NMR
Messung eines Proteins > 100 kDa auftritt. Heute ist eine akzeptable Auflésung nur
bei Proteinen bis zu 70 kDa moglich. Die Rontgenstrukturanalyse hingegen besitzt
keine obere Grenze fur die Strukturbestimmung von Proteingrof3en (Abb. 11). Sie
stellt daher die einzige Mdglichkeit der Strukturanalyse von grof3en Proteinkomplexen
wie dem Komplex | dar. Es missen jedoch geeignete Kristalle des Proteins
vorliegen.

Im Gegensatz zur NMR, wo Kernspins mit Hilfe von Radiowellen angeregt werden,
arbeitet die Kristallstrukturanalyse mit Rontgenstrahlen, die Wellenlangen im Bereich
von Atombindungsabstanden im Proteinkristall besitzen (ca. 100 pm). Sie werden
daher an den Gitterebenen des Kristalls gebeugt. Max von Laue vermutete schon
1912, dall Rontgenstrahlen beim Durchtritt durch einen Kristall gebeugt werden
mufRten. Walter Friedrich und Paul Knipping bewiesen dies kurze Zeit spater mit Hilfe
eines Kupferkristalls und bestétigten damit die Wellennatur der Rontgenstrahlen. Ein
Jahr spater bestimmten William und Laurence Bragg als erste die Kristallstruktur von
Kochsalz, woflr sie 1915 den Nobelpreis fur Physik erhielten.

Lange Zeit war die Beugung von Roéntgenstrahlen an Biomolekilen die einzige
Methode, diese in atomarer Auflésung abzubilden. James Watson und Francis Crick
Iosten 1953 die Doppelhelix-Struktur von DNA aufgrund der Analyse von
Rontgenbeugungsbildern. Im Jahre 1957 folgte dann der erste Strukturvorschlag des
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Sauerstoffspeicherproteins Myoglobin durch Kendrew und Perutz (Nobelpreis im
Jahre 1962). Mitte der achtziger Jahre wurde dann die erste atomare Struktur eines
Membranproteins, ein bakterielles photosynthetisches Reaktionszentrum, durch
Roland Huber, Hartmut Michel und Johann Deisenhofer (Nobelpreis 1988) geldst.
1997 konnte dank Rontgenstrukturanalyse der Rotationsmechanismus der ATPase
(Nobelpreise fiir Boyer und Walker, 1997) und der Na*/K*-Pumpe (Skou, Nobelpreis
1997) aufgeklart werden. Roderick McKinnon gelang 2002 die Struktur- und
Funktionsaufklarung des spannungsabhangigen K'-Kanals (Nobelpreis, 2003). Bis
zum heutigen Tag ist jedoch die Kristallisation von Membranproteinen ein
schwieriges Unterfangen. Gerademal ein Prozent aller veroffentlichten
Kristallstrukturen von Proteinen in der ProteinDataBase (PDB) Datenbank stammt
von Membranproteinen (Abb. 11).

300004 | M Rontgenstrukturanalyse
I NMR

25000 +

20000 +

15000

10000

5000

Strukturen der Protein Daten Bank PDB

1986 1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006
Jahr

I Losliche Proteine
"] Membran Proteine

98,82%

1,18%

Abb. 11: Oben: Zuwachs an bekannten Proteinstrukturen ermittelt durch Réntgenstrukturanalyse vs.
NMR-Spektroskopie. Unten: Der Anteil bekannter Strukturen von Membranproteinen betragt nur etwas
mehr als 1% an der Gesamtzahl geldster Proteinstrukturen.
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2.5.2 Kristallisation von Biomakromolekilen

Der erste Schritt fur eine Strukturaufklarung durch Roéntgenbeugung — und auch
gleichzeitig die groéf3te Schwierigkeit — stellt das Zichten von ausreichend grof3en
Einkristallen dar. Einzelne Proteinmolekile missen in genau definierter periodischer
Anordnung einen hochmolekularen Verbund eingehen.

Um von der gelosten zur kristallinen Form der Molekile zu gelangen, mufd zunéchst
die Loslichkeit des betreffenden Teilchens verringert werden. Im non-kristallinen
System kommt es daraufhin zu einem amorphen Niederschlag (Prazipitat). Sind die
Bedingungen jedoch so gewahlt, daR ein UberschuR an komplementéaren Bereichen
auf der Oberflache der Proteinmolekile existiert, kann es zu spezifischen
Wechselwirkungen zwischen den Molekilen kommen. Liegen diese geometrisch
gunstig, kann eine Kristallisation des Proteins erfolgen.

Bei der Kristallisation unterscheidet man prinzipiell zwei Schritte: 1. die Keimbildung
(Nukleation) und 2. das Kristallwachstum. Fir die Nukleation wird ein hoheres Mafl3
an Ubersattigung benotigt als fur das Wachstum des Kristalls. Der
Keimbildungsbereich wird als labile Zone, der Wachstumsbereich als metastabile
Zone bezeichnet. Zur Keimbildung muf3 man die labile Zone erreichen. Allerdings
kommt es dann auch zu schnellerem Kristallwachstum und es besteht die Gefahr,
dafld zwar viele Kristalle entstehen, diese jedoch zu zahlreich und zu klein sind fur das
Beugungsexperiment (Kantenlange mind. 50 pum). Um moglichst grol3e Kristalle zu
erhalten, ist es daher wichtig, das nicht zu viele Keime entstehen. Dies wiederum
bedeutet eine langsame Anndherung an den Nukleationsbereich, so dal3 den
entstehenden Keimen genigend Zeit zum Wachsen bleibt. Die Vorgange beim
Ubergang von einer stabilen zu einer (iberséttigten Losung kénnen am einfachsten
anhand eines Phasendiagramms beschrieben werden (Abb. 12).
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labiler Bereich
Keimbildung

- o -
metastabiler™
Bereich

Kristallwachsium
-

=

[Proteinkonzentration]

Lingesdattigter Bereich

[Fallungsmittel]

Abb. 12: Schematisches Phasendiagramm eines Protein-Fallungsmittel-Gemisches. Der
Ubersattigungsbereich wird unterteilt in labilen und metastabilen Bereich. Keimbildung erfolgt im
labilen, Kristallwachstum im metastabilen Bereich .

Die Ubersattigung einer Losung wird im Wesentlichen durch eine Erhohung der
Protein- und/oder der Préazipitantenkonzentration erreicht. Die physikalischen
Prozesse, die man zur Konzentrationsanderung einsetzen kann, sind die Dialyse und
die Diffusion. In beiden Fallen wird Materie transportiert. Im Gegensatz zur Dialyse
kann die Diffusion auch tber den Gasraum erfolgen, wohingegen die Dialyse auf ein
fluides System angewiesen ist.

Grundsatzlich kdnnen viele Parameter zu einer Préazipitation des Proteins fuhren.
Klassisch wird zunachst das Puffersystem, hier insbesondere der pH-Wert, die
lonenart und —stéarke, die Proteinkonzentration und die Temperatur im Hinblick auf
Kristallisationsbedingungen naher untersucht. In unserem Fall handelt es sich beim
Atmungskettenkomplex | um ein Membranprotein. Daher muf zuséatzlich noch ein
geeignetes Detergenz gefunden werden, dal3 zum Einen das Protein stabil und
monodispers in Losung halt, zum Anderen aber nicht die Ausbildung von
Kristallkontakten zwischen den einzelnen Proteinmolekilen als Abstandshalter
verhindert (naheres hierzu s. Kap. 2.5.3).

Statistisch betrachtet haben bestimmte Parametereinstellungen in der Vergangenheit
haufiger zum Kiristallisationserfolg gefihrt als andere. Im Folgenden soll an 32
Beispielen von erfolgreichen Membranprotein-Kristallisationen der Einsatz und die

Einstellung der unterschiedlichen Parameter vorgestellt werden (vgl. Tabelle 1).
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Tab. 1: Kristallisationsbedingungen fur 32 erfolgreiche Membranproteinkristallisationen
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AA: ammonium acetate; AS: ammonium sulfate; SC: sodium citrate; Tris: Tris-HCI; SF: sodium

formate; KPB: potassium phosphate; NaPB: sodium phosphate; PB: phosphate buffer; SA: sodium

acetate; MMP: PEG monomethylethe; TEG:

triethylene glycol; DDM: dodecylmaltoside; MEZ10:

DM: decylmaltoside;

LDAO: N,N-

undecylmaltoside;

UDM:

octylglucoside;
dimethyldodecylamine-N-oxide; UDAO: N,N-dimethylundecylamine-N-oxide; NG: nonylglucoside; OM:

OG:

MEGA10;

octylmaltoside; HM: HECAMEG; DOC: deoxycholate; S: sitting drop; H: hanging drop; VD: vapour

difusion; B: batch

(aus So Iwata ,Methods and Results in Crystallization of Membrane Proteins”, IUL Series 2003)
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Der pH-Wert
Durch einen unterschiedlichen Protonierungsgrad der umgebenden Ldsung und

damit auch an der Proteinoberflaiche kann es zu Interaktionen zwischen
komplementéren Molekulteilen kommen. Da es sich bei Proteinen im Gegensatz zu
organischen oder anorganischen Substanzen um physiologische Makromolekile
handelt, gilt der Wahl des geeigneten pH-Milieus besondere Aufmerksamkeit. Da das
Protein auch im Verlauf der Kristallisation in nativer Konformation erhalten bleiben
soll und eine Denaturierung durch einen zu hohen oder zu niedrigen pH-Wert
darliber hinaus zu einer vermehrten unerwinschten Aggregation fihren wirde, sind
der experimentellen Vielfalt hier Grenzen gesetzt. Wie erwartet schlagt sich dies
auch in der Statistik nieder (Abb. 13). 88% der erfolgreichen Kristallisationsansatze
wurde in einem pH-Bereich zwischen 5 und 9, 60% innerhalb eines Bereiches von
pH 6-8 durchgefuhrt. Erstaunlicherweise gab es jedoch auch einen Erfolg bei pH 10.
Das Protein stammt hier aus dem acidophilen Organismus Rhodospirillum acidophila.
Neben abnormen pH-Wert Toleranzen bieten andere extrem lebende Organismen
auch hohe Temperatur- oder Salztoleranzen an, die dem Kristallographen bei der
Proteinpraparation und/oder der Kiristallisation Vorteile bieten kdnnen, siehe

beispielsweise Kristallisationserfolge aus Thermus thermophilus (Sazanov, 2006).

Anzahl

Abb. 13: Einsatz von pH-Werten bei der Kristallisation von Membranproteinen. In der Nahe eines
physiologischen pH-Wertes von etwa pH 7 konnten die meisten Kristallisationserfolge verzeichnet
werden. Insgesamt wurden 32 Kristallisationen untersucht (verdndert nach So lwata ,Methods and
Results in Crystallization of Membrane Proteins®, IUL Series 2003).
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Die lonenart und —starke

Am haufigsten werden NaCl oder KCI fir Kristallisationszwecke eingesetzt. In 58%
der Falle fuhrten diese zu einer erfolgreichen Kristallisation des Proteins. MgCL.,
CaCl, oder zZnCl; folgen mit 27%iger Erfolgsquote, (NH4).SO4 und Li,SO4 belegen
den dritten Platz mit einer Quote von 19%. Oftmals werden auch Gemische aus ein-
und zweiwertigen lonenarten eingesetzt. Die lonenstarke héngt insbesondere von
der Valenz des verwendeten lons ab. Monovalente lonen werden in deutlich hheren
Konzentrationen eingesetzt als bi- oder trivalente lonen. Polyvalente Kationen oder
Anionen kdnnen als Linker bei der Vermittlung von Kristallkontakten fungieren.

Ist die lonenstarke nicht der kritische Faktor im Kristallisationsprozess wird oftmals
die Salzkonzentration aus der Proteinpraparation einfach beibehalten um eine
optimale Stabilisierung des Proteins zu gewahrleisten. Eine 2zu hohe
Salzkonzentration kann allerdings als Konkurrent auftreten und
Kristallisationskontakte zwischen Proteinmolekilen verhindern, wohingegen eine zu
niedrige Konzentration oftmals zur amorphen Féllung eines Proteins fuhrt. In den

meisten Fallen wird eine Salzkonzentration von 100-300 mM verwendet (Abb.14).

10
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Abb. 14: Eingesetzte Salzkonzentrationen in der Kristallisation. Die meisten erfolgreichen Ansatze
wurden in Gegenwart von etwa 250 mM Salz durchgefiihrt (verandert nach So lwata ,Methods and
Results in Crystallization of Membrane Proteins®, IUL Series 2003).
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Die Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration in einem Kiristallisationsansatz stellt eine kritische GroR3e
dar. Es mul} eine geniigend hohe Teilchendichte im Medium vorhanden sein um eine
mdoglichst hohe Wahrscheinlichkeit von Kristallkontakten zu gewahrleisten.
Andererseits ist die Konzentration von Proteinlésungen ein Vorgang, der oftmals zur
Aggregation der Proteinmolektile fuhrt. Daher ist eine ausgewogenen Balance der
Proteinkonzentration im Kristallansatz notwendig, um madglichst viele Einzelmolektile
stabil und in groRer N&he zueinander in Losung zu halten. Da eine Angabe in mg/ml
abhéngig vom Molekulargewicht des betrachteten Teilchens ist, wird im Folgenden
die Stoffmenge in UM angegeben. Die meisten erfolgreichen Kristallisationsansatze
fanden bei einer Proteinkonzentration von 40-80 uM statt (Abb. 15). Fir ein groRes
Membranprotein wie dem Membranarm von Komplex | mit einem Molekulargewicht
von 500 kDa, bedeutet dies eine Massenkonzentration von 20-40 mg/ml. Sehr viel

hohere Konzentrationen fuhren fast immer zu einer Aggregation des Proteins.

12
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Abb. 15: Erfolgreiche Kristallisationsansatze in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration. Die
meisten Ansatze wurden bei einer Proteinkonzentration von etwa 60 puM durchgefihrt. Niedrigere
Konzentrationen fuhren zu einer geringen Teilchendichte des zu kristallisierenden Teilchens, hdhere
zu einer Aggregation des Proteins (verdndert nach So Iwata ,Methods and Results in Crystallization of
Membrane Proteins®, IUL Series 2003).
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Die Temperatur

Die meisten Kristallansatze, die zum Erfolg fuhrten wurden bei 4C angesetzt. Dicht
gefolgt von der Raumtemperatur (18-20C). Dieses Fa zit kann jedoch sicherlich auch
auf die raumlichen und instrumentellen Gegebenheiten im Labor zurtickgefihrt
werden. Stol3sichere Kristallisationsschrénke fur die Verwahrung der Ansatze und
Mikroskopiereinrichtungen bei verschiedenen Temperaturen zu unterhalten ist teuer.
Die Kristallzucht bei einer und die mikroskopische Analyse bei einer anderen
Temperatur durchzufuhren ist sehr unbeliebt, da durch den Temperaturwechsel

entstehendes Kondenswasser die Mikroskopie deutlich erschwert.

Additiva

Bei der Optimierung von Membranprotein-Kristallisationsansatzen waren die
Alkohole 1,2,3-Heptantriol (HT, 1-6%), Glycerol (10-20%) und Ethanol (5-10%) sehr
erfolgreich. Daruber hinaus wurden auch Erfolge mit Benzamidinen (2-4%) und
DMSO (5-10%) erzielt (Chang et al., 1998).

Die ersten Beobachtungen im Verlauf einer erfolgreichen Kristallisationsgeschichte
sind recht unspektakularer Natur. Zunachst koénnen im Kristallisationsansatz
meistens Phasen-Separationen beobachtet werden. Hier [a3t sich prinzipiell
zwischen einer flussig-flissigen oder einer flissig-festen Phasen-Separation
unterscheiden. Die flissige Phasentrennung erfolgt in Form von kleinen Trépfchen,
die feste Phasenabtrennung kann in Form von amorphem Prazipitat, Spheruliten
oder Kristallen erfolgen (Abb. 16).

Die ersten auftretenden Kristalle sind fast immer Salz- oder Detergenzkristalle, da
diese eine viel hohere Neigung zur Kristallisation besitzen als Proteinmolekuile. Zur
Diskriminierung dieser ,falschen” Kristalle kbnnen mehrere Methoden herangezogen
werden. Die Rontgenbeugung entlarvt den falschen Kristall aufgrund seiner wenigen
Beugungsreflexe mit hoher Intensitat schnell, nicht jedes Institut verflgt jedoch tber
eine geeignete Rontgenquelle fur eine derartige Messung im Laboralltag. Die Epi-
Fluoreszenzmethode bietet die Mdoglichkeit, aufgrund der Eigenfluoreszenz von
Tryptophanresten im Proteinkristall diesen von anderen Kristallen zu unterscheiden.
Eine Kristallanalyse per SDS-PAGE kann manchmal auch schon recht eindeutige
Hinweise liefern, ebenso erhélt man oft durch das Wasch- und Impfverhalten von

Kristallen gute Indizien auf die Zusammensetzung eines Kristalls.
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Ubersattigt
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Abb. 16: Schematisches Phasendiagramm. Dargestellt ist die Entwicklung der Phasen-Separation in
Abhéngigkeit von der Proteinkonzentration und dem Kristallisationsdruck. Flissige Phasentrennung
erfolgt in Form von Trépfchen, als feste Phasen treten amorphes Prazipitat, Spherulite und Kristalle
auf. Das Kristallwachstum erfolgt in der metastabilen Phase.

2.5.3 Kiristallisation von Membranproteinen

Membranproteine stellen nach wie vor eine Herausforderung fur den Kristallographen
dar. Da sie grol3e hydrophobe Bereiche besitzen, mussen sie mit Hilfe von
Detergenzien aus der Zellmembran isoliert und hiernach als Einzelmoleklle in
Losung gehalten werden um fir den Einbau in einen Kristall zur Verfligung zu
stehen. Oftmals fallt dies bei Proteinen, die gro3tenteils wasserloslich und nur Gber
einen Anker mit der Membran verbunden sind, deutlich leichter als bei einem
intrinsischen Protein wie dem Komplex | mit bis zu 60 Transmembranhelices.
Detergenzien kdonnen als amphipathische Molekile mit ihnrem hydrophilen Bereich in
Kontakt mit dem wassrigen Losungsmittel und mit ihrem hydrophoben Anteil in
Wechselwirkung mit einem Lipidmolekil oder einem unpolaren Proteinbereich treten.
Die Einlagerung der Detergenzmolekule in die proteinumgebende Lipidschicht erfolgt
konzentrationsabhangig. Zunachst werden einzelne Molekile in die Membran

eingelagert, ab einer bestimmten Konzentration (cmc — critical micellar concentration)
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bilden die Detergenzmolekiile Mizellen und die Membran zerféllt in einzelne Teile. Im
Verlauf der Solubilisierung bilden sich Lipid-Seife-Mizellen und Lipid-Seife-Protein-
Komplexe. Je hoher die Detergenzkonzentration ansteigt, desto starker werden die
verbleibenden Lipidmolekiile in der Seife-Lipid-Mizelle vereinigt und das Protein wird

letztlich nur noch von Seife-Molekilen umgeben (Abb. 17).
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Abb. 17: Veranderungen eines Seife-Membranprotein Gemisches in Abhéangigkeit steigender
Seifenkonzentration. Die Membran wird mit zunehmender Seifenkonzentration lysiert, bei cmc wird
das Membranprotein solubilisiert und in Anwesenheit mehrfacher cmc vollstandig entfettet. Ab einem
Seife zu Protein Massenverhaltnis (SPV) von etwa 1/1 liegt das Membranprotein vollstandig
solubilisiert in Lésung vor und es treten keine unléslichen Aggregate mehr auf, die durch
Zentrifugation sedimentiert werden kdnnen (aus Hubert Rehm ,Proteomics” Spektrum Verlag 4.
Auflage, 2002).

Die Zugabe von Detergenzien setzt die Oberflachenspannung von Wasser herab.
Dartber hinaus existieren verschiedene Teilchenzustande in der Detergenzldsung.
Unterhalb der cmc liegen die Detergenzmolekile gréf3tenteils als Monomer, oberhalb
der cmc als Mizellen vor. Die cmc hangt in erster Linie von der hydrophoben
Kettenlange ab. Je langer die Alkylkette, desto niedriger ist die cmc. Wasserstorende

Substanzen wie Urea fuhren zu einer Erh6hung der cmc, ebenso wie die Einfihrung
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von Doppelbindungen in die Alkylkette. Bei ionischen Detergenzien fihrt eine
Erhdéhung der lonenstarke zu einer Erniedrigung der cmc und zu einer Erhéhung der
Aggregationszahl (Zahl Detergenzmolekile pro Mizelle), da Gegenionen eine
AbstolRung der polaren gleichgeladenen Kopfgruppen verhindern.

Die cmc wird bei einer bestimmten Temperatur (cmt) erreicht. Unterhalb der cmt
existiert ein zunehmendes Gleichgewicht zwischen der monomeren und einer
kristallinen Form des Detergenz, oberhalb der cmt liegen die Detergenzmolekiile in
Abhangigkeit von ihrer Konzentration als Monomere oder als Mizellen vor. Der Punkt
an dem alle drei Phasen parallel existieren heil3t Kraft Punkt. Er fallt bei den meisten

Detergenzien mit der cmt zusammen (Abb. 18).
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Abb. 18: Abhéangigkeit der kritischen micellaren Temperatur (cmt) und der kritischen micellaren
Konzentration (cmc) von der Detergenzkonzentration und der Temperatur. Am Kraftpunkt existieren
kristaline, monomere und mizellare Phasen nebeneinander (verandert nach Srirama Bhairi
.Detergents - A guide to the properties and uses of detergents in biological systems", Calbiochem
2001).

Wichtig wahrend der Solubilisierungsphase ist die Erhaltung der nativen
Konformation des zu isolierenden Proteins. Viele Detergenzien eignen sich zwar
hervorragend fur eine Membranauslosung des Proteins wirken jedoch aufgrund ihrer

hohen cmc, also vielen Einzelmolekilen in Lésung, sehr aggressiv und damit
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denaturierend auf das Protein. Entscheidend fir die Eigenschaften eines Detergenz
ist seine chemische Zusammensetzung und damit seine Fahigkeit mit dem Protein

bzw. dem umgebenden Milieu in Wechselwirkung zu treten.

Es werden drei Klassen von Detergenzien unterschieden: a) ionische, b) nicht-
ionische und c) zwitterionische Detergenzien.

Die hydrophile Kopfgruppe ionischer Detergenzien kann kat- und anionisch sein
(Trimethyl- oder Sulfatgruppen), die hydrophobe Einheit ist entweder eine Alkylkette
oder eine Gallensaure. Gangigster Vertreter der ionischen Detergenzien ist das
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS). lonische Detergenzien eignen sich aufgrund ihrer
hohen cmc gut um Protein-Protein Wechselwirkungen zu l6sen. Sie wirken somit
denaturierend und kommen daher nicht fir Kristallisationszwecke in Frage.
Nicht-ionische Detergenzien besitzen entweder Polyoxyethylene oder Zuckergruppen
als hydrophile Einheit, als hydrophober Teil kommen eine Alkylkette und/oder ein
Phenylring vor. Lubrol und Triton X-100 sind bekannte Beispiele flr
Polyoxyethylendetergenzien, die hier verwendeten Detergenzien basieren jedoch auf
einer Zuckerkomponente als polare Einheit. Neben Sucrose dienen wie in unserem
Fall Glucose und Maltose als Kopfgruppe mit einem acht (Octyl-) bis zwdlf (Dodecyl-)
CHa-Einheiten langen Schwanz (Tab. 2). Nicht-ionische Detergenzien eignen sich gut
um Lipid-Lipid bzw. Lipid-Protein Wechselwirkungen zu unterbinden, wirken jedoch
dabei nicht denaturierend. Daher sind diese Detergenzien besonders gut fir eine
Analyse des nativen Proteins und zu Kristallisationszwecken geeignet. Im Gegensatz
zu den ionischen Detergenzien sind die nicht-ionischen Detergenzien nicht so stark
von der lonenstarke abhéngig. Dafiir aber umso mehr von der Temperatur. Die cmc
nimmt mit zunehmender Temperatur stark ab. Nicht-ionische Detergenzien besitzen
einen Wolkenpunkt. Oberhalb einer bestimmten Temperatur fallt das Detergenz aus.
Der Wolkenpunkt eines Detergenz ist abhangig von seiner Hydratisierbarkeit
Zwitterionische Detergenzien wie N,N-dimethyldodecylamine-N-oxide (LDAO)
vereinen sowohl Eigenschaften der ionischen wie auch der nicht—ionischen
Detergenzien und erweitern damit das zu Verfigung stehende Repertoire. Einige
Vertreter wirken denaturierend (CHAPS), andere wie LDAO kdnnen jedoch auch in

der nativen Praparation Anwendung finden.
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Tab. 2: Strukturformeln und Eigenschaften einiger in der Membranbiochemie haufig eingesetzter
nicht-ionischer Detergenzien.
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Ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche Solubilisierung ist eine gute Detergenz-
Protein Wechselwirkung unter gleichzeitigem Kontakt mit Wasser. Die GroRe des
polaren Anteils eines Detergenz ist wichtig fur eine gute Ldslichkeit, der unpolare Tell
stellt den Protein- bzw. Lipidkontakt her. Das Verhdaltnis aus hydrophilem zu
lipophilem Teil eines Detergenz wird als HLB (hydrophile/lipophile Balance)
bezeichnet und ist ein MalR fir die Solubilisierungskraft eines Detergenz.
Detergenzien mit kleiner HLB kdnnen gut Lipide l6sen, eine mittlere HLB findet
Einsatz bei der Solubilisierung von intrinsischen Membranproteinen wie Komplex |,

eine hohe HLB wird bei extrinsischen Proteinen verwendet (Helenius, 1975).

Je nach Lipid- bzw. Detergenzgehalt unterscheidet man drei Typen von Kristallen: a)
2D Kiristalle (nach Solubilisierung rekonstituierte Proteine in zweidimensionalen
Lipidfilmen), b) Typ | 3D Kristalle in lipider kubischer Phase (nach Solubilisierung
dreidimensional rekonstituierte Proteine) und c) Typ Il detergenzhaltige 3D Kristalle
(nach Solubilisierung direkt ohne Rekonstitution kristallisierte Proteine) (Abb. 19). In

unserem Fall handelt es sich um den letzten Typ.
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Abb. 19: Die drei Klassen von Kristalltypen. 2D Kristalle entstehen durch Rekonstitution des
Membranproteins in einen Lipidfiim. 3D Kristalle kdénnen entweder ohne Detergenz in LCP
rekonstituiert (Typ 1) oder mit Detergenz kristallisiert werden (Typ II) (aus So Iwata ,Methods and
Results in Crystallization of Membrane Proteins®, 2003).

Da das Detergenz also wahrend der Kristallisation am Protein verbleibt, ist die GroRe
der Detergenzmolekdle ein kritischer Punkt. Im Kristallverband wirkt das Detergenz
als Abstandshalter. Im Idealfall sollte es also mdglichst klein sein. Mit abnehmender
Kettenlange des unpolaren Anteils nimmt jedoch die cmc und damit die Aggressivitat
des Detergenz zu. Eine Verkleinerung des polaren Restes hingegen sorgt fir eine
geringere Loslichkeit des Detergenz und fuhrt damit zu vermehrter Aggregation des
Detergenz-Protein-Komplexes. Es muld daher auf eine ausgewogene Balance bei der
Wahl des geeigneten Detergenz geachtet werden. In der Kristallisationspraxis sind
Dodecylmaltosid und Octylglucosid die beiden bislang am erfolgreichsten

eingesetzten Detergenzien, dicht gefolgt von Zwitterdetergenz LDAO (Abb. 20).
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Abb. 20: Einsatz von Detergenzien in erfolgreichen Kristallisationsansatzen. Nicht-ionische
zuckerhaltige Detergenzien wie Dodecylmaltosid und Octylglucosid waren bislang deutlich
erfolgreicher als ionische oder zwittergente Detergenzien (aus So lwata ,Methods and Results in
Crystallization of Membrane Proteins*, 2003).

Immer haufiger wird in der Fachliteratur auch der Einsatz von Phospholipid analogen
FOS-Detergenzien diskutiert (Oxenoid, 2001; Sanders, 2000). Diese im einfachsten
Fall FOS-Cholin an ein Ethanolamin gekoppelte phosphathaltige Alkylkette scheint
grol3e Vorteile in der Proteinpraparation jedoch auch Nachteile wéahrend der
Kristallisation aufgrund zu starker Stabilisierung des Proteins entgegen jeden
Préazipitationsdruck mit sich zu bringen.
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2.5.4 Dynamische Lichtstreuung einer Proteinlésung

Die Lichtstreuung an einem Teilchen kann elastisch (statisch), quasielastisch
(dynamisch) oder inelastisch (z.B. Raman-Streuung) sein. Die statische Streuung
von Licht ist abhangig vom Verhaltnis Teilchenradius zu Wellenlange. Ist das
betrachtete Teilchen kleiner als A/20 entspricht die Streuung einer Rayleigh-
Streuung, entspricht die PartikelgroRe in etwa der Grél3enordnung der eingestrahlten
Wellenlénge tritt Interferenz nach Mie auf. In unserem Fall handelt es sich um
Rayleigh-Streuung, da die Wellenlange des anregenden Lasers sehr viel grof3er als
das geloste Teilchen ist. Ist die vorliegende Losung stark verdinnt kdénnen
Wechselwirkungen zwischen den Teilchen vernachlassigt werden und die

Streustrahlung folgt der Gleichung

_ N N _2mn?(onY
Ry =KMC, mitRy ==>———— und K= 0| —
l, 1+cos“ O N,A"\0C

Re stellt den Zusammenhang zwischen der Intensitat der Streuung i und dem
Radius des Teilchens r her. K ist abhangig von der Viskositat des Lésungsmittels n,
der Wellenlange A und der Avogadrozahl Na. Die Intensitat der Streuung ist somit
umso hoher, je groRer der Radius des Teilchens und je kirzer die eingestrahlte

Wellnlange ist. Zur Bestimmung der molaren Masse wir die Gleichung zu

umgeformt, wobei C die Massenskonzentration des Teilchens in Lésung ist.

Im Gegensatz zum elastischen Mel3experiment ist die Registrierzeit bei der Methode
der dynamischen Lichtstreuung (engl.: Dynamic Light Scattering, DLS) sehr kurz und
liegt im Bereich einer Translations-, Rotations- oder intermolekularen Bewegung von
Biomakromolekiilen (10® s). Es kénnen daher auch Konformationsanderung von
Molekilen in  Lésung beobachtet werden. In erster Linie héngen die
hydrodynamischen Eigenschaften eines Teilchens jedoch von seiner Form und
GroRRe ab. Ziel der dynamischen Lichtstreuung ist es aus dem Diffusionskoeffizienten

des Teilchens den hydrodynamischen Radius zu berechnen und bei Kenntnis der
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Molmasse Riickschlisse auf Teilchenpolpulationen und —verteilungen innerhalb der
Ldsung zu ziehen.

Das grundlegende Prinzip der dynamischen Lichtstreuung ist der Doppler-Effekt.
Bewegt sich eine Wellen (Schall, Licht) aussendende Quelle mit einer bestimmten
Geschwindigkeit v relativ zum Beobachter, so erleidet die Welle beim Beobachter
eine Frequenzverschiebung Av = v — v,. Die Wellengeschwindigkeit ist damit
gegeben durch

y=_"o
1-v/v,

Aufgrund der Brownschen Molekularbewegung bewegen sich die Molekile in allen
Raumrichtungen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Je gro3er ein Teilchen ist,
desto langsamer bewegt es sich und desto kleiner ist sein Diffusionskoeffizient. Das
bedeutet, dal3 durch die Lichtstreuung ein Spektrum von zur Frequenz des
Primarlichtes verschobenen Frequenzen entsteht. Dieses Spektrum wird optisches
Doppler-Shift-Spektrum genannt und besteht aus einer Summe von Lorentz-
Funktionen, die die Intensitatsfluktuationen in der Losung wiedergeben (Abb. 21).

i0)
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Abb. 21: Intensitatsfluktuationen der Streustrahlung aufgrund der Brownschen Molekularbewegung
der streuenden Teilchen (aus Hans-Joachim Galla ,Spektroskopische Methoden in der Biochemie*
Thieme Verlag, 1988).

Mathematisch sind Frequenzspektren und Autokorrelationsfunktionen gleichwertig
und durch Fourier-Transformation beliebig ineinander tberfihbar. Um eine moglichst
hohe Auflésung bei der Bestimmung der Frequenzverbreiterung zu erzielen, bedient
man sich daher nicht eines mit dem Interferometer gemessenen Frequenzspektrums
sondern der Autokorrelationsmethode.

Ziel der Autokorrelation ist es, mit entsprechenden elektronischen Geraten
(Korrelatoren), die Intensitatsfluktuationen in der L6sung quantitativ und zeitlich
hochaufgelost zu erfassen. Anstelle der Frequenzverschiebung Av werden die zu
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verschiedenen Zeiten von der Signalquelle ankommenden Photonen registriert und
man vergleicht den Me3wert X(t) eines Signals zum Zeitpunkt t mit dem Wert zum
Zeitpunkt X(t + 1) und mittelt das Produkt Uber einen grol3eren Zeitraum von t. Dieser
Mittelwert entspricht der Autokorrelationsfunktion g(t). t gibt hierbei den Arbeitstakt
an, mit dem Intensitatssignale im Korrelator verarbeitet werden. Bei kleinem T, also
bei geringem zeitlichem Abstand zweier Mel3punkte ist die Korrelation der beiden
Ereignisse hoch, die Autokorrelationsfunktion ist positiv. Je grof3er der zeitliche
Abstand zwischen zwei Mel3punkten desto geringer wird die Korrelation zwischen
den beiden Ereignissen, die Werte fur X(t) und X(t + 1) kbnnen positive und negative

Werte annehmen, g(t) wird annahernd null (Abb. 22).

) kleines T kleines T

Ml AN
AERvalv R

grofles T grofes T { ——

Abb. 22: Autokorrelation fiir verschieden grofl3e 1-Werte. Je grof3er T desto unwahrscheinlicher ist die
Korrelation zwischen zwei Ereignissen. Die Korrelationsfunktion geht gegen null (aus Hans-Joachim
Galla ,Spektroskopische Methoden in der Biochemie* Thieme Verlag, 1988).

Fur starre Kugeln in einem monodispersen System gilt ein exponentieller Abfall der
Autokorrelationsfunktion, wobei g (1) direkt abhéngig ist vom Diffusionskoeffizienten
D des Teilchens mit dem hydrodynamischen Radius R, und der

Ldosungsmittelviskositat n gemal der Stokes-Einstein-Beziehung

_ KT
6mR,

In polydispersen Proben ist der mittlere Radius der Teilchen um einen Mittelwert breit
verteilt. Die Teilchen besitzen ihrer Grél3e entsprechende Diffusionskoeffizienten und
ihre Korrelationsfunktion kann dann nicht mehr als einfache Exponentialfunktion

beschrieben werden, sondern entspricht vielmehr einer Uberlagerung von solchen
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Exponentialfunktionen. Die einzelnen Funktionen missen zusatzlich durch ihre

Streuintensitatsbeitrage F gewichtet werden
g”(r)=[ F(N)exp(-T7)dr, r=g°D.

Die Auswertung dieser Integralbeziehung ist naturgemafR schwierig und wird in der
Praxis, wie auch in unserem Fall von einer Computer-Software tbernommen. Die

Software palit an die gemessene Autokorrelationsfunktion die Funktion
o(r) = exp(-Dg?’7)
an. g und t kénnen aus der Messung bestimmt werden, der Diffusionskoeffizient
ergibt sich hiernach durch Auflosen der Gleichung. Aus der logarithmierten
Autokorrelationsfunktion
log(r)=a+br+cr’
ergibt sich der Polydispersitatsindex PI mit

Pl=c/b?.

Fur eine ideale monodisperse Probe liegen die Melpunkte der logarithmierten

Autokorrelationsfunktion alle exakt auf einer Geraden. Pl ist gleich null.

Eine schematische Darstellung einer MelRapparatur zur Messung der dynamischen
Lichtstreuung einer Losung ist in Abb. 23 dargestellt.
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Abb. 23: Schematische Darstellung einer MeRapparatur zur Messung der dynamischen Lichstreuung.
Die von der Probe gestreuten Photonen werden im Winkel 20 vom Photomultiplier registriert und im

Korrelator verrechnet.
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2.5.5 Theoretische Grundlagen der Rontgenstrukturan  alyse

Kohéarente Thomson-Streuung

Fur die Wechselwirkung zwischen Rontgenstrahlen und Materie sind drei Prozesse
von Bedeutung: 1) Absorption, 2) inkoharente Streuung (Compton-Effekt) und 3)
kohéarente Streuung. Inkoharente oder inelastische Streuung entsteht durch StéRe
zwischen den RoOntgen-Photonen und den Hiullenelektronen der Atome. Die
gestreute Strahlung weist eine etwas grol3ere Wellenlange auf, als die einfallende
Strahlung. Sie ist nicht interferenzfahig und erhoht lediglich den Streuuntergrund. Bei
der koharenten oder elastischen Streuung werden die Hullelektronen der Atome zu
erzwungenen Schwingungen angeregt, die dann selbst elektromagnetische Wellen
gleicher Wellenlange abstrahlen. Der Streufaktor atomare f(20) ist direkt proportional

zur Kernladungszahl Z und dem Elektronenradius re.

f(26) 0z, (I1.1)

Die Interferenz der von den verschiedenen Atomen ausgehenden elastisch
gestreuten Partialwellen bildet die Grundlage fur die Rontgenstrukturanalyse an
Kristallen. Nur fiur bestimmte Beugungswinkel 20 weisen benachbarte Wellenziige
die gleiche Phase auf, so daf’ konstruktive Interfernz erfolgt. Durch Auswertung des

Beugungsmusters kann die Kristall- bzw. Molekdlstruktur bestimmt werden.

Kristallmorphologie

Bei der koharenten Thomson-Streuung wird ein Elektron von der einfallenden
Rontgenstrahlung zu einer erzwungenen Schwingung angeregt. Um von der
Streuung am einzelnen Atomkern zur Beugung am Kristallgitter zu kommen, missen
die Kugelwellen der Einzelatome aufsummiert werden. Ein Kristallgitter baut sich aus
einzelnen Elementarzellen auf. Die Elementarzelle ist die kleinste Einheit eines
Kristalls, die sich periodisch wiederholt. Ihre Kantenléangen (Gitterkonstanten) werden
mit a, b, ¢ und ihre Winkel mit a, (3, y bezeichnet. Die Achsen werden so gewahlt, daf}
sie mit Richtungen hoher Symmetrie tUbereinstimmen. Die Elementarzelle enthalt im
einfachsten Fall die Kristallatome auf ihren Ecken; in komplizierten Systemen, wie bei
Proteinen, kann die Elementarzelle ein oder mehrere Proteine mit je tausenden von
Atomen beinhalten. Die Kristallsysteme lassen sich in sieben Klassen einteilen (Tab.
3).
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Tab. 3: Die sieben aus der klassischen Geometrie abgeleiteten Kristallsysteme

Kristallsystem Achsenabschnitte Achsenwinkel

triklin azb+c a#f#y+90°
monoklin azb#c a=y=90° f=90°
rhombisch azb#c a=f=y=90°
hexagonal a=b#c a=f=90° y=120°
tetragonal a=bzc a=pf=y=90°
rhomboedrisch a=b=c a=[8=y=90°
kubisch a=b=c a=fi=y=90°

Fur einfache Punktgitter kann man darliber hinaus
unterscheiden (Abb. 24).

14 sogenannte Bravais-Gitter
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Abb. 24: Die 14 verschiedenen Bravais-Gitter (P: primitive Zellen; C: einfach zentrierte Gitter; F:
flachenzentrierte Gitter; R: rhomboedrische Gitter).

46



Einleitung

Durch Ineinanderstellen dieser einfachen Translationsgitter kann man sich auch den
Aufbau komplizierterer Strukturen vorstellen. Durch Inversion, Rotation und
Spiegelung sowie durch spatere Translation kdnnen die Symmetrieelemente
kombiniert werden, so dal letztlich 230 Raumgruppen mdglich sind, die die Art und
raumliche Lage der Symmetrieelemente im Kristall wiederspiegeln. Von einer
Struktureinheit ausgehend, reproduzieren die Operationen der Raumgruppe die
gesamte Kristallstruktur.

Kristallnetzebenen, also der Ursprung der Beugungsreflexe, werden durch sog.
Millersche Indizes hkl angegeben. Die Indizes stellen die Schnittpunkte der

betrachteten Netzebene mit den Kristallachsen dar (Abb. 25).

EERE

a

Abb. 25: Gitterebenen und Miller'sche Indizes. Links: Achsenabschnitte a, b, o (c-Achse steht
senkrecht auf der Papierebene), Miller'sche Indizes: 110. Rechts: Achsenabschnitte a, o, oo,
Millert'sche Indizes 100.

Aus dem periodischen Aufbau der Kristalle folgt, daf? es zur Ebene im Kristall viele
parallele Netzebenen gibt, die in gleichbleibendem Abstand angeordnet sind. Dieser
Gitterabstand dyy ist wichtig in der Beugungstheorie. Fur einen rhombischen Kristall

ergibt sich aus geometrischen Zusammenhangen

SLIL . (11.2)

und fur ein kubisches Gitter (a = b =¢)
1 _h>+k*+I?

= 1.3
@ @ (1-3)
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Das reziproke Gitter

Wenn monochromatische Rontgenstrahlung der Wellenlange A in einem bestimmten
Winkel ao auf eine Netzebene trifft, tritt nur dann eine Verstarkung der Streustrahlung
auf, wenn der Abstand zwischen zwei Wellenlaufen ein ganzzahliges Vielfaches der
Wellenléange ist (Abb. 26). Der Zusammenhang folgt der Laue-Gleichung in allen drei

Raumrichtungen a, b und c:

Abb. 26: Streugeometrie im eindimensionalen Fall ((ibertragbar auf alle drei Raumrichtungen).

hl =a(cosa-cosa,) mit: h=0,1,2,...
kA =b(cosB-cosB) mit: k=01,2,.. (11.4)
| =c(cosy—cosy,) mit: 1=01,2,...

Die Millerschen Indizes h, k und | sind ganze Zahlen, a, b und c stellen die Abstande
der Streuzentren in der jeweiligen Raumrichtung des Kristalls dar. Die Winkel ag, (o,
und Yo geben die Richtung der einfallenden bzw. a, 3 und y die Winkel der getreuten
Strahlung an. In allen anderen Raumrichtungen wird bei gentigend hoher Zahl an
Streuzentren die Streustrahlung ausgeldscht. Fallt senkrechte Roéntgenstrahlung
entlang der Raumrichtung a auf das Gitter, erhdlt man als Beugungsmuster eine
Reihe paralleler Linien. Der Abstand der Linien a” im Beugungsmuster verhalt sich

reziprok zum Gitterabstand a im Kristallgitter. Ebenso verhalt es sich mit den beiden
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anderen Raumrichtungen b und c. Das Beugungsmuster eines Kristallgitters wird
daher auch als reziprokes Gitter beschrieben. Dieses Gitter besitzt die
Gitterkonstanten a" b" c” und die Winkel a” B” und y" Analog zum normalen

Gittervektor F=ua+vb+wc im Kristallgitter, definiert man einen reziproken

Gittervektors,,= ha'+ kb'+ IC". Der Betrag dieses reziproken Gittervektors ist dem
reziproken Gitterebenenabstand proportional |§hk,| =1/d,, . Der reziproke

Gittervektor steht senkrecht auf der Netzebenenschar hkl. Wenn man jeder
Gitterebene einen s-Vektor zuordnet, spannen die Vektoren ein reziprokes Gitter auf,
das als mathematisches Konstrukt bei der Ermittlung von Gittervektorbetragen sehr
hilfreich ist. Aus dem Betrag kann Uber den Gitterebenenabstand dngq auf die

Gitterkonstanten rtickgeschlossen werden.

Die Braggsche Gleichung

1913 erkannte Bragg, dalR die Kristallbeugung einer Reflexion gleicht. Konstruktive
Interferenz der ,reflektierten” Strahlung tritt auf, wenn die Wegdifferenz zweier an
aufeinanderfolgenden Netzebenen reflektierter Strahlen gerade das n-fache der
Wellenlénge betragt. D ist der Gitterebenenabstand; ©, der sog. Bragg-Winkel, ist fur
die ein- bzw. ausfallende Welle gleich grol3 (Abb. 27).

Streu- oder
Beugungswinkel

Abb. 27: Die Braggsche Reflexionsbedingung. Die Phasen der gebeugten Wellen 1" und 2’
unterscheiden sich bei konstruktiver Interferenz um ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlénge. Der
Wegunterschied zwischen den benachbarten Wellen betragt 2dsin®.

nA =2dsin® mitn=12,3,... (11.5)
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Das reziproke Gitter stellt das Beugungsbild eines Kristallgitters dar. Jeder Punkt des
reziproken Gitters hat seinen Ursprung in einer ,Reflexion* an einer bestimmten
Netzebene (hkl). Die zugehdrigen Intensitaten sind eine Folge der unterschiedlichen
Lage der Atome zu den Netzebenen der Elementarzelle. Die Laue-Gesetze und die
Bragg-Gleichung beschreiben somit auf unterschiedliche Weise dasselbe

physikalische Phdnomen.

Die Ewald-Kugel

Beugungsbilder sind ,Photographien” des reziproken Gitters. Jeder Reflex stammt

von einer ganz bestimmten Gitterebene (hkl).

Bkl
N |
Snit = Cpt =
hkl

|
|

RO A

Gitterebene
(hkl)

Abb. 28: Reflexionsbedingung im reziproken Raum nach Ewald. R&: einfallender Réntgenstrahl, K:
Kristall, O: Ursprung des reziproken Gitters, P: reziproker Gitterpunkt, 20: Streuwinkel.

Wenn der einfallende Roéntgenstrahl von A nach O verlauft (Abb. 28), betragt der
Winkel zwischen AO und AP ©. AP mul3 dann der Lage der reflektierten (hkl)-Ebene
entsprechen, die durch K geht. Der in K reflektierte Strahl hat die Richtung KP und
der reziproke Gittervektor s = OP steht senkrecht zur Gitterebene. s zeigt zu dem
reziproken Gitterpunkt P und O ist der Ursprung des reziproken Raumes. Fur alle
reziproken Gitterpunkte, die auf der Kugeloberflache zu liegen kommen, ist die
Reflexionsbedingung erflllt und der gebeugte Strahl mit dem Radius AK = KO = 1/A

fuhrt zu einem Reflex auf dem Detektor.

Die Elektronendichtekarte

Die Lage der Beugungsreflexe gibt Aufschlul3 Gber den Gittertyp, die Intensitaten der

Reflexe lassen Aussagen Uber die Anordnung der Atome in der Elementarzelle zu.
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Anhand eines einfachen zweidimensionalen AB-Molekulkristalles soll im Folgenden
der Zusammenhang zwischen Elektronendichte und Beugungsverhalten erklart
werden. Da die Atome A und B unterschiedlich sind besteht zwischen ihnen, bei

einer Wegdifferenz 9, eine Phasendifferenz A¢ in allen drei Raumrichtungen von
Ap =@, — P, =21/ A = 2m(hx+ky+z). (11.6)

Die Intensitat der Streuung I(hkl) hangt von der Phasenverschiebung A¢ und dem

individuellen Streufaktor der Atome f;ab

2 2
| (hk!) D|F(hk!)| = lefje”’i = _Zl:fjez’“(“xi+kyi+'zi) (1L.7)
= i=
= (hkl) — Zlfjei¢j — ZlfjeZHi(hxj +kyj+lzj) (||_8)
= =

F (hkl) wird als Strukturfaktor der Elementarzelle bezeichnet. Er ist den Amplituden
der gestreuten Wellen, die durch Reflexion an bestimmten (hkl)-Ebenen herriihren
proportional und ist somit direkt abhangig von den relativen Positionen der
unterschiedlichen Atome innerhalb der Elementarzelle.

Der Streufaktor f; = f; (20) beschreibt das Streuverhalten ruhender Atome. Infolge der
nattrlichen Warmebewegung fihren Atome jedoch Schwingungen um ihre
Gitterposition aus. Daher mul3 mit einem Dampfungsglied exp(-BjsinzG)/)\z), dem
Temperaturfaktor B nach Debye und Waller, gerechnet werden. Dieser bewirkt, daf3
die Streukurven mit zunehmendem Beugungswinkel schneller an Intensitat verlieren.
Da die streuenden Atomelektronen nicht streng lokalisiert sind, fuhrt man anstelle der
Streufaktoren fj die Elektronendichte pe (X, y, z) ein. Der Strukturfaktor kann dann
durch das Fourier-Integral Uber das Volumen der Elementarzelle V, umgeformt

werden zu

F (hkl) = J',oe (x,y,z)e” ™ egy (1.9)

V.

z

Die Anzahl der Elektronen am Ort (X, y, z), also die Elektronendichteverteilung in der
Elementarzelle ergibt sich durch Fourier-Transformation

p.(xy2)= -3 3.

7z h=-00 k=-c0
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Die Strukturfaktoren hkl sind demnach die Fourierkoeffizienten, die Koordinaten X, v,
z entsprechen den Kantenlangen der Elementarzelle. Kennt man die Fn kann man
die Elektronendichteverteilung in der Elementarzelle fur jeden Punkt (x, y, z)
bestimmen. In der Praxis geniigt es, in einem Punkteraster mit etwa 0,2 A Abstand
Dichtewerte einzutragen um dann durch Interpolation die vorhandenen
Elektronendichtemaxima zu lokalisieren. Aus den vorangegangenen Gleichungen
wird deutlich, daf? die Kenntnis der zugehorigen Phase notwendig ist um die Fourier-

Beziehung zu I6sen.

Das Phasenproblem

Wie bereits gezeigt, ist nur die Amplitude des Strukturfaktors F(hkl) experimentell aus
der gemessenen Intensitat bestimmbar, jedoch nicht der Phasenwinkel ¢ (hkl). Die
Phaseninformation geht bei der Intensitdtsmessung verloren. Der R-Wert gibt an, wie
weit man mit einem Strukturmodell an die richtige Struktur herangekommen ist. Es
wird die Summe Uber alle gemessenen Reflexe gebildet und mit den aus dem
Strukturmodell berechneten Intensitdten verglichen. Je kleiner der R-Wert umso
naher liegt das Modell an der Wirklichkeit.

S (), - ()L,
R= > |F (k)

hkl

.100[%] (I1.11)

beob.

Die Patterson-Funktion hingegen zeigt, dal in den gemessenen Intensitdten auch
Informationen Uber die zugehoérigen Phasen stecken. Die Gleichung erfordert
lediglich die Kenntnis der Strukturfaktoramplitude [OF[, nicht aber der Phasen. Sind n
Atome in einer Elementarzelle vorhanden, so werden n(n-1)+1 Vektoren berechnet,
die alle von einem Punkt ausgehen. Die Funktion ergibt damit ein Histogramm der
atomaren Abstandsverteilungen in der Elementarzelle, gewichtet nach der Streukraft
der einzelnen Atome. Kennt man alle Maxima der Patterson-Funktion einer nicht

allzu komplizierten Struktur, ist es moglich das jeweilige Strukturproblem zu I6sen.

F (hkl)® cos[2n(hu+kv+lw)]‘ (1.12)

Pluvw)=> > ¥

7z h=—0 k=—c0 |=—c0

Mit Hilfe der sog. Schweratommethode kann die Lage einiger weniger Atome mit

hoher Ordnungszahl (z.B. Br, I, Hg", Pt") neben vielen leichten Atomen in der
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Elementarzelle im Allgemeinen recht einfach bestimmt werden. Da die Schweratome
durch ihr gro3es Streuvermdogen die Phasen vieler Interferenzen dominieren, kbnnen
durch Fourier-Reihen auch die Positionen vieler leichter Atome lokalisiert werden. In
der Praxis werden die Koordinaten der Schweratome meist aus der Differenz-

Patterson-Funktion von Original- und Derivatkristall bestimmt.

Anormale Dispersion

Die anormale Dispersion dient der Kontrastverscharfung einzelner Atome im Kristall
und kann damit auch der Losung des Phasenproblems in Anwesenheit schwerer
Atome dienen.

Die bisherige Ermittlung der Strukturfaktoren F(hkl) erfolgte unter Annahme
klassischer elastischer Thomson-Streuung der Réntgenstrahlen. Wenn die innere
Anregungsenergie der streuenden Atome jedoch sehr hoch ist, also ihre
Absorptionskante in der Nahe der eingestrahlten Wellenlange liegt, kann es zu einer
anormalen Streuung an den Atomen des Kiristalls kommen. Die Atome im
Kristallverband treten in Resonanz und ihre Streustrahlung erfahrt Anderung in ihrer
Amplitude und Phase. Dies kann jedoch bewul3t genutzt werden um durch Variation
der Photonenenergie (z.B. am Synchrotron im Bereich von 100 eV) Verdnderungen
bis zu 10% in den Streuldngen bestimmter Atome zu erreichen. Hierdurch kann der
Kontrast des betreffenden deutlich Atoms verscharft werden. Im Zusammenhang mit
Schweratomen kann durch eine signifikante Variation des Streufaktors Af; sogar eine

Phasenanalyse erfolgen.

Interpretation der Ergebnisse

Das Ergebnis der Strukturanalyse ist eine Elektronendichtekarte, da die
Rontgenstrahlen an den Elektronen des Proteinkristalls gebeugt wurden. Die
Auflésung der Struktur hangt von der Qualitdt des vermessenen Kiristalls ab.
Baufehler oder Mischformen der Gittertypen innerhalb eines Kristalls reduzieren die
Auflésung. Bei niedermolekularen Strukturen ist die Auflosung meist so gut, daf3 ihre
Atome als getrennte Maxima in der Elektronendichte erscheinen. Bei
Proteinstrukturen liegt die Auflosung meist in der GroRenordnung einer
Bindungslange. Daher st hier eine direkte Zuordnung der Atome zur
Elektronendichte nicht moglich. Da aber nur zwanzig Aminosauren als Bausteine in

Frage kommen, kann aus Erfahrungswerten fur Winkel- und Bindungslangen eine
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idealisierte Zuornung vorgenommen werden, auch wenn die Dichtekarte keine
atomare Auflosung besitzt.

Eine Verbesserung der Auflosung kann durch die Methode des isomorphen Ersatzes
erlangt werden. Schweratome diffundieren in die HohlrAume des Kiristalls ein und
nehmen dort definierte neue Positionen im Kristall ein, die vorher unbesetzt waren.
Es ist daher kein wirklicher Ersatz sondern vielmehr eine Besetzung von Leerstellen
in der Proteinstruktur durch Schweratome, die teilweise durch Aminosaurereste
koordiniert werden. Durch Kombination der Informationen aus verschiedenen
Schweratom-Derivaten (multiple isomorphous replacement — MIR) kann eine
Phasenbestimmung der Strukturfaktoren erfolgen. Zur Phasenbestimmung kann
auch die anormale Dispersion herangezogen werden (multi-wavelength anomalous
diffraction - MAD).

Die Interpretationsmdglichkeiten der Elektronendichtekarte hangt von der Auflésung
der gemessenen Daten ab. Daten geringer Auflésung liegen vor, wenn die kleinsten
Netzebenenabstédnde, denen Reflexe zugeordnet werden kénnen, groRer als 5 A
sind. Der Fourier-Synthese kann dann nur die Gestalt des Molekiils und seine
Abmessungen entnommen werden. Bei einer Auflésung von 3 A kann der Verlauf der
Polypeptidketten identifiziert werden und erst ab einer Auflésung von 1.5 A kénnen
einzelne Atome und Seitenketten zugeordnet werden.

Ein groRes Problem der Proteinkristallographie ist die Lokalisation von
Wasserstoffatomen innerhalb einer Proteinstruktur. Aufgrund ihres geringen
Streuverhaltens, die Amplitude der Streuung ist der Elektronanzahl des Atoms
proportional, muB eine hohe Auflésung < 1A vorliegen, um eine eindeutige
Zuordnung der Wasserstoffatome zu bestimmten Beugungsreflexen vornehmen zu
kbnnen. Um das Problem der geringen Amplitude zu umgehen, werden fir die
Lokalisation von Wasserstoffatomen Neutronenbeugungsanalysen vorgenommen.
Neutronenstrahlung wird an Atomkernen gebeugt. Hier ist nicht die Anzahl der
Elektronen sondern vielmehr das Kernpotential entscheidend fur eine starke
Streuung. Die Aufnahmen werden im Optimalfall an 1mm Einkristallen aus
Deuteriumderivaten (noch starkerer Streuer) Uber eine Mel3zeit von mehreren
Wochen durchgefihrt.

Da die Wasserstoffatome so schwer lokalisierbar sind, ergibt sich ein weiteres
Problem fur die Rontgenstrukturanalyse. Es ist sehr schwierig protonierte von

deprotonierten Aminosaureresten zu unterscheiden. Auch die Zuordnung der
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restlichen Aminosaurebestandteile Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff fallt
aufgrund ihrer &hnlichen Elektronenanzahl schwer. Es ist daher nahezu unmdglich
genaue Angaben zur Konformation einzelner Aminosaurereste in Relation
zueinander zu machen. Eine mechanistische Interpretation der Daten &3t sich somit
nur unter Berticksichtung des gesamten Wasserstoffbrickennetzwerkes vornehmen.
Dartiber hinaus fallt auch noch die Unterscheidung von Natriumionen und
Wassermolektlen schwer, da beide die gleiche Anzahl Elektronen besitzen. Einziges
Indiz ist hier die Koordination durch Wasser. Wasser wird seinerseits tetraedrisch von
anderen Wassermolekilen umgeben, wohingegen Natriumionen oktaedrisch durch
Wasser koordiniert werden.

Neben der Strukturanalyse statischer Systeme, steigt das Interesse an Aufnahmen
biologischer Prozessablaufe mit Hilfe der Rontgenbeugung. Hierzu wird die
Energiedichte (10> Photonen mit 6-40 keV) und Pulsbarkeit von
Synchtronstrahlungsquellen genutzt. Im Abstand von etwa 50 ps wird mit
Rontgenpulsen ein  Beugungsbild aufgenommen. Durch  Variation der
Verzdgerungszeit zwischen den Messpulsen wird letzlich ein zeitaufgelostes Bild der
strukturellen Kinetik des Prozesses erhalten. Die Substrate missen hierzu schon
wéahrend der Kristallisation als geschutzte ,caged” Substanzen eingebaut werden, um
dann im Verlauf der Messaufnahme durch Laserbeschul3 aktiviert werden zu konnen.
Da viele biochemische Prozesse in Zeitbereichen von ps bis ms arbeiten, mul3 fur
diese Art der Messung sehr energiereiche Rontgenstrahlung (Synchrotron)
eingesetzt werden. Kinetische Diffraktionsstudien wurden bereits an stimulierten
Muskelfasern (Poole, 1991) und anhand des protonenpumpenden Photozyklus von
Bacteriorhodopsin (Koch, 1991) erfolgreich durchgefuhrt.

2.5.6 Rontgenquellen

Bei der Abbremsung schneller Elektronen durch direkte oder indirekte Konversion
der kinetischen Energie in Strahlung entsteht Rontgenstrahlung mit Wellenlangen
von 1 bis 100 A. Zwei Produzenten von Réntgenstrahlung finden heutzutage in der
Rontgenkristallographie Anwendung, die Réntgenréhre und das Synchrotron.

In einer Rontgenrdhre wird ein Elektronenstrahl durch Hochspannung von ca. 50 kV

auf eine Anode aus Kupfer oder Molybdéan gelenkt. Dabei werden an der Anode
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grolRere Mengen an Warme frei, so dal3 diese wahrend der Messung gedreht und mit
Wasser gekuhlt werden muf3 um hdhere Intensitaten zu erreichen.

In der Anode wird ROntgenstrahlung durch zwei Prozesse freigesetzt. Durch
Abbremsen der Elektronen entsteht weil3e Bremsstrahlung mit kontinuierlicher
Energieverteilung. Der Bremsstrahlung Uberlagert ist die charakteristische
Rontgenstrahlung, die dadurch entsteht, dafll Elektronen aus der untersten
Elektronenschale des Atoms (K-Schale) herausgeschlagen werden. Ein Elektron aus
den nachsthéheren Schalen (M- oder L-Schale) springt in die Licke der K-Schale
und relaxiert so den entstandenen instabilen Zustand wieder. Die Energiedifferenz
der beiden Energieniveaus wird als Rontgenstrahlung (Ka-Strahlung) definierter
Wellenldnge (1.54 A fir Kupferanoden und 0.71 A fir Molybdananoden) emittiert,
wobei sogar eine Aufspaltung der unterschiedlichen Schwingungsniveaus aus denen
das Elektron relaxiert als diskrete Wellenlange nachgewiesen werden kann (Ka; und
Kaz) (Abb. 29). Einkristallmonochromatoren aus Graphit oder Quarz werden in
definierter Orientierung in den Rontgenstrahl gebracht, so dal? nur die Ka-Strahlung
die Bedingung fur konstruktive Interferenz erflllt. So erhalt man als Primarstrahl
monochromatische Rontgenstrahlung.

a) Heizdraht & Anode
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Abb. 29: Schematische Darstellung einer Réntgenréhre (a) und das Zustandekommen des
charakteristischen Rontgenspektrums (b). Neben den Linienspektren aus der Elektronenrelaxation
entsteht auch kontinuierliche Bremsstrahlung. Gebrauchlich sind die Anodenmaterialien Cu (A =
1.54A), Mo (A = 0,71A) und Cr (A = 2.23A). (c) zeigt das charakteristische Réntgenspektrum einer Mo-
Réhre bei 35 kV Beschleunigungsspannung.
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Synchrotronstrahlung ist Bremsstrahlung von Elektronen oder Positronen, die durch
ein Magnetfeld auf einer Kreisbahn gehalten werden. Wegen der hohen
Geschwindigkeit der Elektronen wird die Strahlung scharf nach vorne abgestrahilt,
wobei der Offnungswinkel etwa 102 Grad betragt. Speicherringe dienen zur
Bereitstellung konstanter Strahlenenergie und hoher Ringstréme von etwa 100 mA.
Hohere Leuchtdichten werden durch magnetische Multipolstrukturen (Wiggler)
erreicht, die eine periodische Ablenkung des Elektronenstrahls bewirken.

Die hohen Intensitaten der Synchrotronstrahlung liegen 3 bis 4 GroRenordnungen
Uber den konventioneller Réntgenréhren und erlauben daher auch die Durchfiihrung

von Streuexperimenten an sehr kleinen Probenvolumina (Abb. 30).
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Abb. 30: Die Intensitat der Sychrotronstrahlung ist um mehrere Grél3enordnungen héher als die der
Réntgenréhre und die Wellenlangenverteilung ist deutlich breiter.

Die maximale Energie, die ein Synchrotron erzeugen kann hangt vom Radius des
Rings (r), der Starke des angelegten Magnetfeldes (B) und der Ladung des Teilchens
(q) sowie von der Lichtgeschwindigkeit (c) ab.

E,. =F OB (1.13)

Die Elektronen umlaufen das Synchrotron in Form von ,bunches®, wobei in
periodischen Abstanden Rontgenblitze ausgesandt werden. Die Pulsdauer betragt
normalerweise 0,1 ns, die Pulsfolge etwa 1-1000 ns. Die Strahlung weist eine
Wellenlangenverteilung auf, wobei ihr Mittelwert A. = 5,6 ORE™ betragt (R ist der
Radius des Speicherrings und E die Energie der Elektronen in GeV). Der Ring der
European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in Grenoble hat einen Radius von

20m und arbeitet mit einer Energie von 6 GeV, so daB A. = 0,6 A betragt. Die Brillanz
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der Synchrotronquelle liegt bei 10 bis 10 Photonen bei 0,1 % relativer
Wellenlangenbreite wohingegen eine konventionelle Rontgenréhre nur eine Brillanz
von 10° bis 10" Photonen bei 0,1 % Wellenlangenbreite aufweist. Die hohe Brillanz
der Synchrotronquelle wird auch von anderen Beamline-Benutzern wie Material- und

Grenz- bzw. Oberflachenwissenschaften genutzt (Abb. 31).
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Abb. 31: (a) ESRF in Grenoble. (b) Schematischer Aufbau eines Synchrotrons und potentielle
Endabnehmer von Réntgenstrahlung.

2.5.7 Datenaufnahme

Praparation des Kristalls

Die Kristalle werden aus den Ansatzen mit Hilfe von entsprechendem Kristallbesteck
isoliert bzw. in Mini-Loops aufgenommen, so dal3 sie fir die Vermessung im
Diffraktometer als Einzelkristalle handhabbar sind. Proteinkristalle enthalten
zwischen 30% und 70% Wasser. Sie kbnnen daher wahrend der Messung nicht wie
Kristalle niedermolekularer organischer oder anorganischer Substanzen behandelt
werden, da sie sonst austrocknen und damit ihre Kristallstruktur zerstort werden
wurde. Die Proteinkristalle werden daher nach Aufnahme in einen Loop in flissigem
Stickstoff schnell eingefroren, so dafl3 die internen Wassermolekile in den
Kristallkandlen nicht zu Eiskristallen werden, die den Kristall zerstoren wirden. Der
Kristall wird auch wahrend der Messung standig gekuhlt, so daf? auch lange
Aufnahmezeiten moglich sind. Eine Messung bei Raumtemperatur wirde zu einer
viel schnelleren Zerstorung des Kiristalls durch die Roéntgenstrahlung fuhren.
Desweiteren fuhrt die tiefe Temperatur zu einem besseren Signal/Rausch-Verhaltnis,

da der Einflu® von Gitterschwingungen auf die Messung geringer ist.
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Eine weitere Methode stellt die Vermessung der Kristalle in Kapillaren dar. Der
Kristall wird durch Adhasionskréafte an der Glaswand einer verschlossenen Kapillare
gehalten und durch einen in der N&he applizierten Tropfen Mutterlauge in einer
gesattigten Atmosphare gehalten. Die Glaskapillare bzw. der in Loops tiefgefrorene
Kristall wird auf dem Goniometerkopf des Rontgendiffraktometers montiert und so
justiert, dalR er bei allen Aufnahmewinkeln wahrend der Drehung des
Goniometerkopfes im Rontgenstrahl zentriert bleibt.

Aufnahmetechniken

Das Beugungsexperiment ist zunéchst recht einfach aufgebaut. Ausgehend von
einer Rontgenquelle wird der Réntgenstrahl in einem Kollimator vereinzelt und durch
einen Monochromator eine diskrete Wellenlange eingestellt. Nach Probendurchgang
wird der gebeugte Strahl durch einen Analysator auf den Detektor geleitet und dort
registriert (Abb. 32).
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Abb. 32: Prinzipieller Aufbau eines RoOntgenbeugungsexperimentes. ko bzw. k; geben die
Richtungsvektoren vor bzw. nach Probendurchgang an.
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Aus der Position der Rontgenreflexe im Beugungsbild kdnnen die Abmessungen der
Elementarzelle ermittelt werden. Destruktive Interferenzen geben dartber hinaus
Auskunft Gber den Typ des Translationsgitters und damit Gber die Raumgruppe. Die
Ermittlung der genauen Position der einzelnen Atome innerhalb der Elementarzelle
ist abhéngig von der Kenntnis méglichst vieler Beugungsreflexintensitaten. Bei einem
Kristallvolumen Vi und z Elementarzellen in der Volumeneinheit ergibt sich bei einer
Drehung des Kiristalls mit einer Drehfrequenz w die Intensitat I(hkl) eines Reflexes
mit dem Strukturfaktor F(hkl) zu

| (ki) O, (sz F (ki) A2 Ve EE“COS (2@)]D. L (11.13)
47EE,M,C wR 2 sin(20)

Die beiden letzten Terme (kombinierter Lorentz-Polarisationsfaktor) sind von der
Aufnahmetechnik  abhangig. Sie Dberlcksichtigen die  Polarisierung  der
Rontgenstrahlung und die Tatsache, dal? die Netzebenen verschieden lange
Verweildauern in Reflexionsstellung besitzen. Laut Braggscher Gleichung ist die
Reflexionsbedingung erfillt, wenn bei festem Streuwinkel 20 die Wellenlange A
(Laue-Methode) oder bei festem A (monochromatisches Rdntgenlicht) 20 variiert
wird. Die Variation von 20 kann entweder durch Messen eines statistisch orientierten
Kristallpulvers (Pulvermethode) oder durch Drehen des Kristalls
(Drehkristallmethode) erreicht werden.

Bei der Drehkristallmethode werden Einkristalle mit Dimensionen zwischen etwa 0,05
und 0,5 mm benétigt. Der zu untersuchenden Einkristall wird senkrecht zur
Primérstrahlachse um eine Achse (z.B. die c-Achse) gedreht (Abb. 33). Die Reflexe
mit gleichem | (I = 1 bzw. | = -1) liegen auf einer Kreislinie im gleichen Abstand ober-
und unterhalb des Agquators. Aus dem Abstand der Schichtlinien unter
Berucksichtigung des Abstands Kristall-Detektor kann somit die Gitterkonstante ¢
berechnet werden. Die Gitterkonstanten a wund b erhalt man durch

Drehkristallaufnahmen um die a- bzw. b-Achse.
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Abb. 33: Reziprokes Gitter beim Drehkristallverfahren. Alle Reflexe bei einer Rotation um die c-Achse
stammen von (hk0)-Ebenen. Die restlichen Schichtlinienreflexe liegen parallel zu den oben gezeigten.

Detektionsmethoden

Fur Einkristallstrukturananalysen werden heute im Allgemeinen Vierkreis-
Diffraktometer verwendet. Sie verfugen Uber vier unabhangige computergesteuerte
Kreise, die beliebige Kristallorientierungen und Mel3geometrien ermdglichen. Der
Kristall wird in zwei Dimensionen so gedreht, dald der reziproke Gittervektor des zu
vermessenden Reflexes in die Aquatorialebene des umlaufenden Detektors fallt. Die
dritte Dimension dient der Drehung des Kiristalls unter 20 Bragg-Bedingungen, in der
vierten Dimension befindet sich der Detektor (Abb. 34).
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Abb. 34: Ein Vierkreis-Diffraktometer Das Gerét ist in der horizontalen Ebene drehbar (w-Kreis). Der
Goniometerkopf ist in x- und in @Richtung drehbar. Der Detektor ist koaxial zum w-Kreis und
gewdbhrleistet die 20@-Bedingung.
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Detektiert werden die gebeugten Réntgenstrahlen mit Hilfe eines Flachendetektors,
einer lonisationskammer oder eines Zahlrohrs.

Als Flachendetektoren werden heute Bildplatten ,image plates” oder CCD-Detektoren
eingesetzt. Die Bildplatte arbeitet wie ein photografischer Film. Sie besteht aus einer
mit Eu®* dotierten BaCIF-Schicht, die durch Belichtung mit Rontgenstrahlen im
Minutenbereich in metastabile Zustdnde angeregt werden kann. Bei der Auslesung
der Platte werden die metastabilen Zustande durch Laserbestrahlung zur Emission
von Photonen angeregt. Die Informationen auf der Platte konnen durch Belichtung
mit sichtbarem Licht geléscht und die Platte damit erneut eingesetzt werden.

Die lonisationskammer und das Zahlrohr sind mit einem geeigneten Gas (Ar bei
10* Pa) gefilllte Kammern, in denen ein dinner Metalldraht eingespannt ist.
Zwischen dem Draht und der Kammerwand liegt eine Hochspannung vin 1-2 kV an.
Jedes Rontgenquant, das durch eine dinne Folie in die Kammer eindringt erzeugt in
dem Gas lonen und Elektronen. In dem angelegten elektrischen Feld werden die
Elektronen beschleunigt, bilden durch StofZionisation weitere Elektronen und lonen
und rufen letztlich eine stoRR3férmige Entladung zwischen Draht und Kammerwand
hervor. Entweder wird der Entladestrom gemessen (lonisationskammer) oder die
Stromstolle werden einzeln gezéhlt (Z&hlrohr). In Szintillationszahlern treffen
Rontgenquanten auf einen Kristalldetektor, der ihre Energie in Fluoreszenz
umwandelt. Die Lichtquanten wiederum l6sen in einer Photokathode Elektronen aus,
deren Strom von einem Sekundarvervielfacher verstarkt und elektronisch registriert

werden kann.
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2.6 Thema der Arbeit

Da Komplex | aus zwei makroskopischen Armen besteht, einem peripheren matrix-
bzw. cytosolstandigen und einem Membranarm, lag es nahe die beiden Arme
getrennt voneinander zu kristallisieren. Die Kristallisation und Strukturaufklarung des
peripheren Arms ist bereits gelungen, die Strukturlésung des Membranarms, der das
energetische Kopplungszentrum beinhaltet, steht nach wie vor noch aus. Ziel dieser
Arbeit war es, Bedingungen fir eine Kristallisation des membranstandigen Teils von
Komplex | zu finden und eine erfolgsversprechende Kristallisationsstrategie zu
entwickeln.

Als Modellorganismus wurde der Ascomycet Neurospora crassa verwendet. Es war
bekannt, daR dessen Komplex | durch chaotrope Salze in die beiden Arme zerlegt
werden und der membranstandige Teil mit hoher Ausbeute isoliert werden kann.

Die RoOntgenstrukturanalyse setzt die Existenz eines Einkristalls aus
Proteinmolekulen voraus. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zuné&chst einen
geeigneten Prazipitationsdruck zu finden, der einen mdglichst geordneten
Phasenibergang des Proteins erlaubt. Hiernach sollten, um ein optimales
Kristallwachstum zu garantieren, Methoden zur Messung und Optimierung der
Proteinstabilitdt unter Einfluld des Prazipitationsdruckes etabliert werden um einen
mdoglichst hohen Anteil an konformationell einheitlichen monodispersen
Proteinmolekilen in der Kristallisationslosung Uber den Zeitraum der Kristallisation
hinweg zu erhalten und somit ein otimales Grofienwachstum der Kristalle zu
garantieren. Hierzu wurde der Einflul3 der Losungsparameter wie lonenart und —
starke, Detergenzart und —konzentration, pH-Wert und Temperatur des
Kristallisationsansatzes sowie die Auswirkungen der  angewendeten
Kristallisationstechnik auf die Proteinstabilitat Gberprift und optimiert.

Gewachsene Kiristalle wurden am RoOntgengenerator vermessen und ihr
Diffraktionsmuster auf Hinweise einer proteinogenen Identitat des Kristalls hin

untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Préaparation des Membranarms von Komplex |

3.1.1 Anzuchtvon Neurosporacrassa

Die Makrokonidien von Neurospora crassa wurden nach Animpfung von 300 ml
Erlenmeyerkolben mit Vogelsmedium aus 3 g/l Natriumcitrat, 0,1 g/l CaCl, ; 2 H,0, 5
g/l KH,POy4, 2 g/l NH4NO3, 0,2 g/l MgSOy; 7 H,O, 5 pg/l Biotin, 20 g/l Saccharose und
0,1 ml/l Spurenelementlésung aus 50 g/l Zitronensaure; H,O, 50 g/l ZnSO,; 7 H,0,
2,5 g/l CuSOg4; 5 Hy0O, 0,5 g/l MnSOy4; H20, 10 g/l Fe(NH4)2(S04)2; 6 H,0O, 0,5 g/l
Na;MoOy; 2 H,0, 0,5 g/l HsBO4 und 0,2 % Agar gewonnen (Vogel, 1956; Davis und
de Serres, 1970). Die ersten 2 Tage wurden die Kulturen im Dunkeln, danach im
Licht bei 26 — 28 °C inkubiert und anschliel3end bei 4 °C gelagert. Die Anzucht der
Hyphen erfolgte in mit Pre3luft beltfteten 8 | Batchkulturen mit Vogelsmedium (Weiss
et al., 1970; Davies und de Serres, 1970). Nach 24 — 26 h Wachstum bei 26 - 28 °C
wurde das Mycel Uber einen 40 cm Bichnertrichter abfiltriert. Die abfiltrierten Hyphen

wurden in Aluminiumfolie bei —70 °C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren.

3.1.2 Praparation der Mitochondrienmembranen

Die folgenden Praparationsschritte wurden alle bei 4 °C durchgefihrt. Eine 800 g
Portion tiefgefrorene N. crassa Hyphen wurden mechanisch mit einem Hammer
zerkleinert. Die grob zerkleinerten Hyphen wurden mit 5 L Isolationsmedium (50 mM
TrisCl pH 7,5 und 15 % Saccharose) in einem Kichenmixer (Fa. Rotor AG, Modell G
800) homogenisiert und in einer Korund-Mihle zum AufschluR der Zellen gemahlen.
Pro Liter aufgeschlossenem Rohextrakt wurde 1 ml Phenylmethylsulfonylfluorid-
Losung (PMSF; 0,1 M in Isopropanol) zur Hemmung von Proteasen zugegeben.
Durch 10 min Zentrifugation bei 6.000 g (4.500 rpm, 4 °C, Rotor H6000A/HBBSG,
Kihlzentrifuge RC 3B Plus, Fa. Du Pont Sorvalll wurden Zellkerne und
Hyphenwande abgetrennt. Der Uberstand wurde 120 min bei 10.000 g (7.500rpm,
4°C, Rotor SLC-6000, Kiuhlzentrifuge Evolution RC, Fa. Kendro Sorvall), zur
Sedimentierung der Mitochondrien zentrifugiert. Die Mitochondriensuspension wurde
auf ein Volumen von 250 ml mit 0,3 M Tris-NaCl-Puffer pH 8,0 (0,3 M NaCl und
50 mM TrisCl pH 8,0) gebracht und mit einem Teflon-in-Glas-Homogenisator
suspendiert. Hiernach wurden die Mitochondrien in einer French Press (Fa. SLM,

Aminco) bei 1.100 psi aufgeschlossen. Nicht aufgeschlossene Mitochondrien wurden
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mit einer anschlieenden 20 min Zentrifugation bei 50.000 g (20.000 rpm, Rotor A
8.24, Centrikon Kuhlzentrifuge H-401, Fa. Kontron) sedimentiert. Die
Mitochondrienmembranen befanden sich im Uberstand und wurden durch eine
anschlieRende 120 min Ultrazentrifugation bei 175.000 g (50.000 rpm, Rotor 60 Ti,
Ultrazentrifuge Discovery 90, Fa. Sorvall) abzentrifugiert und in 15 g Portionen bei —
70 °C aufbewahrt.

3.1.3 Praparation von Komplex |

Alle folgenden Schritten wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Eine tiefgefrorene 15 g
Portion Mitochondrienmembranen wurden zur Solubilisierung der Membranproteine
mit 30 ml 7,5 % [w/v] 3-D-Octylglucopyranosid (Fa. Biomol) in 20 mM Tris/HCI pH 8,0
mit einem Teflon-in-Glas-Homogenisator homogenisiert. Durch 30 min Zentrifugation
bei 50.000 g (20.000 rpm, Rotor A 8.24, Centrikon Kuhlzentrifuge H-401, Fa.
Kontron) wurde nicht solubilisiertes Protein abgetrennt. Der Uberstand wurde in 6 ml
Portionen auf 6 Zuckergradienten aus 10 - 30 % Saccharose, 0,7 - 0,1 % [3-D-
Decylmaltosid (Fa. Glykon) in 20 mM Tris/HCI pH 7.8 aufgetragen und 22 h bei
150.000 g (30.000 rpm, Rotor 630 Ti Fa. Sorvall, Ultrazentrifuge Discovery 90, Fa.
Sorvall) zentrifugiert. Die Zuckergradienten wurden mit einer Flul3geschwindigkeit
von 2 mil/min durch eine DurchfluBkivette ausgepumpt und in 2 ml Portionen
fraktioniert. Mit einem Diodenarray Photometer mit Lichtleiteroptik (Fa. J&M
Analysetechnik, Aalen) wurden kontinuierlich UV-Vis-Spektren von 250 bis 600 nm
mit einer Integrationszeit von 70 ms und einem Scanintervall von 2 s aufgenommen.
Die Komplex | haltigen Fraktionen wurden mittels ihrer NADH/Ferricyanid-

Reduktaseaktivitat ermittelt und die Gipfelfraktionen vereinigt.

3.1.4 Reindarstellung des Membranarms von Komplex |

Die vereinigten Fraktionen wurden mit Hilfe einer Ultrafiltration durch eine Diaflo XM-
300 Membran (d= 6,2 cm, Vol.= 400 ml Kammer, Fa. Amicon) bei 4 bar auf 18 ml
eingeengt. Zur Verringerung der Zuckerkonzentration wurden 20 ml 50 mM Tris/HCI
pH 8,0 und 0,1% Decylmaltosid zugegeben und wieder auf 18 ml konzentriert. Dieser
Schritt wurde noch einmal wiederholt. Die eingeengten Komplex | Fraktionen wurden
mit festem Kaliumrhodanid (KSCN) auf 0,6 M gebracht und auf 6 Gradienten aus
10 — 30 % Saccharose in 0,1 % Decylmaltosid, 50 mM Tris/Cl pH 8,0 und 0,6 M
KSCN, gegeben. Die Gradienten wurden 21 h bei 150.000 g (30.000 rpm, Rotor 630

65



Material und Methoden

Ti Fa. Sorvall, Ultrazentrifuge Discovery 90, Fa. Sorvall) zentrifugiert. Mit einer
FluRBgeschwindigkeit von 2 ml/min werden sie durch eine DurchflulBkivette
ausgepumpt und in 0,75 ml Proben fraktioniert. Mit einem Diodenarray-Spektrometer
mit Lichtleiteroptik (Fa. J&M Analysetechnik, Aalen) wurden kontinuierlich Spektren
von 250 bis 600 nm mit einer Integrationszeit von 70 ms und einem Scan-Intervall
von 2 s aufgenommen. Anhand der Absorption bei 280 nm wurden die
Gipfelfraktionen grof3er der halbmaximalen Absorption des Membranarms bestimmt
und vereinigt. Die vereinigten Fraktionen wurden durch Ultrafiltration durch eine
Diaflo XM-300 Membran (d= 4,6 cm, Vol.=200 ml Kammer, Fa. Amicon) bei 4 bar auf
ein Endvolumen von 2 ml eingeengt. Das Konzentrat wurden auf einer Sephacryl
Séule S300 (d= 1,6 cm, h= 60 cm, 120 ml Saulenvolumen) gelfiltriert, die vorher mit
120 ml Tris/Cl pH 8,0, 0,5 M NaCl und 0,1 % Decylmaltosid aquilibriert worden war.
Die Elution erfolgte mit einer FluRRgeschwindigkeit von 0,1 ml/min. Das Eluat wurde
kontinuierlich mit einem Diodenarray-Spektrometer wie oben spektroskopisch
untersucht und in 1 ml Fraktionen gesammelt. Die Gipfelfraktionen wurden vereinigt
und bei —70 °C aufbewahrt. Die Reinheit des Proteins wurde bei allen
Arbeitsschritten durch SDS-PAGE uberpruft.

3.1.5 Analytische Methoden

Bestimmung der NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitat

Die enzymatische Aktivitdt des Komplex | wurde photometrisch bei Raumtemperatur
mit der NADH/Ferricyanid-Methode bestimmt. 3 pl Probe wurde in 1 ml einer Lésung
aus 50 mM Tris/Cl pH 7,5, 0,1 % Triton-X-100, 50 mM NaCl, 1 mM Kjz[Fe(CN)g] und
0,1 mM NADH eingeruhrt und die folgende Extinktionsanderung bei 410 nm
bestimmt. Die Messung erfolgte an einem Helios ThermoSpectronic UV/Vis-
Spektralphotometer. Der molare Extinktionskoeffizient von Kaliumhexacyanoferrat(lll)
betragt € = 1 mM™ cm™ (Friedrich et al., 1989).

Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Biuret-Methode
(Beisenherz et al., 1953) oder nach der Lowry-Methode (Lowry et al., 1951) mit
Rinderserumalbumin als Standard. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen

durchgefiihrt. Die UV/Vis spektroskopische Bestimmung von Proteinkonzentrationen
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erfolgte an einem Diodenarray Spektrometer (J&M Tidas, Analysetechnik Aalen) in
einer Quarzrihrkivette mit einer Schichtdicke 0,2 cm. Als Referenz wurden der
jeweiligen Puffer verwendet, in dem das Protein gel6st vorlag. Als apparenter molarer
Extinktionskoeffizient von Komplex | bei 280 nm wurde € = 1 mM™ cm™ verwendet
(Amling, 1996). Unter der vereinfachten Annahme das der Membranarm der halben
molaren Masse des Komplex | entspricht, wurde fir den Membranarm € = 0,5 mM™

cm™ verwendet.

SDS-Gelelektrophorese
Es wurden je 50 pl Probe mit 20 ul Probenpuffer (2 % SDS, 0,5 M Saccharose, 0,1 %
Bromphenolblau, 0,1 M Tris/Acetat pH 8,8; 2,5 mM EDTA und 3,5 mM Dithioerythriol)

versetzt, etwa 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und auf ein diskontinuierliches

Gel aus einem 3 %igen Sammel- und einem 16 %igen Trenngel (Laemmli, 1970)
aufgetragen. Die Proteine wurden bei 180 V und 35 mA Uber 16 bis 18 h aufgetrennt.
Der Kammerpuffer bestand aus 0,4 M Glycin, 0,05 M Tris/Acetat pH 8,3 und 0,1 %
SDS. Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde das Gel 2 h in 0,1 %
Coomassie-Blau R 250, 25 % Isopropanol und 10 % Essigsaure gefarbt und
anschlieBend in 12,5 % Isopropanol und 10 % Essigsaure Uber mehrere Stunden
entfarbt.
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3.2 Prazipitationsstudien

3.2.1 Untersuchung des Einflusses sinkender lonenst  arke auf die Prazipitation

Je 0,5 ml Lésung des Membranarmproteins (1mg/ml) wurden auf 4 4ml Sucrose-
Gradienten (10-30 % Saccharose, 0,1 % a-D-Decylmaltosid, 10 mM TrisCl pH 7.7)
mit unterschiedlichen Tri-Natrium-Citrat Konzentrationen (100 mM, 20 mM. 15 mM,
10mM) aufgetragen und 22 h bei 175.000 g (36.000 rpm, Rotor TST 60.4 Fa.
Kontron, Ultrazentrifuge Discovery 90, Fa. Sorvall) zentrifugiert. Die Gradienten
wurden mit einer Flul3geschwindigkeit von 0,5 ml pro min eluiert und in 0,25 ml
Portionen fraktioniert gesammelt. In einer DurchfluBkivette wurden mit Hilfe eines
Diodenarray-Spektrometers mit Lichtleiteroptik (Fa. J&M Analysetechnik, Aalen)
kontinuierlich Spektren von 250 bis 600 nm mit einer Integrationszeit von 70 ms und
einem Scan-Intervall von 2 s aufgenommen. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte anhand der Extinktion bei 280 nm. Als apparenter
1

molarer Extinktionskoeffizient wurde fir den Membranarm &€ = 0,5 mM?t cm
verwendet (Friedrich, 1998).

3.2.2 Messung der dynamischen Lichtstreuung

Fur die Messung der dynamischen Lichtstreuung wurde eine L6sung des
Membranarmproteins mit einer Konzentration von 5mg/ml (0,6 M NacCl, 0,1 % a-D-
Decylmaltosid, 10 mM TrisCl pH 7.8) in einem Cellulose-Dialyseschlauch (Fa.
SpectraPor, MWCO 12.000 kDa, d = 1cm) schrittweise gegen sinkende NacCl-
Konzentrationen (300 mM, 150 mM, 110 mM, 90 mM, 50 mM) dialysiert. Das Dialysat
equilibierte jeweils 12 h unter Rihren bei 4 T bevor eine Messprobe entnommen
und die nachste Dialysel6sung zugegeben wurde.

In der Praxis treten streng monodisperse Systeme mit einem Polydispersitatsindex Pl
von O nicht auf (s. hierzu Kap. 2.5.4). Normalerweise nimmt der Pl einen Wert
zwischen 0 und 1 an. Je nadher der Pl an 1 ist, desto schwieriger wird es die
Autokorrelationsfunktion aufgrund zu starker Polydispersitat auszuwerten. In
unserem Fall half es die Probe kurz vor der Messung langer und bei hoheren
Drehzahlen zu zentrifugieren (30 min 15.000 rpm, Zentrifuge Eppendorf 5417 R),
4C). Oberhalb eines PI von 0,7 diskrimierte die von uns eingesetzte Software die
MelRdaten und brach die Messung automatisch ab. Auch zu hohe
Streuungsintensitaten aufgrund zu hoher Laserintensitat bzw. zu grof3e oder zu viele

Partikel in der Losung fuhrten zu einem Abbruch der Messung.
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Bei der von uns eingesetzten Melapparatur handelte es sich um das Modell
DynaPro™. Die Frequenz des Lasers betrug 5010 Hertz (A = 5mm). Die Probe
befand sich in einer 45 ul Kivette in einem temperierbaren Block, um den der
Photomultiplier im Winkel © drehbar war. Die Messung erfolgte mit einer Laserstérke
von 100 %, einer Akkumulationsdauer von 20 s und einer Aufnahme von mind. 20
Akkumulationsspektren pro Datensatz. Die Signale wurden vom Korrelator weiter an
den Computer geleitet, wo die MeRdaten mit Hilfe der Software Dynamics™ (Version

6.3.14) ausgewertet werden konnten.

3.2.3 Einflu3 von Lésungsparametern auf die Prazipi  tation des Membranarms
Eine Praparation des Membranarmproteins wurde nach der Spaltung mit KSCN auf
2,5 ml konzentriert (s. oben) und hiernach in 5 Portionen a 0,5 ml geteilt. Eine 33 ml
Sephacryl S-300 Saule wurde mit 5 Puffern (alle 0,1 % a-D-Decylmaltosid, 10 mM
TrisCl pH 7.8) mit jeweils 200 mM unterschiedlicher lonenarten (Tri-Natrium-Citrat,
Kalium-Natrium-Tartrat, NaCl, Ammoniumchlorid, Ammoniumsulfat) equilibriert und
mit jeweils einer 0,5 ml Portion Membranarmlésung beschickt. Nach
Aufkonzentration der vereinten membranarmhaltigen Fraktionen dieser Saulenlaufe
(50 ml Amicon Druckfiltrationskammer, Membran X 300 d= 4,6 cm) lag das Protein
mit einer Konzentration von 50 mg/ml in den 5 Puffern mit je 200 mM der
verschiedenen Salze vor. Die lonenstarke der 5 Ansatze wurde schrittweise durch
Dialyse (Cellulose-Schlauch Fa. SpectraPor, MWCO 12.000, d= 1cm) gesenkt und
Proben zu verschiedenen Salzkonzentrationen entnommen. Die Proben wurden 15
min bei 4 € mit 15.000 rpm (Eppendorf Zentrifuge 5417 R) zentrifugiert und die
Proteinkonzentration im Uberstand durch UV/VIS-Spektroskopie bei 280 nm unter
Annahme eines apparenten molaren Extinktionskoeffizient fur den Membranarm von
£=0,5mM™ cm™ bestimmt.

Bei der Bestimmung der pH-Abhangigkeit der Enzymstabilitdit wurde &hnlich
verfahren. In den Saulenpuffern und bei der spateren Dialyse wurde von 50 mM Tri-
Natrium-Citrat (0,1 % a-D-Decylmaltosid, 10 mM TrisCl) und einer
Proteinkonzentration von 50 mg/ml ausgegangen und der pH-Wert von 7,5 bis 8,0 in
0,1er Schritten variiert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Uberstand
verlief analog zu oben.

Die Temperaturabhangigkeit wurde ebenfalls wie oben bestimmt. Die Tri-Natrium-

Citrat Konzentration wurde auf 50 mM und der pH-Wert auf 7,8 eingestellt, der
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Saulenlauf sowie die anschlielende Dialyse wurden jedoch bei unterschiedlichen
Temperaturen (4°C, 8°C, 12°C, 16°C bzw. 20°C) im temperierbaren Mini-Coldlab
(LKB Bromma 2023) durchgefiihrt.

Der Einfluld der Proteinkonzentration auf das Aggregationsverhalten des
Membranarms wurde mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung bestimmt. Eine 1
mg/ml und eine 5 mg/ml Losung des Membranarmproteins (0,2 M NacCl, 0,1 % a-D-
Decylmaltosid, 10 mM TrisCl pH 7,8) wurden wie oben beschrieben an einem Dyna
Pro™ gemessen und die Daten mit Hilfe der Software DYNAMICS™ ausgewertet.
Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung wurde auch der Einflu3 unterschiedlicher
Detergenzien auf das Aggregationsverhalten des Membranarmproteins getestet.
Eine Praparation des Membranarmproteins wurde nach der KSCN-Spaltung in 4
Portionen a 0,5 ml geteilt und mit Hilfe einer 33 ml Sephacryl S-300 Saule in das
entsprechende Detergenz Uberfuhrt. Die Saulenpuffern beinhalteten alle 0,5 M NacCl,
und 10 mM TrisCl pH 7,8 zuzlglich 1 mM a-D-Dodecylmaltosid bzw. 3 mM a-D-
Decylmaltosid, 12 mM a-D-Nonylmaltosid oder 50 mM [-D-Octylglucopyranosid
(Konzentrationen in mM entsprechend 1,5-facher cmc). Die Messung und

Auswertung der dynamischen Lichstreuung erfolgte analog zu oben.

3.3 Kiristallisation

Im Batch-Verfahren wurde eine Ldsung des Membranarmproteins (0,1% a-D-
Decylmaltosid, 100 mM Tri-Natrium-Citrat, TrisCl pH 7,8) mit einer
Proteinkonzentration von 20 mg/ml tber Nacht gegen 50 mM Tri-Natrium-Citrat (0,1
% a-D-Decylmaltosid, TrisCl pH 7,8) bei 4 T dialysiert (Cellulose-Schlauch Fa.
SpectraPor, MWCO 12.000, d= 1 cm) und hiernach als 5 pl Tropfen auf eine
Kristallisationsbriicke (Polypropylene Micro-Bridges, Fa. Crystal microsystems)
Ubertragen. Die Kiristallisationsbriicke wurde in eine 24 Well-Platte (Fa. Sarstedt)
Uberfihrt und 1 ml H,O als Reservoirlésung unter der Briicke appliziert. Der Well
wurde mit einem 18 mm Deckglaschen (Fa. Menzel-Glaser) luftdicht verschlossen.

Ansatze mit einem zusatzlichen Prazipitationsdruck wurden durch Applikation eines
zweiten Tropfens mit einer Tri-Natrium-Citrat Konzentration < 50 mM in direktem

Kontakt mit dem Proteintropfen auf einer Deckglaschen Oberflache (Fa- Menzel-
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Glaser) hergestellt. Das Glas mit den zwei Tropfen wurde auf einer
Kristallisationsbricke tber H,O abgelegt und ebenfalls luftdicht verschlossen.

In Seeding Anséatzen wurden kleine Kristalle nach erster Wachstumsphase mit Hilfe
eines Kristallisationsbestecks ( Fa. Hampton Research) aus den Mutterlauge-Tropfen
isoliert, in reiner Pufferlésung (0,1 % a-D-Decylmaltosid, 50 mM Tri-Natrium-Citrat,
TrisCl pH 7,8) gewaschen und in neue Tropfen aus frischer Proteinlésung (kurz nach
Dialyse) Uibersetzt.

Das Wachstum der Kristalle wurde mit Hilfe eines hochauflosenden Binokular-
Lichtmikroskops (SZX-ILLD200, Olympus) beobachtet und mit einer Digitalkamera
(C-3030, Olympus) dokumentiert.

Die Analyse der Kristallzusammensetzung erfolgte mit Hilfe eines Tris-Glycin Mini-
Gel Systems (Fa. Invitrogen). Es wurden 10 Kristalle mit Kantenlangen von etwa 10
pm x 50 pm aus dem Kristallisationsansatz isoliert und 3mal mit Puffer (s.o.)
gewaschen. Die sauberen Kristalle wurden vereinigt und mit 4 x Probenpuffer (2 %
SDS, 0,5 M Saccharose, 0,1 % Bromphenolblau, 0,1 M Tris/Acetat pH 8,8, 2,5 mM
EDTA und 3,5 mM Dithioerythriol) versetzt. Ein 16 %iges Tris-Glycine Mini-Gel (1.0
mm x 10 Well, Fa. Invitrogen) wurde mit der Kristallprobe und 15 pl Mutterlauge des
Kristallisationsansatzes als Referenz beschickt und die Proteinbanden des Geles
nach 2 h Laufzeit bei 180 V mit einem Silver Staining Kit (Fa. Invitrogen) gefarbt.

Die Aufnahme der ROntgenbeugungsspektren zur Diskrimierung von Salz- und
Detergenzkristallen, Ergebnisse wurden hier nicht gezeigt, erfolgte standardmalig an
einem Rontgengenerator (Bruker FR 591) im Forschungszentrum Jilich. Das in

Abb. 54 gezeigt Diffraktionsmuster des Proteinkristalls wurde in Grenoble am ESRF
(European Synchrotron Radiation Facility) an der Beamline 1D14-1 mit dem Detektor
MarCCD aufgenommen und mit Hilfe der Software MOSFLM analysiert.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Préaparation des Membranarms von Komplex | aus Neurospora

crassa

Ob Kiristallisationsversuche tberhaupt innerhalb eines zeitlich akzeptablen Rahmens
durchfihrbar sind, hangt in erster Linie von der steten Verfigbarkeit ausreichend
sauberen Proteinmaterials ab. Ein wodchentlicher Durchsatz von etwa 10 mg ist
erstrebenswert, wobei der Reinheitsgrad der Praparation nach neueren
Erkenntnissen nicht mehr zwingend im Vordergrund erfolgreicher
Kristallisationsexperimente steht. Vielmehr gilt der Wahl des verwendeten
Organismus gesonderte Aufmerksamkeit um gegebenenfalls Vorteile aus
arttypischen Besonderheiten in Bezug auf das zu isolierende Protein zu ziehen. N.
crassa bot in unserem Fall die Mdglichkeit Komplex | chemisch in zwei Teile zu
zerlegen und diese unabhangig voneinander zu praparieren. Da die Struktur des
peripheren Teils des Enzyms mittlerweile aufgeklart wurde, war die Struktur-
Funktions-Beziehung des energiekoppelnden membranstandigen Teils flir uns von
Interesse. Die Praparation basierte auf einer Solubilisierung des membranstandigen
Komplex | durch n-Octyl-B-D-glucopyranosid und anschlieBender Isolation mit Hilfe
einer Zuckergradienten-Zentrifugation. Es folgte die Spaltung von Komplex | durch
das chaotrope Salz Kaliumrhodanid und erneute Zuckergradienten-Zentrifugation,
wonach der membranstandige Tell des Enzyms durch
GroRRenausschlu3chromatographie in einen geeigneten  Kiristallisationspuffer
Uberfihrt werden konnte. Der zunehmende Reinheitsgrad der Proteinpraparation
wurde anhand einer SDS-PAGE uberpruft.

4.1.1 Solubilisierung der Mitochondrienmembran und Darstellung von
Komplex |

Das Detergenz n-Octyl--D-glucopyranosid besitzt eine sehr hohe kritische mizellare
Konzentration (cmc) von 20-25 mM. Es liegt damit in hoher Konzentration in
monomerer Form in Losung vor und ist somit aggressiv. Dies fihrt dazu, daf3
wahrend der Solubilisierung insbesondere die gro3en Enzymkomplexe der inneren
Mitochondrienmembran zerlegt und teilweise denaturiert werden. Komplex | bleibt
auch in Anwesenheit von n-Octyl-B-D-glucopyranosid stabil und Ubersteht trotz

seiner GrolRe diesen Solubilisierungsvorgang. Ein Teil der denaturierten Proteine
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bilden ein aggregates Netzwerk und fallen aus, die restlichen kleinen Untereinheiten
der zerstbrten Proteine verbleiben in Losung. Komplex | besitzt aufgrund seiner
hohen molekularen Masse einen grof3en Sedimentationskoeffizienten. Dies wurde
zur Trennung durch Zentrifugation ausgenutzt. In Anwesenheit eines Sucrose-
Gradienten wird hierbei eine Konvektion der zu zentrifugierenden Losung verhindert.
Die denaturierten Aggregate der Fremdproteine sedimentieren, wohingegen die
kleinen zerstorten Untereinheiten aufgrund ihres geringen
Sedimentationskoeffizienten langsamer einwanderten. Komplex | sedimentierte unter
den gewahlten Bedingungen ungefahr bis zur Halfte des Gradienten (Abb. 35). Um
eine ldentifizierung der Komplex I-haltigen Fraktionen zu ermdglichen, wurde ein
NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitatstest durchgefiihrt. Komplex | kann durch seine
prosthetische FMN-Gruppe Elektronen von NADH auf den kinstlichen Endakzaptor
Ks(Fe™(CN)¢) tibertragen. Der Farbumschlag des Blutlaugensalzes wurde anhand

seiner Extinktion bei 410nm verfolgt.
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Abb. 35: Sedimentationsprofil einer 36 ml Zuckergradienten-Zentrifugation von Octylglucosid-
solubilisierten Mitochondrienmembranen. 0 ml entspricht dem unteren Ende des Gradienten
(Sediment), 36 ml der Auftragsflache. Die NADH/Ferricyanid Aktivitat (+ O +) wurde zur Identifizierung
der Komplex I-haltigen Fraktionen herangezogen. Die Proteinverteilung im Gradienten wurde anhand
der Extinktion bei 280 nm bestimmt.
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Die Fraktionen mit der hochsten NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitdt wurden
vereinigt und durch Ultrafiltration konzentriert. Unter mehrmaligem Waschen mit
Pufferlosung ohne Saccharose wurde die Zuckerkonzentration des Ultrafiltrats
reduziert, um eine erneute Trennung durch Zuckergradienten-Zentrifugation im

nachsten Schritt zu erméglichen.

4.1.2 Spaltung von Komplex | und Isolation des memb  ranstandigen Teils

Das weitgehend zuckerfreie Proteinkonzentrat wurde mit 0,6 M des chaotropen
Salzes KSCN versetzt. Chaotrope Salze bestehen aus lonen mit kleiner Ladung und
grolem Radius und gehorchen damit einer entgegengerichteten Hofmeister-Reihe
(Aussalz-Serie) (Abb. 36):

S0% > CH;COO™ > CI- > Br > NO3 > ClIO4 > I- > SCN-

NH; > K* > Na* > Cs* > Li* > Mg®** > Ca’" > Ba®

Abb. 36: Lyotrophe lonen mit hoher Ladung und kleinem Radius wie SO,* oder NH,* sorgen fiir eine
Erniedrigung der Entropie des umgebenden Systems und besitzen einen aussalzenden Effekt.
Chaotrope lonen mit groRem Radius und kleiner Ladung erhéhen dagegen die Entropie und kénnen
damit zu einer Aufhebung des hydrophoben Effekts in Proteinen fiihren.

Chaotrope Salze setzen die Ordnung des Wassers in einer Losung herab. Dadurch
wird der hydrophobe Effekt proteinogener Wechselwirkungen, der maximale
Freiheitsgrade fir das Wassers garantiert, geschwacht. Diese Schwachung
verursacht in unserem Fall ein Auseinanderfallen der beiden Proteinarme von
Komplex |. Bei der hier gewéhlten Salzkonzentration wird der periphere Arm des
Enzyms in seine Untereinheiten zerlegt, der Membranarm bleibt mit einem
Molekulargewicht von etwa 550 kDa als Ganzes erhalten. Daher kann erneut
aufgrund des grof3en Sedimentationskoeffizienten nun des membranstandigen Teils
von Komplex | im Gegensatz zu den kleinen zerlegten Untereinheiten des peripheren
Arms eine Trennung durch Zuckergradienten-Zentrifugation erfolgen. Der
Membranarm sedimentiert unter den gegebenen Bedingungen etwa bis zur Halfte
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des Gradienten, wahrend die Bruchsticke des peripheren Arms aufgrund ihrer

geringen Masse nur eine kurze Strecke in den Gradienten einwandern (Abb. 37).

0.05 =4
0.04 =
0.03 =

0.02

Extinktion bei 280 nm und d= 0,05 cm

0.01 =

0.0=-

I ] 1 1 1 ] 1 1
4 8 12 16 20 24 28 32

Volumen [mi]

Abb. 37: Sedimentationsprofil der Zuckergradienten-Zentrifugation von KSCN behandeltem Komplex
I. 4 ml entspricht dem unteren Ende des Gradienten, 36 ml der Auftragsflache. Der Membranarm
sedimentiert bis zu einem Gradientenvolumen zwischen 10 ml und 18 ml. Die Proteinverteilung wurde
anhand der Extinktion bei 280 nm in einer DurchfluB3kivette bestimmt.

Da sich die fur den NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitatstest benotigte FMN-Gruppe
im peripherenArm von Komplex | befindet, ist nach der Spaltung eine Identifizierung
der Membranarm-haltigen Fraktionen mit Hilfe eines Aktivitatstestes nicht mehr
maoglich. Aufschlul3 gab hier eine Analyse des Untereinheitenmusters nach SDS-
PAGE Auftrennung (Abb. 39).

Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und durch Ultrafiltration eingeengt.
Die folgende GroRenausschluf3chromatographie diente zum Einen dem Puffer-, Salz-
und Detergenzwechsel im Hinblick auf die anschlieBende Kiristallisation, zum

Anderen gab sie Aufschlul3 Gber Stabilitdt und Einheitlichkeit der Proteinpraparation.

4.1.3 GroRRenausschluf3chromatographie der Membranarm  fraktionen

Anhand der Symmetrie eines Proteingipfels nach Gréflienausschlufichromatographie
kénnen bei guter Saulenaufldésung Aussagen lber das Aggregations- oder zumindest
Oligomerisierungsverhalten eines praparierten Proteins getroffen werden. Je nach
Stabilitat des Proteins unter den gewahlten Pufferbedingungen treten Flanken oder
sogar diskrete Nachbargipfel hin zu héherem Molekulargewicht, also kleinerem

Saulenvolumen, neben dem Originalgipfel mit gleicher Untereinheiten-
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Zusammensetzung nach SDS-PAGE Analyse auf. Aufgrund der héheren Streuung
im UV-Bereich weisen diese Aggregationsphanomene auch keine diskrete
Absorptionsbande bei 280nm, sondern vielmehr eine starke Bandenverbreiterung hin
zu kleineren Wellenlangen auf. Wie sich im spateren Verlauf des Ergebnisteils zeigen
wird, hat die Stabilitit der Proteinpraparation grof3e Auswirkungen auf den
Kristallisationserfolg. Exemplarisch ist in Abb. 38 ein Elutionsprofil einer
GroRRenausschluRchromatographie  unter  stabilen  Pr&parationsbedingungen

dargestellt.

0.07 =
0.06 ==

0.05==

0,05cm

0.04=

0.03=

0.02=

Extinktion bei 280 nm und d

0.0 =

0.0=4"

1 1 | 1 I 1 1 1
20 30 40 50 60 70 80 80

Valumen [ml]

Abb. 38: Elutionsprofil einer GréRenausschlulichromatographie des Membranarms. Das
Gesamtsaulenvolumen betrug 120 ml. Die Proteinverteilung wurde durch Bestimmung der Extinktion
bei 280 nm in einer DurchfluBkivette bestimmt. Eine leichte Flanke hin zu gréRerem
Molekulargewicht, kleinerem Saulenvolumen, laRt auf Aggregationsphdnomene schlie3en.

4.1.4 Bilanz der Praparation

Tabelle 4 gibt einen Uberblick uber die Ausbeute und Reinheit nach den
verschiedenen Reinigungsschritten der Membranarmpraparation. Ausgegangen
wurde von 800 g N. crassa Hyphen bzw. 15 g Mitochondrienmembranen
(Feuchtmasse). Nach der Spaltung von Komplex | durch Zugabe von Kaliumrhodanid

konnte keine Aktivitdtsbestimmung mit Hilfe des NADH/Ferricyanid-Reduktase Tests
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mehr durchgefiihrt werden. Die Ausbeute wurde in den folgenden Schritten auf die
Proteinmenge bezogen, da in den entsprechenden Fraktionen nach SDS-PAGE
Analyse (Abb. 39) keine auffalligen Fremdproteinbanden mehr zu identifizieren waren
und daher von einem nahezu reinen Komplex I-Gehalt der Proteinfraktionen an
diesem Punkt der Praparation ausgegangen werden konnte.

Mit dieser Art der Praparation war eine wochentliche Verfugbarkeit von
durchschnittich 10 mg Membranarmprotein zu Kristallisationszwecken garantiert.
Eine Ausbeute von 18% ist in Anbetracht eines vierstufigen Reinigungsprozesses
eine vergleichsweise hoher Wert. Bei einem durchschnittlichen Verlust von etwa 50%
pro Praparationsschritt ware auch eine Ausbeute von 12,5 % noch akzeptabel

gewesen.

Tab. 4: Quantitative Ubersicht iiber den Praparationsverlauf

Préparationsschritt Volumen Protein Aktivitat

Gesamt  Volumen spezifisch Ausbeute

[ml] [mg] (U] (U/mi] [U/mg] (%]
Octylglucosid Extrakt 36 n.d 7200 200 n.d 100
1. Zuckergradienten-Zentrifugation 50 80 5000 100 125 69
2. Zuckergradienten-Zentrifugation
) ) 20 20 n.d n.d n.d 35
in Anwesenheit von KSCN
GrolRenausschluRchromatographie 10 10 n.d n.d n.d 18

Der Reinheitszugewinn durch die einzelnen Préparationsschritte wurde mittels SDS-
PAGE berpruft (Abb. 39). Auf dem Gel sind nach der GrolRenausschlul3-
chromatographie keine Banden von Fremdproteinen mehr erkennbar. Der
Reinheitsgrad der letztlich zur Kristallisation eingesetzten Proteinprobe auf > 95%
geschatzt. Dies ist in erster Linie hilfreich, um von vorne herein eine Kristallisation
von Fremdproteinen als Konkurrenzphanomen zu unterbinden. Je sauberer die
Proteinpraparation, desto sicherer setzt sich ein spaterer Kristall auch aus dem

gewinschten und nicht aus einem fremden Protein zusammen. Eine Diskriminierung
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Jfalscher* Proteinkristalle ist an dieser Stelle schwierig. Erst die Strukturanalyse nach
Rontgenbeugung ist in der Lage die ldentitat des Kristalls hinreichend zu klaren.
Daher ist man an frihen Selektionskriterien wie dem Reinheitsgrad der Praparation

interessiert.
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Abb. 39: SDS-PAGE der Komplex I-Fraktionen nach der 1. Zuckergradienten-Zentrifugation, der
Membranarmfraktionen nach der 2. Zuckergradienten-Zentrifugation in Anwesenheit von KSCN und
nach der GroRenausschluBchromatographie. Am oberen Rand sind die Fraktionen anhand ihres
jeweiligen Sedimentations- bzw. Elutionsvolumens gekennzeichnet. Am linken Rand befindet sich eine
logarithmische Skala des apparenten Molekulargewichts in kDa, am rechten Rand sind die
mitochondrial kodierten Untereinheiten ND1 bis ND6 und ND 4L markiert.

Nach der ersten Zuckergradientenzentrifugation ist das Untereinheitenmuster des
gesamten Komplex | erkennbar. In N. crassa besitzt Komplex | bis zu 45
Untereinheiten, wobei viele von ihnen recht &hnliche Molekulargewichte aufweisen
und daher nicht als diskrete Banden einzeln identifizierbar sind. Nach der Spaltung
durch KSCN wahrend der zweiten Zuckergradiente-Zentrifugation lasst sich die
Untereinheitenzusammensetzung des Membranarms erkennen. Eine eindeutige
Zuordung der mitochondrial kodierten membranstandigen Untereinheiten (ND1-6 und
ND4L) kann hier vorgenommen werden. Verunreinigte Fraktionen wie zu Beginn der
GroRRenausschluRchromatographie erkennbar wurden bei der Weiterverarbeitung

nicht bericksichtigt.
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Mit dem vorgestellten Praparationsverfahren konnten wochentlich etwa 10 mg > 95%
sauberes Membranarmprotein aus 40 Litern Neurospora crassa Kultur bzw. 800 g
Pilzhyphen hergestellt werden. Bezogen auf den Komplex I-Gehalt im ersten
Praparationsschritt ergibt sich eine Membranarmausbeute am Ende der Préaparation
von etwa 18%. Dies stellt einen vergleichsweise hohen Wert fur die Aufreinigung
eines Membranproteins dar.

Ausschlaggebend fur eine erfolgreiche Kristallisation ist nicht zuletzt der
Homogenitats- und Monodispersitatsgrad der in die Kristallisation eingesetzten
Proteinlésung. Aus dem Elutionsprofil der GroRenausschlu3chromatographie der
vereinten Membranarmfraktionen lassen sich erste Rickschlusse auf die
Einheitlichkeit des Proteinpraparates ziehen. Ein hoher Aggregatanteil in der
Proteinlésung wiuirde als vordere Schulter des Proteingipfels bei kleinerem
Elutionsvolumen entsprechend seinem gréfierem Molekulargewicht erscheinen und
damit Hinweise auf amorphes Prazipitationsverhalten der Praparation liefern. Diese
Tendenz lafdt sich in unserem Fall aber nicht in groBem Umfang erkennen (vgl. Abb.
38).

Der Grundstein far die Entwicklung einer erfolgsversprechenden
Kristallisationsstrategie war in Anbetracht solch einer effizienten und qualitativ

hochwertigen Proteinpraparation gelegt.
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4.2 Prazipitationsstudien des Membranarms von Kompl ex |

4.2.1 Ausgangslage

Die Kristallisation eines Proteins erfordert einen grof3en experimentellen Aufwand.
Das Protein muf3 aus der Losung verdrangt werden, geordnete Kristallkeime bilden
und bis zu einer messbharen GréRe symmetrisch wachsen. Die Uberséttigung einer
Proteinlésung kann durch die Einstellung einer grof3eren Anzahl von Parametern
erreicht werden. Insbesondere wenn eine Kombination von mehreren Parametern mit
jeweils entsprechenden Variationen zum Einsatz kommt, steigt die Zahl der
experimentellen Kombinationsmdglichkeiten ins  Unermessliche (Abb. 40).
Beispielweise kann eine Erh6hung der Salzkonzentration unter gleichzeitiger
Beibehaltung eines bestimmten pH-Wertes und tiefer Temperatur zum
Kristallisationserfolg fuhren. Um dies herauszufinden muf3te im Vorfeld die
Salzkonzentration und den pH-Wert im Kristallisationsansatz konstant gehalten
wahrend die Temperatur variiert wurde. Hiernach wurde ebenso mit den anderen
beiden Parametern  verfahren. Hochgerechnet auf alle  denkbaren
Kombinationsmdglichkeiten in Frage kommender Parameter einer Losung werden

schnell die gigantischen Ausmale eines solchen Projektes klar.

Anzahl
Kombinationen

Anzahl Varianten
innerhalb
der Parameter

Anzahl Parameter

Abb. 40: Die experimentelle Kombinationsvielfalt auf der Suche nach geeigneten
Kristallisationsbedingungen fur ein Protein. Schnell werden zweistellige GréRenordnungen erreicht.

80



Ergebnisse und Diskussion

In unserem Fall kommt die GroRRe (550 kDa) und starke Hydrophobizitat des
Membranarmproteins erschwerend hinzu. Je groRBer das Protein desto starker
nivellieren sich fir die Kristallisation gut geeignete Oberflachenextrema durch
asymmetrische Aminosaureverteilungen. Bei gro3en Proteinen sorgt eine statistische
Verteilung der Aminosauren fur wenig Angriffsflaiche um das Protein physikalisch
oder chemisch aus der Losung zu verdrangen. Bei Membranproteinen wie Komplex |
kommen dartber hinaus noch Probleme mit der Handhabung detergenzhaltiger
Lésungen zum Tragen und erschweren zusatzlich die Arbeit des Kristallographen.
Aufgrund der unerschopflichen Mdglichkeiten ein Protein zu kristallisieren muf3 daher
im Vorfeld solch einen Projektes eine Vorselektion der Kristallisationsbedingungen
getroffen werden. In einem Zeitraum von zwei Jahren unter Einsatz eines
Kristallisationsvolumens von ca. 5 pl und einer wdchentlich zur Verfliigung stehenden
Proteinmenge von etwa 10 mg (150 pl mit 50 mg/ml) kdnnen somit 30
Kombinationsmdglichkeiten pro Woche, also etwa 5000 Kombinationen im Verlauf
einer Dissertation untersucht werden.

Sinnvoll ist es daher zunachst Statistik zu betreiben und aus bereits erfolgreichen
Kristallisationen von grof3en Membranproteinen zu lernen (vgl. Kap. 2.5.2, S. 28 Tab.
1). Die statistisch beste Startbedingung ware demnach eine Einstellung derjenigen
Parameter, die bislang am haufigsten zu Kristallisationserfolgen grof3er
Membranproteine gefiihrt haben und im Bereich dieser Parameter ein breites
Screenig-Verfahren durchzufuhren.

Wir starteten daher unsere Kristallisationsexperimente mit einer stabilen Losung des
Membranarms nach Grél3enausschlulichromatographie in Anwesenheit 1,5-facher
cmc des Detergenz o-D-Dodecylmaltosid, bei einem pH-Wert von 8,0, einer
Salzkonzentration von 300 mM NacCl, einer Proteinkonzentration von 40 mg/ml und
einer Temperatur von 4 <.

Da diese Bedingungen auf der Grundlage reiner Statistik beruhen stellen sie nicht
zwangslaufig die besten Kristallisationsbedingungen fir unser Membranarmprotein
dar. Es wurden daher Fallungsstudien des Membranarms durchgefihrt um die
Einstellung der verschiedenen Parameter zu optimieren. Hierbei wurden Methoden
etabliert, die eine Beobachtung und Quantifizierung der Préazipitationsprozesse in
Losung zumindest qualitativ erlaubten um Aussagen Uber eine mdglichst

erfolgsversprechende Kristallisationsstrategie zu ermdglichen.
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4.2.2 Kristallisationstrategie - Erniedrigung der I  onenstarke

Ziel war es zunachst eine Methode zu etablieren bei der das Protein kontinuierlich
und nicht abrupt aus der LOsung verdrangt wird, um der Kristallbildung kinetisch
einen Vorteil vor der amorphen Prazipitation des Proteins zu verschaffen. Nach der
Debey-Hiickel Theorie kann die Ldslichkeit eines polyvalenten Teilchens, also auch
eines Proteins, beschreiben werden durch:

Az, [z "

logS -logS, = raB DU%

S Loslichkeit des Proteins bei der lonenstérke ; S, Loslichkeit des Proteins in Wasser
A und B sind Konstanten abhangig von der Temperatur und der Dielektrizitatskonstanten
z.und z. sind die Wertigkeiten der lonen;  ist die lonenstérke, u= % Y¢; [z

a =2 [T, r ist der Radius des lons

Die Lo6slichkeit eines Proteins ist bei mittlerer lonenstéarke am hdchsten (Abb. 41). Bei
hoher lonenstarke tritt das Salz mit dem Protein in Konkurrenz um das zur
Solvatisierung benotigte Wasser. Dartber hinaus werden die Oberflachenladungen
des Proteins von Gegenionen abgedeckt, so dal3 die elektrostatischen
Wechselwirkungen mit dem Wasser verloren gehen. Das Protein wird ,ausgesalzen®.
Bei niedriger lonenstéarke hingegen fehlen die Gegenionen auf der Proteinoberflache.
Dies fuhrt zu einer vermehrten Wechselwirkung mit anderen Proteinen, was letztlich
im gunstigen Fall zur Kristallisation, im ungunstigen Fall zur amorphen Prazipitation

des Proteins fuhren kann.

salt-dependence of the solubility of proteins

&
|
o
o | electrostatic SI
e a4
? | Salting-in (7
g g
0] 0
experimental : .
Solubilitycurve ionic strength
hydrophobic
effect
Salting-out
. >
ionic strength

Abb. 41: Aussalz- und Einsalzeffekt eines Proteins in Abhangigkeit der lonenstérke. S: Laslichkeit des
Proteins bei der lonenstérke I;; Sy: Loslichkeit des Proteins in Wasser. Das Verhéltnis S/ S, ist umso
gréRer je l6slicher das Protein ist (aus Petra Fromme ,Crystallization of Photosystem | for structural
analysis" Habilitationsschrift 1998, Technische Universitat Berlin).
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Der Membranarm von Komplex | beginnt bei einer Erniedrigung der lonenstérke zu
prazipitieren. Gezeigt wurde dies durch sein Sedimentationsverhalten wéhrend einer
Zuckergradienten-Zentrifugation und durch seine dynamische Lichtstreuung in
Abhangigkeit sinkender Salzkonzentrationen.

In Anwesenheit von 100 mM Tri-Natrium-Citrat bei 0,1 % Decylmaltosid, 10 mM
TrisCl, pH 7,7 liegt der Membranarm stabil in Losung vor. Unter diesen Bedingungen
sedimentiert das Protein weitgehend monodispers (Abb. 42:). Mit sinkender
lonenstarke nimmt der Proteingipfel in diesem Sedimentationsbereich deutlich ab
und eine Massenzunahme des prazipitierten Sediments am Boden des Gradienten
wird beobachtet. Die Erniedrigung der lonenstarke fihrt somit zu einer vermehrten
Protein-Protein Interaktion und damit zu einer Verdrdngung des Proteins aus der
Losung. Aufgrund des hohen Molekulargewichtes des Membranarmproteins besitzt
das Aggregat einen sehr grof3en Sedimentationskoeffizienten und sedimentiert bis

zum Boden des Gradienten.
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Abb. 42: Zunehmende Aggregationstendenz des Membranarmproteins in Abhangigkeit sinkender
lonenstarken. Das monomere Protein sedimentiert unter den gegebenen Bedingungen (100 mM
TriNaCitrat, 0,1 % Decylmaltosid, 10 mM TrisCl, pH 7,7) ¥ des Weges durch den Gradienten. Dieser
monomere Proteingipfel nimmt mit sinkender lonenstarke ab. Das entstehende Aggregat sedimentiert
aufgrund seines hohen Sedimentationskoeffizienten bis zum Boden des Gradienten.
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Dartber hinaus wurde das Aggregationsverhalten des Membranarmproteins in
Abhangigkeit sinkender Salzkonzentrationen auch mit Hilfe der dynamischen
Lichtstreuung dokumentiert. Die Streuung von Licht an einem Partikel ist in erster
Linie abhangig von seiner Grol3e und von seiner Beweglichkeit in der Losung, also
seinem Diffusionskoeffizienten. Ein monomeres Protein besitzt einen kleineren
Molekulradius als sein Aggregat und sein Diffusionskoeffizient ist um einiges grol3er
als der des Multimers. Bei ausreichend guter Auflésung durch Einsatz kurzer
Anregungswellenlangen sollte die vorherrschende Teilchenpopulation in der Lésung
daher aufgrund ihrer Streueigenschaften gut identifizierbar sein.

Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung wurde eine sukzessive Zunahme des
Teilchenradius von 14,5 nm bei hoher lonenstarke (600 mM NacCl) auf 60,8 nm bei
niedriger lonenstéarke (50 mM NaCl) beobachtet (Abb. 43).

| 600 mM NaCl I 300 mM NaCl

Item R | %Pd MW-R ‘ %int | %Mass Item R %Pd MWR | %int | %Mass
(nm) | | (kDa) | | (m) | (oa) } |
»Peak1 | 145 | 545 | 1758 | 1000 | 1000 pReITaI0T [He1T 261610 [[/100007/ 3000
Peak2 | 1715 | 359 ‘ 568540 | —
| 150 mM NaCl " ‘ 110 mM NaCl
ltem R %Pd MW-R %Int | %Mass Item R %Pd MW-R [ %Int | %Mass
(nm) | (kDa) e L (m) | | (kDa) e ur s
Peak 1 45 0.0 114 Peak1 | 63 00 | 247 = i —
» Peak 2 200 | 489 | 8858 1000 | 100.0 »Peak2 | 350 | 477 13789 1000 | 100.0

l 90 mM NaCl ] _‘ 50 mM NaCl

Item R %Pd MW-R %Int %Mass Item R %Pd | MW-R %Int Y%Mass
(nm) | | (kDa) | | (nm) | (kDa)
Peak 1 75 00 37 »Peak1 | 608 | 491 | 50229 1000 | 100.0
» Peak 2 56.5 433 42384 1000 | 100.0 :
Peak3 | 43824 | 00 | 1117040000 | — —

Abb. 43: Dynamische Lichtstreuung des Membranarms in Abhangigkeit von der NaCl Konzentration:
Die  Salzkonzentration  einer  Membranarmproteinlésung  wurde  bei  gleichbleibender
Proteinkonzentration schrittweise von 600 mM auf 50 mM NaCl durch Dialyse gesenkt und bei
verschiedenen lonenstérken Proben fur die Streuanalyse entnommen. Es konnte eine Zunahme des
durchschnittlichen Radius der Teilchenpopulation in der Dialyselésung beobachtet werden.
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Das Monomer des Membranarmproteins besitzt wie wir aus
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wissen (Hofhaus, 1991) eine Lange von
etwa 18 nm und eine Breite von etwa 8 nm. Die dynamische Lichtstreuung nivelliert
diese Werte auf etwa 14,5 nm. Das grofdite zu messende Aggregat des
Membranarmproteins besitzt einen Radius von etwa 60 nm. Es handelt sich hierbei
also um eine Zusammenlagerung weniger Monomere. GroR3ere Oligomere
sedimentieren wahrend einer der Messung vorgeschalteten Zentrifugation. Ohne
diese Zentrifugation ware die Streuintensitat der Probe so hoch, dass der Detektor
die Messung automatisch abbrechen wirde.

Erstaunlich ist, dass nicht zwei Populationen, also Monomer und Aggregat getrennt
voneinander detektiert wurden, sondern vielmehr eine Population mit starker
Polydispersitat auftritt, deren mittlerer Radius im Verlauf der Messreihe zunimmt.
Offensichtlich bilden sich als Reaktion auf den steigenden Prazipitationsdruck
Oligomerstrukturen in einem kooperativen Modus. Zunéchst werden Di- und Trimere
und spater hieraus grof3ere Strukturen gebildet. Dieser Vorgang &hnelt einer
amorphen Prazipitation. Fur eine erfolgreiche Kristallisation missen bis zum Ende
des Kristallwachsums jedoch noch monomere Proteinmolekile in der Ldsung
vorhanden sein um in der jeweils symmetrisch erforderlichen Orientierung in den
Kristall eingebaut werden zu kénnen.

Ziel muf3te es daher jetzt sein, Parameter zu finden, die entgegen dem
Prazipitationsdruck durch Erniedrigung der lonenstarke einen eher stabilisierenden
Einflu@ auf das monomere Protein in der Kristallisationslésung ausiben, also die
Léslichkeit des Proteins nicht noch zusatzlich reduzieren. Hierzu wurde der Einflul3
verschiedener lonenarten, der pH-Wert, die Temperatur, die Proteinkonzentration
und die Art des Detergenz auf die Loslichkeit des Membranarmproteins hin

untersucht.
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4.2.3 Losungsparameter und Prazipitation des Membra  narms

Die lonenart

Die lonenstarke eines Salzes ist abhangig von seiner Wertigkeit und Konzentration.
Daher beginnt die Prazipitation in trivalenter Citrat-haltiger Losung bei kleinerer
Konzentration als in monovalenter Chlorid-haltiger Losung. Im Gegensatz zu hohen
lonenstarken ist bei niedrigen lonenstarken der Einflu@ der Kationen auf die
Loslichkeit eines Proteins groRer als der der Anionen. Natriumionen sorgen im
Vergleich mit Ammoniumionen fir eine bessere Lo6slichkeit. Ebenso beglinstigen
lyotrophe Anionen wie Chlorid die Loslichkeit eines Proteins wohingegen chaotrope
Anionen wie Sulfat die Loslichkeit herabsetzen (Abb. 44). Den grofl3ten
stabilisierenden Einflud auf das Membranarmprotein besitzt Natrium-Citrat. Die

folgenden Experimente wurden daher in Anwesenheit dieser lonenart durchgefihrt.

50 - \;/ AN A
LA X

—&— Tri-Natrium-Citrat

—&— Kalium-Natrium-Tartrat
NaCl
Ammoniumchlorid

—¥— Ammoniumsulfat

Proteinkonzentration im Uberstand (mg/ml)

0 50 100 150 200

Salzkonzentration (mM)

Abb. 44: Prazipitation des Membranarms in Abhéngigkeit von Art und Konzentration verschiedener
Salze: Proteinkonzentration im Uberstand nach Sedimentation der Aggregate durch Zentrifugation. In
Abhéngigkeit von der lonenart ergeben sich unterschiedliche Prazipitationsverlaufe. Je nach
Eigenschaft der anwesenden lonen wird das Protein schon bei héheren oder erst bei niedrigeren
Salzkonzentrationen aus der Lésung verdrangt.
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Der pH-Wert
Die Loslichkeit von Proteinen ist pH-abhangig. An seinem isoelektrischen Punkt ist

die Loslichkeit eines Proteins am geringsten. Der isoelektrische Punkt eines
Membranproteins ist nicht diskret, da seine Ladungsoberflache in Abhangigkeit
seiner Assoziation mit unterschiedlich grof3en Phospholipidmengen Schwankungen
unterworfen ist. Die Natur eines physiologischen Makromolekils lasst jedoch
aufgrund seiner groRen pH-Wert Sensibilitdtt sowieso nur einen recht engen
experimentellen Spielraum zu. Untersucht wurde daher der Einflu3 variierender pH-
Werte im Bereich zwischen pH 7,5 und 8,0 auf die Ld&slichkeit des
Membranarmproteins in Abhangigkeit sinkender lonenstarke. Es zeigte sich, dass
zwischen pH 7,7 und 7,8 der Membranarm am besten I6slich ist (Abb. 45). pH-Werte
< 7,5 bzw. > 8,0 fuhrten zu einer schnellen Degradation des Proteins und sind somit

nicht zu Kristallisationszwecken geeignet.
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Abb. 45: Abhé&ngigkeit der Loslichkeit des Membranarmproteins von der Citratkonzentration und vom
pH-Wert. Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde nach Zentrifugation bestimmt. Ein pH-Wert
zwischen 7,7 und 7,8 wirkt stabilisierend auf das Membranarmprotein.
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Die Temperatur

In den meisten Fallen steigt die Loslichkeit eines Proteins mit zunehmender
Temperatur zunachst an, sinkt jedoch drastisch bei Beginn der Hitzedenaturierung.
Oftmals ist das kristallisierte Protein etwas hitzestabiler als das losliche. Niedrige
Temperaturen fuhren zu kleiner Nukleationsrate, also weniger Kristallisationskeimen,
was durchaus winschenswert ist. Zu niedrige Temperaturen verlangsamen jedoch
das Kristallwachsum wund es konnen Konkurrenzreaktionen wie bakterielle
Degradation auftreten. Im Falle des Membranarmproteins mufl3 auch die Loslichkeit
des Detergenz beachtet werden. Unterhalb einer bestimmten Temperatur beginnt
dieses zu prazipitieren und eine Mizellierung des Proteins kann nicht mehr
gewébhrleistet werden. Entgegen der Erwartung, dass die Loslichkeit eines Proteins
mit zunehmender Temperatur zunachst ansteigt, sinkt die Loslichkeit des
Membranarmproteins annahernd linear mit steigender Temperatur (Abb. 46).
Offensichtlich handelt es sich um ein stark temperatursensibles Protein, das auf
Temperaturerhbhung mit zunehmender Aggregation reagiert.
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Abb.  46: Temperaturabhdngigkeit der  Loslichkeit des  Membranarmproteins:  Eine
Temperaturerh6hung wirkt destabilisierend auf das Protein. Es beginnt schon bei hodheren
lonenstarken zu prazipitieren.
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Die Proteinkonzentration

Je groler die Proteinkonzentration, desto 6fter kommt es zu Proteinkontakten in der
Losung. Dies kann im positiven Fall zur Kristallisation, im schlechten Fall zur
Aggregation des Proteins filhren je nach Stabilitdt und Einheitlichkeit des
monomeren Proteinteilchens. Ist das Protein beschadigt oder sind Teile des Proteins
degradiert kann dies zu konformationellen Umorientierungen fuhren, die letztlich bei
hoher Proteinkonzentration eine Aggregation begunstigen. Mehr Protein ist daher
nicht zwangslaufig gleichbedeutend mit einem Mehr an Kristallisation. Stabilisiert bei
hoher lonenstarke konnte die Zunahme der Aggregation des Proteins in
Abhangigkeit von seiner Konzentration mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung

messtechnisch verfolgt werden (Abb. 47).

1,0 mg/ml 5 5,0 mg/ml

1000 10000
Rim)

‘‘‘‘‘

Item R | %Pd | MW-R %Int | %Mass|
Item R %Pd MW-R %Int | %Mass (nm) ‘ (kDa)
(m) | | (kDa) ' BERa | ep | o0 | 242 = = |
» Peak 1 13.0 396 | 1356 7515 | 995 »Peak2 | 160 | 246 2221 126 | 840
» Peak 2 68.3 28.0 65892 485 | 05 » Peak 3 601 | 289 | 48834 874 | 16.0
Peak 3 14832.9 | 0.0 19364900000 | — | -— Peak 4 26969 | 0.0 358686000

Abb. 47: Dynamische Lichtstreuung des Membranarmproteins bei zwei verschiedenen
Konzentrationen. Zunahme der Aggregation bei steigender Proteinkonzentration. Die gemessene
Streu-Intensitdt des monomeren Proteins geht von 51,5% auf 12,6% zuriick wahrend die Intensitat
des Aggregates von 48,5% auf 87,4% steigt. Hohere Konzentrationen konnten aufgrund zu starker
Streuung nicht vermessen werden.

Der hohe Streuintensitatsanteil des Aggregates geht auf seinen grofRen Radius
zurlck. Die Streuintensitat eines Teilchens héangt in erster Linie von seinem Radius
ab. Da das Aggregat viel groRer als das monomere Proteinteilchen ist, stammt auch
der gro3te Messintensitatsanteil von diesem. Um den Anteil monomeres Protein in
Lésung zu errechnen, also das Konzentrations-verhaltnis von Monomer zu Aggregat
zu bestimmen, muld die Intensitdt mit Hilfe des ermittelten Radius zurtickgerechnet
werden. Die Software nimmt hierbei jedoch ein globuldres Teilchen an und
vernachlassigt dartuber hinaus den unterschiedlichen Mizellenumfang der Teilchen
wéahrend der Rechnung. Dem angegebenen Massen-prozentsatz der einzelnen
Teilchenpopulationen ist daher nur sehr bedingt Glauben zu schenken. Es ist davon
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auszugehen. dald der Prozentsatz des Monomers in der Losung deutlich héher ist als
angegeben. Die angewandte Auswertungs-Software ist nur gut geeignet, um
gualitative Aussagen uber die Veranderungstendenzen der Teilchen als Reaktion auf
auRRere Einflisse zu treffen. Eine quantitative Aussage Uber die Teilchenverhéltnisse

kann aus diesen Daten nicht gezogen werden.

Das Detergenz

In vielen Fallen wird empfohlen, das Protein in dem gleichen Detergenz zu
kristallisieren, in dem es aufgereinigt wurde. Oftmals geht jedoch eine gute
Stabilisierung des Proteins wahrend der Praparation einher mit unerwinschten
Eigenschaften des Detergenz fur die Kristallisation. a-D-Dodecylmaltosid ist in der
Lage den Membranarm von Komplex | sehr gut zu solubilisieren und wahrend der
Aufreinigung stabil in Losung zu halten. Die Kohlenstoffkette ist jedoch mit zwolf C-
Atomen recht gro3 und wirkt im Kristallverband als Abstandshalter zwischen den
Proteinmolekilen.  Andererseits zeigt eine Analyse des dynamischen
Lichtstreuungsverhaltens kurzkettigerer Detergenzpraparationen des Membranarms
eine deutliche Verschiebung des Monomeranteils zugunsten des Aggregatanteils der
Losung. Bei einer Verkirzung der Kohlenstoffkette von zwdlf auf zehn bzw. neun C-
Atome ist eine deutliche Zunahme des Aggregatanteils zu verzeichnen (Abb. 48).
Diese Tendenz korreliert mit der steigenden cmc der kurzkettigeren Detergenzien.
Sie sind aufgrund ihrer héheren Konzentration an freien Monomeren deutlich
aggressiver, was im Falle des (-D-Octylglucosids zu einer nahezu vollstandigen

Aggregation des Membranarmproteins fiihrte.
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Abb. 48: Zunahme der Aggregationstendenz des Membranarmproteins in Abhéangigkeit von
Detergenzien verschiedener Kettenlange. Mit abnehmender Anzahl der C-Atome der Fettalkoholkette
steigt die cmc der Detergenzien und damit der degradierende EinfluR auf das Protein. DDM:
Dodecylmaltosid, DM: Decylmaltosid, NM: Nonylmaltosid, OG: Octylglucosid.

Aus den oben aufgefuhrten Prazipitationsstudien ergaben sich Abweichungen fur die
Kristallisation des Membranarmproteins zu den aus der Literatur erfolgreicher

Membranproteinkristallisationen abgeleiteten Bedingungen.

Wie auch beim Photosystem | (Fromme, 1998) fiihrt eine Erniedrigung der
lonenstarke im umgebenden Milieu zu einer Verdrdngung des Membranarms von
Komplex | aus der Losung. Im Gegensatz zum Gesamt-Komplex, der selbst noch bei
lonenstarken nahe null 16slich ist, beginnt der Membranarm in Abhangigkeit von der
Wertigkeit des eingestzten lons ab einer bestimmten Konzentrationsunterschreitung
zu préazipitieren.

Problematisch erwies sich die Stabilitdt und Homogenitat der Proteinpraparation tber
einen langeren  Zeitraum hinweg bzw. unter Prazipitationsdruck im
Kristallisationsansatz. Mit Hilfe der dynamischen Lichstreuung konnte ein
zunehmender Verlust an freien Proteinmonomeren in der Loésung schon bei
geringem Prazipitationsdruck nachgewiesen werden. Da sich der Kristall jedoch nur

aus einzelnen Monomeren aufbauen kann, ist ein so friher Riickgang der Monomer-
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Konzentration in der Kristallisationslésung von grofiem Nachteil. Es wurde daher
nach stabilisierenden Bedingungen fir eine Erhaltung der Monomere auch unter
Kristallisationsbedingungen gesucht.

Prapariert wurde das Protein daher bei 4 € um eine gro3tmdgliche Stabilisierung im
Verlauf der Aufreinigung zu gewahrleisten. Da Proteinkontakte bei solch niedrigen
Temperaturen aufgrund geringer Brownscher Molekularbewegung jedoch seltener
auftreten, wurde bei 12 T kristallisiert. Stabilis iert wurde das Protein durch einen pH-
Wert von 7,8 und dem Einsatz von Tri-Natrium-Citrat. Die Proteinkonzentration

betrug 20-30 mg/ml und als Detergenz wurde Decylmaltosid eingesetzt.

4.3 Kiristallisationstechnik

Ziel musste es nun sein, der Kristallisation des Membranarmproteins einen Vorteil
gegenuber der amorphen Prazipitation zu verschaffen. Aus kinetischer Sicht
beglnstigt ein hoher Préaziptationdruck eher eine amorphe Fallung des Proteins
wohingegen ein niedrigerer Druck Uber einen etwas langeren Zeitraum dem
Nukleations- und Wachstumsprozess des Kristalls Chancen verleiht. Problematisch
ist jedoch die Stabilitat des Proteins Uber einen grof3en Zeitraum hinweg. Eine zu
lange Inkubationszeit fuhrt zu bakterieller Degradation des Proteins

Technisch betrachtet konnte der zeitliche Rahmen des Prazipitationsdruckes recht
einfach modifiziert werden. Da das Membranarmprotein durch Erniedrigung der
lonenstarke aus der Losung gedréngt werden sollte war die Dialyse die geeignete
Methode der Wahl. Je nach Grof3e der austauschenden Oberflache und Hohe des
lonenstéarkegefalles Proteinlosung zu Puffersystem konnte der Prazipitationsdruck
erhoht oder erniedrigt werden.

Es wurden daher Dialysemethoden etabliert, die eine unterschiedliche zeitliche
Auflésung des Prazipitationsdruckes ermdéglichten (Abb. 49). Eine hohe
Austauschrate der lonenstarke wurde durch ein starkes Salzkonzentrationsgefalle
(200 mM Tri-Natrium-Citrat in der Proteinldsung dialysiert gegen 10 mM Tri-Natrium-
Citrat) und eine grof3e Dialyseoberflache erzielt. Als Dialysemethode wurde hierbei
zunachst ein langer Dialyseschlauch mit kleinem Durchmesser, also maximaler
Oberflache eingesetzt. Dieser sehr hohe Prazipitationsdruck fuihrte jedoch innerhalb

weniger Stunden zur vollstandigen amorphen Préazipitation des Membranarmproteins.
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Daraufhin wurde ein kurzer dicker Dialyseschlauch eingesetzt, der jedoch auch noch
eine zu hohe Austauschrate aufwies und zu baldiger Fallung des Proteins flihrte.
Eine zeitlich etwas moderatere Form der Dialyse stellte der Dispo-Dialysator dar.
Aufgrund seiner geringeren Kontaktflache mit dem umgebenden Milieu erméglichte
er die Beobachtung erster kleiner kristalliner Strukturen in der dialysierten
Proteinlésung, deren Wachstum jedoch schnell zu einem Stillstand kam. Der
Stoffaustausch und damit die Erniedrigung der lonenstarke erfolgte immer noch zu
schnell.

Mit Hilfe der Mikrodialyse (Abb. 49) konnten dann zunachst Kristalle mit

Kantenlangen zwischen 10 um und 30 pum erhalten werden.
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Abb. 49: Dialysemethoden sortiert nach sinkender Austauschrate. Die Grof3e der zum Stoffaustausch
einsatzfahigen Dialyseoberfliche nimmt von a) nach d) ab. a) Dialyse in langem und kurzem
Schlauch, b) Dispo-Dialysator, c) Mikrodialyse, d) Stab-Dialyse.

Eine noch starkere Reduzierung der Dialyseoberflache mit Einfuhrung der Stab-
Dialyse-Methode fuhrte zu den bereits erwahnten bakteriellen
Degradationsprozessen in der Proteinlosung. Nach zweimonatiger Inkubationszeit
wurden die Kristallisationsansatze einer Uberpriifung ihrer Proteinzusammensetzung
durch SDS-PAGE unterzogen und zeigten hierbei einen vollkommen uneinheitlichen
Degradationsverlauf in den verschiedenen Ansatzen (Abb. 50). Die
Bandenzusammensetzung wich deutlich voneinander ab und liel3 auch kein

einheitliches Muster mehr erkennen. Kristallisationsversuche mit Hilfe dieser
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Methode waren aufgrund der sehr kleinen Austauschoberflache auf einen zu langen

Inkubationszeitraum ausgerichtet und wurden damit eingestellt.

Abb. 50: SDS-PAGE von je 10 pl Proteinldsungen aus 15 Kristallisationsansatzen nach 2 Monaten
Inkubationszeit mit der Stab-Dialyse-Methode. Die urspringlich in allen Ansatzen gleiche
Untereinheitenzusammensetzung des Membranarmproteins hatte sich im Verlauf baktererieller
Zersetzungsprozesse in den Ansatzen unterschiedlich stark verandert. Eine Kristallisation des
Membranarms war unter diesen Umstanden nicht mehr moglich.

Die Feinabstimmung der Dialysemethoden erfolgte durch Einstellung unterschiedlich
starker Salzkonzentrationsgeféalle zwischen der Protein- und der Dialyselésung. Aus
den Ergebnissen der dynamischen Lichtstreuung wul3ten wir, dal3 der
Nukleationsprozel3 problematisch ist, da sehr schnell héhere Oligomerstrukturen
wahrend einer Erniedrigung der lonenstérke aufgebaut werden. Es wurde daher nur
gegen ein kleines Konzentrationsgefalle von 100 mM Tri-Natrium-Citrat auf 50 mM
Tri-Natrium-Citrat dialysiert, um die metastabile Zone in der Lésung zu erreichen.
Hiernach wurde die Kristallisationsldsung im Batch-Verfahren luftdicht verschlossen
in H,O-gesattigter Atmosphére auf einer Kiristallisationsbriicke ohne weiteren
Kristallisationsdruck abgestellt um die Kristalle in Ruhe wachsen zu lassen, ohne
eine weitere amorphe Multimerisierung des Proteins zu beginstigen. Die in Kapitel
4.4 vorgestellten Kristalle stammen aus solchen Anséatzen.

Dartberhinaus wurde in einigen Ansatzen ein zuséatzlicher Prazipitationsdruck durch
Applikation eines Tropfens geringerer TriNaCitrat Konzentration in direkter Nahe des
Kristallisationstropfens geschaffen. Die Kristalle aus diesen Ansatzen werden

ebenfalls in Kapitel 4.4 gezeigt.
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4.4 Kristalle

Es gelang mit Hilfe einer Dialyse die Tri-Natrium-Citrat Konzentration einer
Proteinlésung (20 mg/ml Membranarmprotein) von 100 mM auf 50 mM zu senken
und nach einwdchiger Batch-Inkubation uber H,O in der Kristallisationsbricke
Kristalle mit einer Kantenldnge von etwa 5 pum zu beobachten. Nach 14 Tagen
besal3en die Kristalle eine Kantenlange von etwa 20 um, nach vier Wochen hatten

sie die Dimensionen 10 pm x 60 um (Abb. 51).

@

(b)

Abb. 51: Kristallwachstum in einem Kristallisationsansatz fotografiert nach (a) 7 d, (b) 14 d, (c) 30 d.
Die stabférmigen Kristalle besalRen am Ende ihrer Wachstumsperiode eine Kantenldnge von 10 pum x
60 pm.
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Eine Analyse der Proteinzusammensetzung der Kristalle durch ein Tris-Glycin Mini-
Gel zeigte eine Abreicherung von Verunreinigungsbanden im Kristall im Vergleich zur
Mutterlauge (Abb. 52).

10 gewaschene

Kristalle Mutterlauge

Abb. 52: Tris-Glycin Mini-Gel vongewaschenen Kristallen (links) im Vergleich zu Mutterlauge (rechts).
In der Mutterlauge sind im oberen Bandenbereich mehrere Verunreinigungen zu erkennen, deren
Muster im Vergleich mit der Kristallzusammensetzung fehlt.

Mit Hilfe eines Pipettier-Roboters (Tecan evo 150) konnten die Batch-
Kristallisationsansatze mittlerweile im Nanoliter Bereich (100 - 500 nl) angesetzt
werden. Dies erhohte die wochentliche Durchsatzrate an Ansatzmdéglichkeiten von 30

(150ul Proteinlésung, 5ul Kristallisationsvolumen) auf 300 — 1500.

Im Zuge dieser Experimente versuchen wir zur Zeit auch eine Zwei-Tropfen Methode
zu etablieren, als Alternative zum Dialyse-Verfahren. Hierbei werden die
Proteinlésung und der Puffer mit niedrigerer lonenstérke in direkter Nahe zueinander
auf einer planaren Oberflache (Deckglaschen) pipettiert und durch einen winzigen
Kontaktpunkt miteinander in Verbindung gebracht. Die Vermischung der
Tropfenbestandteile erfolgt in erster Linie durch Konvektion entlang des

Konzentrationsgefalles und ist somit stark temperaturabhéngig
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Durch den zusatzlichen Prazipitationsdruck im Zwei-Tropfen-Verfahren wurden
stabchenférmige Kristalle mit Kantenlangen von 20 um x 100 um erhalten (Abb. 53).
Es waren die einzigen Kandidaten dieser GroR3e. Kristalle diesen makroskopischen
Typs wurden einer Rontgenbeugungsanalyse unterzogen und zeigten ein
proteintypisches Diffraktionsmuster mit einer groRen Zahl an Beugungsreflexen
unterschiedlich starker Auflosung (Abb. 54).

Abb. 53: Zur Rdntgenbeugungsanalyse eingesetzte Kristalle mit Kantenlangen von etwa 20 pum x 100
pm. Oben: Kristalle im Batch-Verfahren ohne zusatzlichen Préazipitationsdruck geziichtet. Unten:
Kristalle im Zwei-Tropfen-Verfahren geziichtet.

Ein Diffraktionsmuster ist in Abb. 54 gezeigt. Es stammt eindeutig von einem
Proteinkristall, der bis zu einer Aufldsung von 7.5 A beugte. Leider konnte von diesen
Kristallen  kein  Datensatz ~ aufgenommen  werden. Mit  Hilfe  der
Raumgruppeninformation | 4 konnten die Dimensionen der Einheitszelle mita = b =
36 nm und ¢ = 38 nm ermittelt werden. Aus der Kenntnis der ungeféhren Lange des

Membarmarms aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Hofhaus, 1991) und den
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Ergebnissen der dynamischen Lichtstreuung von etwa 18 nm, wurde unter Annahme
eines zweifachen Einbaus des Proteins pro Kantenldnge der Wassergehalt des
Kristalls zu 57 % mit Hilfe der Software MOSFLM ermittelt. Der Wassergehalt des
Kristalls betragt nach dieser Rechnung 57%, Proteinkristalle besitzen im Schnitt
zwischen 40% und 70% Wasser.

cutout
Spacegroup 14 . .
Cell dimensions  a=b=380.3 A ¢=364.0 A
Resolution ~73 A
Beamline ID14-1 (ESRF, Grenoble)
Detector MarCCD

Abb. 54: Diffraktionsmuster des Proteinkristalls mit 7.5 A Auflésung. Die Réntgenbeugungsreflexe
streuen weitrdumig im Gegnsatz zu Nicht-Protein Kristallen. Aus dem Beugungsmuster konnten
Informationen Uber Symmetrie und Raumgruppe, sowie Uber den Wassergehalt des Kristalls
abgeleitet werden. Ein Datensatz zur mathematischen Strukturanalyse konnte wahrend dieser
Messung nicht aufgenommen werden.
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5. Ausblick

Das die Kristallisationsstrategie prinzipiell funktioniert, konnte durch Einzelerfolge
belegt werden. So konnten wir zeigen, dal3 die von uns gezogenen Kristalle
tatsachlich das Proteinmuster des Membranarms von Komplex | besitzen und
dariiber hinaus in der Mutterldsung vorhandene Verunreinigungen nicht in den
Kristall eingebaut wurden. Desweiteren konnte das Diffraktionsmuster eines
Proteinkristalls mit einer Aufldssung von 7.5 A aufgenommen werden, dessen
geometrische Daten einen zweifachen Einbau des Membranarms entlang jeder
Raumrichtung pro Einheitszelle plausibel erklaren wirden.

Da es im Falle des Membranarms schwierig ist das Protein monomer unter einem
Prazipitationsdruck stabil wahrend des Kristallisationsvorganges in Losung zu halten
sind dem Kristallwachsum bislang immer Grenzen gesetzt gewesen, da schnell kein
monomeres Protein mehr fir das Kristallwachstum in der Lésung vorhanden ist. Dies
wissen wir aus den Ergebnissen der dynamischen Lichtstreuung.

Um das Problem des starken Monomer-Verlustes unter Prazipitationsdruck zu
umgehen, verfolgen wir in letzter Zeit vermehrt die Methode des ,Seeding®. Da nicht
die Nukleation, also die Keimbildung, sondern das Wachstum des Kristalls aufgrund
der geringen Monomer-Konzentration problematisch ist, werden kleine Kristalle in
frische Proteinlésung Ubersetzt, die nur nahe an den Sattingungsbereich der Losung
herangefiihrt wurde. Da der Prazipitationsdruck hier gering ist, erhoffen wir uns durch
die sehr viel héhere Monomer-Konzentration Kristalle in zweiter Phase erfolgreich
grolRer wachsen lassen zu koénnen. Es genigen einige kleine Kristalle aus
vorangegangenen Kiristallisationen als Wachstumskeime und ein geringer
Préazipitationsdruck um die Kristalle in der metastabilen Phase weiter wachsen zu
lassen. Diesen Vorgang nennt man Mikro-Seeding. Beim Makro-Seeding wird ein in
zweiter Phase gezogenener grof3erer Kristall in frische Proteinlésung Ubersetzt und
die LOsung garnicht erst in den gesattigten Zustand udberfuhrt sondern im
ungesattigten Zustand belassen und nur nahe an die Sattigungszone herangefuhrt
(Abb. 55). Unter diesen Bedingungen kann ,frisches® monomeres
Membranarmprotein mehrfach neu in die Kristallisation eingefuhrt werden und die
Stabilitatsprobleme des Proteinmonomers in der Uberséttigten Phase wirden
umgangen werden. Da es bislang wenig Probleme mit der Nukleation daftr aber

umso mehr mit dem Wachstum von Membranarmproteinkristallen wéhrend unseren
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bisherigen Versuchen gab scheint dies ein erfolgsversprechender Ansatz zu sein,
dem wir zur Zeit intensiv nachgehen.

F
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Precipitate zone

O Start

DENnd

unsaturated

proteinconcentration

Y
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@& crystal
L nucleation- metastable
Precipitate

zone zone

unsaturated

proteinconcentration

' 2

saltconcentration

Abb. 55: ,Seeding“-Technik unter lonenstarke-Erniedrigungs Bedingungen. Beim Mikro-Seeding
werden kleine Kristalle als Keime in frische Proteinlésung appliziert woraufhin diese erneut einem
geringen Prazipitationsdruck (Erniedrigung der lonenstarke) ausgesetzt wird. Beim Makro-Seeding
wird eine frische Proteinldsung mit einem gréReren Kristall angimpft und nur in die Nahe des
Sattigungsbereiches gebracht. Das Membranarmprotein liegt in frischer Proteinldsung noch als
Monomer vor und kann so in den wachsenden Kristall eingebaut werden (aus Petra Fromme

.Crystallization of Photosystem | for structural analysis® Habilitationsschrift 1998, Technische
Universitat Berlin).
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Der Einsatz der ,Seeding“-Methode zeigt erste Erfolge. Es konnten wieder vermehrt

Kristalle mit Kantenlangen von ca. 50 um beobachtet werden.

Ausschlaggebend fiir eine zeitlich effiziente Weiterentwicklung solch einen
gigantischen Projektes ist nicht zuletzt die im angrenzenden Arbeitsbereich
vorhandene apparative Infrastruktur. Entscheidend hierbei ist in erster Linie, die
Moglichkeit ,,echte” von ,falschen” Proteinkristallen moglichst zeithah unterscheiden
zu konnen.

Zur Zeit wird hierfur an unserem Institut ein Epi-Fluoreszenz Mikroskop umgebaut,
um in der Zukunft viel Zeit mit der Unterscheidung Protein- oder Nicht-Protein-Kristall
durch Detektion der Eigenfluoreszenz von Tryptophanresten in Proteinkristallen zu
ersparen (Judge et al., 2005). Im Winter diesen Jahres soll dann an diesem Standort
ein Rontgengenerator in Betrieb gehen. Ebenfalls im Gesprach ist auch die
Anschaffung eines Pipettierroboters an der hiesigen Fakultat, was eine zukunftige
Unabhangigkeit vom Standort Julich unterstreichen wirde. Eine weitere Verfolgung

des Projektes tiber den Rahmen der Dissertation hinaus wird daher zur Zeit diskutiert
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