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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Molekulare Chaperone - Entdeckung und Bedeutung bei Proteinfaltung

Die Proteinfaltung ist der Prozess, bei dem die Information, die innerhalb der Aminosduren-kette
eines Polypeptides existiert, zu Bildung seiner dreidimensionalen Struktur verwendet wird. Die
genaue Aufkldrung dieses komplizierten Prozesses ist einer der grundlegenden Probleme in der
Biologie. Christian Anfinsen (1973) hat in seinen Pionierexperimenten beziiglich der spontanen
Proteinfaltung in vitro gezeigt, da3 die in der Aminosdurenkette eines Polypeptides gespeicherte
Information ausreicht, um die Struktur des gefalteten Proteins zu bestimmen. Daher war es
logisch anzunehmen, dafl die Faltung bzw. Selbstorganisation von den neu-synthetisierten
Polypeptiden in vivo auch spontan passiert, ohne den Einfluss von weiteren Komponenten oder
Energiezufuhr. Allerdings zeigte sich, dafl aufgrund der hohen Proteinkonzentration in der Zelle
effiziente Faltung in vivo von der Anwesenheit von bestimmten Proteinen, den molekularen
Chaperone, abhédngig ist (Hartl, 1998). Die molekularen Chaperone befinden sich in
verschiedenen zelluldren Abteilen (z.B. Cytosol, Mitochondrien, Nukleus, Lysosom und
Plasmamembran). Thre Hauptaufgabe ist es, die Aggregation von entfalteten (denaturierten oder
naszierenden) Polypeptiden zu verhindern (Lindquist, 1986). Es wird angenommen, dall ohne
Anwesenheit von molekularen Chape-ronen ein grofer Anteil von der neu-synthetisierten
Polypeptiden aggregieren und damit nutzlos sein wiirde. Aus diesem Grund spricht man von
assistierter Selbstorganisation der Proteine in vivo. Die molekularen Chaperone wurden nach
threm Molekulargewicht in verschiedene Familien eingeteilt. Das wohl am besten untersuchte

Mitglied der Chaperonen-klasse 60 ist das GroEL aus E. coli (Becker und Craig, 1994).

1.2 Das GroEL/GroES-System - Funktion und Struktur

Trotz der Ahnlichkeit mancher Eigenschaften der Chaperone beziiglich ihrer spezifischen

Bindung von falsch bzw. nicht gefalteten Proteinen, ndmlich der Inhibierung der Aggregation
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von entfalteten Polypeptide und der Erhoéhung der Faltungsausbeute von Proteinen, unter-
scheiden sie sich in Bezug auf ihren Mechanismus, der Substratspezifitdt und der Abhingigkeit
von energieliefernden Prozessen, z. B. der ATP-Hydrolyse. Fiir das Chaperonin System
GroEL/GroES wurden viele wichtige Informationen aus biochemischen, strukturellen und
genetischen Studien erhalten. Obwohl die haufig verwendeten Assays in vitro meistens kiinstlich
sind und nicht viel {iber die natiirlichen Substratproteine der Chaperone in der Zelle bekannt ist,
wird angenommen, daf3 die in vifro bestimmten mechanistischen Prinzipien auch in vivo gelten
(Ehrnsperger et al, 1997a). Das Chaperonin System GroEL/GroES ist ein  stabiles
Proteinoligomer, das in dhnlicher Form sowohl in Bakterien als auch in Mito-chondrien und in
Chloroplasten gefunden wird (Fenton und Horwich, 1997). Unter StreB-bedingungen, z. B. bei
hohen Temperaturen oder bei Anwesenheit von verschiedenen toxi-schen Chemikalien,
ermoglicht die Kooperation zwischen den beiden Komponenten des Systems, ndmlich GroEL
und GroES, die Faltung von Proteinen, deren spontane Faltung unter diesen Bedingungen nicht
moglich ist. Wéhrend des Funktionszyklus bindet der GroEL/-GroES-Komplex, der unter
bestimmten Bedingungen ausgebildet wird (z. B. Anwesenheit von Nukleotiden, Goloubinoff et
al.,1989; Schmidt et al., 1994a), das entfaltete Substrat-protein innerhalb eines Hohlraumes im
Protein, wobei sich der GroEL/GroES-Komplex an das Substrat anpafit. Abhidngig von dem
Molekulargewicht des Substrates kann der GroEL/-GroES-Komplex den Hohlraum fiir ein
Substratprotein mit einem Molekulargewicht von 10 bis 55 KDa erweitern (Ewalt ef al., 1997).
Wie schon erwéhnt, wird die Ausbildung von GroEL/GroES-Komplex nur in Anwesenheit von
ATP mdglich. Das GroEL kann in Abwesenheit von Nukleotiden nicht die bendtigten
Konformationsdnderungen in seiner Struktur durchfithren. Die erforderlichen Konformation-
sanderungen in der apikalen Doméne, wobei das Substratprotein gebunden wird, bendtigen
Konformationsédnderungen im Bereich der dquatorialen Doméne. Dies wird durch die Bindung
von ATP erreicht. Die Bindung bzw. Hydrolyse von ATP spielt eine Schliisselrolle in der
Aktivierung des GroEL gegeniiber seinen Substraten. In zahlreichen Studien (Langer ef al., 1992
a; Chen et al., 1994; Liorca et al., 1994; Schmidt ef al., 1994 b) wurde gezeigt, da3 die Bindung
von GroES an GroEL in Anwesenheit von ATP zur Ausbildung von asymmetri-schen * bullet-
shaped “ 1:1 ( EL 4mer : ES7mer ) oder von symmetrischen,* football-shaped “  (EL7mer: ES7mer:
EL7mer) Komplexen fiithrt (Abb. 1). Das GroEL besteht aus zwei heptameren Ringen (je 7 x 57
KDa), die einen Zylinder bestehend aus 14 identischen Einheiten (137A Durchmesser und 146A
Lénge ) bilden.
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Abb.1: Architektur und Dimensionen des GroEL/GroES-Komplexes (Xu et al., 1997). a, Van der
Waals “space filling* Modell des ganzen Komplexes, angesehen von oben nach unten, wobei ES
an EL gebunden ist. b, Seitenansicht des EL/ES:Komplexes Rot entspricht dem trans-Ring von
EL, griin dem cis-Ring von EL, und gold ES.

Cryo-Elektronenmikroskopische Studien (Roseman et al., 1996) sowie die Kristall-
strukturanalyse des asymmetrischen Komplexes GroES;: ADP;: GroEL 4 (Xu et al., 1997) haben
eine grofle “ en bloc *“ Bewegung von ca. 4° nach innen innerhalb jeder Untereinheit des cis-
GroEL-Ringes (dem GroES benachbarten) und 2° nach aussen innerhalb jeder Untereinheit des
trans-Ringes bei der Bindung von GroES bestitigt (Abb. 2).

Zwischen der intermedidren bzw. der apikalen Doméne gibt es eine Scharnierregion, die zu einer
Bewegung der apikalen Domine nach oben und gleichzeitig zu einer Rotation der selben
wiahrend der ATP- bzw. GroES-Bindung fiihrt. Eine zweite Scharnierregion liegt neben der

dquatorialen Domine und verursacht eine “downward/inward* Bewegung der intermedidren
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Domine wéhrend der ATP-Bindung. Die Bewegung nach oben verdoppelt die zugéngliche
GroBle des Hohlraumes fiir das Substratprotein in Anwesenheit von GroES in Vergleich zu dem

GroEL in Abwesenheit von GroES (175000 A’ gegen 85000 A*).

\

~9()
Gly192, / Ay \
Gly37s, A

o

Abb. 2: Links: Schematische Darstellung der en bloc Bewegung der dquatorialen Domine. E,

Prol37%, /
Gly410

dquatoriale Doméne; I, intermedidre Doméne; A, apikale Domine; S, GroES-Einheit. Rechts:
schematische Darstellung des EL, wobei die Richtung bzw. die Grofle der Bewegung innerhalb

des cis-Rings von EL gezeigt wird (Rye, H.S. ef al., 1997).

Die Nukleotidbindung an GroELS-System wurde von Roseman et al., (1996) Cryo-Elektronen-
mikroskopisch untersucht. In ihren Untersuchungen wurde festgestellt, da3 das GroEL alleine
eine unterschiedliche Struktur als die des GroEL in Komplex mit Nukleotiden zeigt, und dal3
auch die Komplexe des GroEL mit verschiedenen Nukleotide sich strukturell von einander

unterscheiden. Diese strukturellen Unterschiede sind in Anwesenheit von GroES noch deutlicher

zu sehen (Abb. 3).
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GroEL crystal structure
at 30 A resolution

GroEL-AMPPNP GroEL-ATP

GroEL-GroES GroEL-GroES GroEL—GroES
~ADP ~AMPPNP -ATP

Abb. 3: Dreidimensionale Rekonstruktionen der Cryo-Elektronen-mikroskopischen Unter-
suchung des GroEL in Komplexe mit Nukleotiden bzw. mit GroES in Anwesenheit von

Nukleotiden (Roseman et al., 1996).

1.2.1 Struktur von Chaperonin GroEL

Jede Untereinheit des 14-mer GroEL besteht aus drei Doménen (Abb. 4). Die dquatoriale
Doméne (Reste 6-133 und 409-523) bildet den groBten Teil von intra- bzw. inter-Ring-Kontakten
und trdgt die Nukleotidbindungsstellen, welche sich gegeniiber des zentralen Kanals des
Zylinders befinden. Eine kleine intermedidre Domédne (Reste 134-190 und 377-408) verbindet
die dquatoriale mit der apikalen Doméne in einer Weise, die als Scharnier-region bezeichnet
werden kann (Gray und Fersht 1991; Bochkareva et al., 1992; Yifrach und Horovitz, 1994). Die
apikale Doméne (Reste 191-376) enthédlt die Bindungsstellen fiir GroES bzw. fiir
Substratproteine (Fenton ef al., 1994).
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Die Substratproteinbindungsstellen enthalten hydrophobe Reste, die gegeniiber des Hohlraumes

liegen und dadurch wird das entfaltete Substrat gebunden.

~60 f = 25"
90° ’
~ \ |
\ o~ :: 1 ’
N s apical domain

GroES,
substrate

Abb. 4: Darstellung einer GroEL-Einheit, wobei die Grée bzw. die Richtung der Bewegung der
Doménen in Anwesenheit von Nukleotiden und GroES gezeigt wird. (Beissinger & Buchner,

1998).

1.2.2 Struktur von GroES

Das Co-Chaperonin GroES besteht aus einem heptameren Ring, aus sieben identischen Einheiten
(je 7 x 10.3 KDa, Braig et al., 1994). Jede Einheit besitzt eine B-Barrel-Struktur mit zwei [-
Haarnadel-Loops, von denen einer eine mobile Schleife enthélt (Landry et al., 1993). Das GroES
bindet an GroEL durch einen sogenannten “mobile loop* (Abb. 5) (Xu et al., 1997). Mit der
Bindung von Nukleotid an GroEL bilden GroEL und GroES einen asymmetri-schen “bullet-
shaped* oder symmetrischen “football-shaped” GroEL/GroES-Komplex (Abb.3) (Langer et al.,
1992a ; Chen et al., 1994; Liorca et al., 1994; Schmidt et al., 1994b).



Einleitung 7

Abb. 5: Darstellung einer GroES-Untereinheit (Xu et al., 1997).

1.3 Modell fiir die Chaperonin unterstiitzte Proteinfaltung

Die Chaperone haben eine entscheidende Rolle und gro3e Bedeutung bei der in vivo Faltung von
neusynthetisierten Polypeptiden bzw. denaturierten Proteinen vor allem wegen der hohen
Proteinkonzentration in der Zelle (Ellis & Hartl, 1996). Durch die hohen Proteinkonzentra-tion in
der Zelle konnen die ungefalteten Proteine bzw. Polypeptide ihre funktionelle native Struktur nur
schwer korrekt erreichen, da Aggregation als Konkurenzreaktion auftritt. Das Chaperonin GroEL
bietet diesen ungefalteten Proteinen einen Hohlraum, wobei sich das Substratprotein an GroEL
bindet und damit seine native Struktur in einer geschiitzten Umgebung erreichen kann. Das
Chaperonin GroEL enthilt zwei solcher Hohlrdume (Abb. 6) (Jaenicke & Creighton, 1993), die
durch ein 23 Aminosduren groBes Segment des C-Terminus der Untereinheiten voreinander
getrennt sind (Hartl, 1996).

Die funktionellen Prinzipien der verschiedenen Chaperonenklassen konnen mit einbezogen

werden, um ein generelles Modell der Chaperonen-unterstiitzter Proteinfaltung in vivo zu

erhalten (Abb. 7).
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Ein in der Zelle neusynthetisiertes Polypeptid oder ein ungefaltetes Polypeptid im Reagenz-glas
hat prinzipiell drei mdgliche Reaktionswege:

I. Die spontane Faltung in die native Struktur.

II. Die Aggregation in unproduktive irreversible Wege.

III. Die Wechselwirkung mit Chaperonen.

1. Bei ATP-unabhédngigen Chaperonen “Small heat shock proteins® (sHsps) (Horwitz 1992;
Jakob et al., 1993; Ehrnsperger et al., 1997; Lee et al., 1997) wird das gebundene Substrat mit
der selben Konformation, mit der es urspriinglich an die Chaperone gebunden wurde, freigesetzt
(I in Abbildung 7).

2. Bei ATP-abhdngigen Chaperonen wie GroEL ist die Situation komplizierter. Die ATP-
Bindung an Chaperone bewirkt verschiedenen Konformationsdnderungen innerhalb der
dquatorialen Doméne und dadurch im Bereich der apikalen Doméne wobei das substratprotein an
die Chaperone gebunden wird.

Es wird diskutiert, dal die Konformationsdnderungen innerhalb der Chaperone von der ATP-
Bindung und nicht von der ATP-Hydrolyse abhdngig sind (Beissinger & Buchner, 1998).
Offensichtlich ist jedoch die ATP-Hydrolyse wichtig, um die Chaperone in einem hoch Affinitét-
Zustand zur Substratbindung zuriickzubringen, d.h. die ATP-Hydrolyse wirkt als “Timer “ der
Wechselwirkung zwischen Chaperon und Substratprotein.

Obwohl die Wichtigkeit der mehrfachen Wechselwirkungen zwischen Substratprotein und
GroELS noch zur Debatte steht, ist es wohl so, daB zumindest manche Substratproteine
erfolgreich an GroELS falten konnen und mit einer unterschiedlichen Konformation als die, mit
der diese urspriinglich an GroELS gebunden wurden, dissoziierren (U & I* in Abbildung 7).
Deshalb wird GroELS als “aktiver Spieler* in der Proteinfaltung bezeichnet.

Frither glaubte man, daf} die Proteinfaltung in der Zelle ein generell Chaperonen-unterstiitzter
Prozel3 wiare. Diese Sichtweise herrscht nicht mehr, denn anscheinend kann die Mehrheit der
Proteine ihre native Konformation de novo in spontanen Vorgidngen erreichen (Beissinger &
Buchner, 1998). Allerdings ist der Chaperonmechanismus sowohl in physiologischen als auch
unter StreBbedingungen wegen seines flexiblen funktionellen Netzwerkes sehr wichtig fiir die

Proteinfaltung (Buchberger et al., 1996, Ehrnsperger ef al., 1997b).
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Abb. 6: Schematische Prisentation der Substratbindung an verschiedenen Chaperonklassen

(Jaenicke & Creighton, 1993).
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Abb. 7: Generelle Prinzipien der chaperonunterstiitzten Proteinfaltung (Sparrer et al., 1996).
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1.4 Modelle des GroELS-Reaktionszyklus

Es gibt zur Zeit zwei Vorstellungen vom Mechanismen beziiglich der in vivo Chaperonen-
unterstiitzten Proteinfaltung. Wéhrend des Reaktionszyklus wird nach einer Vorstellung nur der
“bullet-shaped* GroEL/GroES-Komplex (Hartl, 1996) betrachtet, wihrend nach der anderen
Vorstellung sowohl der “bullet-shaped* als auch der “football-shaped* GroEL/GroES Komplex
als Funktionseinheit betrachtet wird (Sparrer et al., 1997).

1.4.1 Modell nach Hartl (1996)

1. Ausgangspunkt in diesem Modell ist die Ausbildung eines asymmetrischen GroEL/GroES-
Komplexes, der ein Substratprotein im trans-Ring bezogen auf GroES beinhaltet (Martin et al.,

1993; Chen et al., 1994; Engel et al., 1995).

2-3. Bindung bzw. Hydrolyse von ATP im ftrans-Ring fiihren zur Freisetzung von ADP und
GroES aus dem cis-Ring (Martin et al., 1993; Todd et al., 1994; Hayer & Hartl et al., 1995).

4. GroES und ATP konnen in diesem Schritt mit gleicher Wahrscheinlichkeit an beiden Ringen
des GroEL binden. Findet die Bindung von ATP an dem von Substrat besetzten Ring statt, wird
dessen Faltung fortgesetzt. Die Bindung an dem substratfreiem Ring fiihrt im Gegensatz dazu zur

Freisetzung des Substrates in nicht-nativer Form.

4-5. Die Hydrolyse von ATP in dem von GroES besetzten Ring fiihrt zur Ausbildung des stabilen
(ADP);-GroEL/GroES-Komplexes.

6. Das gefaltete Substrat wird freigesetzt.

Total oder teilweise entfaltete Substrate konnen von dem GroELS-Reaktionszyklus erneut

erkannt werden.
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1.4.2 Modell nach Sparrer et al., (1997)

Dieses mechanistische Modell ist sehr interessant, denn im Gegensatz zu anderen Modellen
koppelt jede ATP-Hydrolyse-Runde mit einer produktiven cis-Faltungsreaktion im Gegensatz zu
anderen Modellen, die entweder “bullet-shaped oder “football-shaped* Komplexe in
Anwesenheit von nur einem Substratproteines betrachten. Daher ist die geforderte Menge von
ATP, die fiir die Fortsetzung der Faltung des Substratproteines notwendig ist, um die Hélfte
reduziert. Wahrend das GroELS unter physiologischen Bedingungen mdglicherweise mit nur
einem beschrankten Teil (5—10 %) der E. coli Proteine reagiert, kann diese Energieforderung
unter StreBbedingungen hoch steigen, wenn die Konzentration der ungefalteten Proteinen rasch
steigt und gleichzeitig die Energiebestdnde sinken (Lorimer, 1996; Ewalt et al; 1997). In diesem
Modell werden drei verschiedene GroELS-Komplexe in Bezug auf die Nukleotid-, Substrat-, und
GroES-Bindungen betrachtet (Abb. 8):

1. Ausgangspunkt in diesem Modell ist die Ausbildung von asymmetrischen Komplexen
(“bullet-shaped) GroEL/GroES, der ein Substratprotein im cis-Ring beinhaltet. Nach dieser
Kopplung im cis-Ring ist die Affinitdt der Bindungsstelle im trans-Ring ein zweites ungefaltetes
Protein zu binden, gesteigert.

2. Im zweiten Schritt dieses Modells konnen ATP bzw. GroES an den trans-Ring binden, um den
symmetrischen Komplex ( “football-shaped* ) GroES/GroEL/GroES zu formieren.

3. Im dritten Schritt werden GroES, ADP und das Substratprotein aus dem cis-Ring entlassen,
wobei das Substratprotein entweder in gefalteter oder teilweise gefalteter Form vorliegen kann.
4-6. Diese Schritte sind dquivalent zu den Schritten 1-3 in Abbildung 8. In diesen Schritten wird
das in dem vorherigen-frans-Ring gebundene Substratprotein gefaltet und von dem GroELS-
Komplex freigesetzt. Der GroELS-Komplex kann erneut ein entfaltetes Substrat erkennen
(Schritt 1).

Falls das Substratprotein seine native Struktur in diesem Reaktionszyklus nicht erfolgreich
erreicht hat, kann es erneut von dem GroELS erkannt werden, und noch einmal in den
Reaktionszyklus eintreten (Schritte 1- 4) (Todd et al., 1996).

Bei diesem Prozel3 konnen Substrate, die in einer Form zwischen entfalteten und teilweise nativ
gefalteten sind, von GroELS erkannt werden (Zahn et al.,1994; Lilie und Buchner, 1995;
Gervasoni et al., 1996; Hoshino et al., 1996).
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Abb. 8: Modell des GroELS-Reaktionszyklus nach Sparrer ef al., 1997.

Trotz der Fahigkeit beider Modelle zur Erkldrung des in vivo Proteinfaltungsprozesses vieler
Substratproteine, kann weder das erste noch das zweite Modell alle experimentell beobachteten
Ergebnisse deutlich erklidren, wie z.B. die Faltung von relativ grolen Substrat-proteinen, die
noch groBBeren Raum zum Falten brauchen, als den, den das GroELS-System fiir sie bieten kann.
Ebenso ist bislang nicht gekldrt wie manche Substrate in vifro auch in Abwesenheit von GroES
oder ATP lediglich mit GroEL-Unterstiitzung erfolgreich gefaltet werden konnen (Jaenicke,
1993).

Ziel dieser Arbeit war deshalb die Untersuchung der funktionellen und strukturellen Kopp-
lungen bei GroEL gestiitzten Proteinfaltung, um ndheren Informationen iiber den Funktions-
mechanismus des Chaperonins GroELS zu erhalten. Fiir die Untersuchung wurde die Lactat-

dehydrogenase (LDH) als Modellprotein verwendet.
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1.5 ESR-Spektroskopie

Die ESR-Spektroskopie (Elektronen-Spin-Resonanz) ist eine biophysikalische Methode, die zur
Verfolgung von Strukturverdnderungen innerhalb eines Biomolekiiles unter bestimmten
Bedingungen verwendet werden kann. Es handelt sich um eine Form der Absorptions-
spektroskopie, bei der paramagnetische Substanzen vermessen werden. Dabei nimmt die
Substanz Energie in Form elektromagnetischer Strahlung auf (Nordio, 1976; Marsh, 1981). In
biologischen Systemen gibt es viele Substanzen, die schon von Natur aus paramagnetische
Eigenschaften besitzen, z.B. Enzyme mit Ubergangsmetallionen wie, Fe”, C0+2, Mn+2, Mo™,
Ni?, V2535 sowie die bei einigen biochemischen Teilreaktionen, z.B. der Photosynthese,
als Zwischenstufen entstehenden freien Radikale. Beim Fehlen solcher paramagnetischer
Komponenten konnen auch stabile organische Nitroxidradikale, sogenannte Spinsonden oder
Spinlabel, in ein Biomolekiil eingefiihrt werden (Hamilton & McConnell , 1968; Review siehe z.
B. Trommer,1987). Diese Spinsonden kdnnen entweder ein Teil des Substrats sein, wie z. B.
Spinlabelmodifizierte Nukleotide (z.B. Vogel et al., 1992; Burgard et al., 1994; Losel et al.,
1997) oder kovalent an bestimmte Aminosédure-Seitenketten gebunden werden. Insbesondere
Cystein-Reste eignen sich gut fiir diese spezifische Art der Modifizierung, da sie im
physiologischen pH-Bereich ausreichend aktiv sind und kaum stérende Konkurrenzreaktionen,
z.B. mit anderen Aminosdureresten und dem Spinlabel, auftreten (Lundblad, 1991). Derartige
Spinlabel-Verbindungen miissen zwei Kriterien erfiillen:

Sie miissen zum einen {iber einen ldngeren Zeitraum stabil sein und zum anderen diirfen sie in
den zu untersuchenden ReaktionsprozeB3 nicht eingreifen, d.h. sie diirfen Informationen nur
vermitteln und nicht selbst erzeugen.

Erstmals angewandt wurden Spin-Label von Ohnishi & McConnel (1965). Man verwendet
hierzu im allgemeinen stabile Nitroxidradikale in Form von Piperidin- (2), Pyrrolidin- (3), 3-
Pyrrolin- (4) und Oxazolidin-Derivaten (5), die sich von dem Di-tert-butylnitroxidradikal (1)
ableiten (Abb. 9):
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Abb. 9: Strukturen einiger stabiler Nitroxidradikale ( R = -1, -NH,, -COOH, usw.).

Ein Beispiel eines spinlabel modifizierten Nukleotids ist das C-8-SL-ATP, das in dieser Arbeit

fiir die Bestimmung der zugénglichen Nukleotidbindungsstellen an GroEL verwendet wurde
(Abb. 10):

NH,
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OH OH OH
HO OH

Abb. 10:Strukturformel des spinmarkierten ATP (C-8-SL-ATP) (Gloggler ef al., 1981).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch folgende SH-spezifische oder selektive Spin-Label
verwendet: a. lodoxopropyliden -pentamethyl-imidazolidin (IOPI), b. lodacetamido-2,2,6,6-
tetramethyl-1-piperidinoxyl ~ (IAAT), c.4-Maleinimido-2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinoxyl
(Maleinimido-TEMPO) (Abb. 11):
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Abb. 11: Einige haufig verwendeten Spin-Label: a. lodoxopropyliden-pentamethyl-imida-zolidin
(IOPI), b. Iodacetamid-2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinoxyl (IAAT), ¢. 4-Maleinimido-2,2,6,6-
tetramethyl-1-piperidinoxyl.

Durch die Flankierung der radikalischen Nitroxidgruppe mit den stabilisierenden Methyl-
gruppen wird die Reaktivitidt der Radikale soweit herabgesetzt, dal} sie auch in Ldsung relativ
stabil sind. Die Spinlabel binden iiber eine reaktive Gruppe R kovalent an die zu unter-suchenden
Molekiile bzw. deren Liganden.

Aufgrund des Zeitfensters der MeBmethode (10" -107 s) kann man aus der Form des
resultierenden ESR-Spektrums Informationen {iber die Struktur der Molekiile und mogliche
Konformationsdanderungen erhalten. Durch Titrationsexperimente, bei denen man den freien
Anteil an Spinlabel-Substrat oder Co-Faktor bestimmt, kdnnen Informationen iiber die Anzahl
der Bindungsstellen und die entsprechenden Dissoziationskonstanten des Protein-Substrat-

Komplexes gewonnen werden.
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In den letzten Jahren gewinnt insbesondere die “site-specific-spin-labeling“-Methode an
Bedeutung, bei der durch gezielte Mutagenese an interessanten Positionen eines Proteins
Aminosduren durch Cysteine ausgetauscht werden, die dann nach kovalenter Modifizierung mit
Spinlabeln Aussagen iiber diese Region des Proteins liefern konnen. Ein Beispiel dieser Methode
sind Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von Wayne Hubble. An 18 spezifischen Positionen
von Bacteriorhodopsin wurden Cysteine eingeflihrt und jeder Cysteinrest der 18 verschiedenen
Mutanten mit einem Spin-Label kovalent modifiziert. Die ESR-Spektren lieferten Aussagen tiber
Struktur dieser Region des Proteins, welches innerhalb des Membran-bereiches liegt (Altenbach
et al., 1990).

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der ESR-Spektroskopie stellt die Abstandsmessung
zwischen zwei paramagnetischen Zentren dar. Kommen sich die Radikale zweier Spinlabel ndher
als 20 A, so werden Dipol-Dipol-Wechselwirkung hervorgerufen (Wilder ef al., 1989). Die dabei
auftretenden dipolaren Spin-Wechselwirkungen, sind im ESR-Spektrum durch Verschiebungen
der Linienposition sowie zusétzliche Aufspaltungen der ESR-Signale zu erkennen. Ein Beispiel
dieser Art von Dipol-Dipol-Wechselwirkung bietet das Enzym Glyceraldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) im Komplex mit N°-d-SL-NAD" (Wilder et al., 1989).
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2 Problemstellung

Die molekularen Chaperone und besonders das Proteinsystem GroELS, das aus dem grof3en
vierzehn-mer GroEL (je 14 x 57 KD) und dem kleinen sieben-mer GroES (je 7 x 10 KD) (Braig
et al., 1994) besteht, hat seit vielen Jahren wegen seiner wichtigen Rolle in vielen Prozessen
(Faltung von falsch gefalteten oder nicht gefalteten Proteinen sowie die Inhibierung der
Polypeptidenaggregation nach der Proteinbiosynthese) in vivo groBe Aufmerksamkeit von den
Wissenschaftlern erhalten (Morimoto, 1993; Frydman et al., 1994; Hartl, 1998). Trotz der
zahlreichen Studien sind viele Einzelheiten des Funktionsmechanismus in Bezug auf die Bindung
der Co-Chaperone und Substratproteine bzw. ATP-Bindung und Hydrolyse. Ebenso sind
Strukturdnderungen, die dadurch innerhalb des GroEL-Komplexes, wihrend Bindung bzw.
Freigabe des gefalteten Substrats stattfinden, noch nicht eindeutig geklart.

Um néhere Informationen liber den Zusammenhang zwischen den Konformationsianderungen des
Proteins und den einzelnen Schritten im Faltungsmechanismus zu erhalten, sollte die ESR-
Spektroskopie als konformationssensitive Methode eingesetzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Doppelmutant von GroEL, bei dem die Cysteine 138 und
519 gegen Serine ausgetauscht waren, und der deshalb nur noch in Position C458 ein einzelnes
Cystein enthdlt, mit verschiedenen thiolspezifischen Spin-Labeln modifiziert werden. Mit Hilfe
des modifizierten GroEL sollten Anderungen in der Konformation des Chaperonins bei
Nukleotid- und GroES-Bindung sowie der Riickfaltung von Protein sichtbar gemacht werden.
Zusitzlich sollten die modifizierten Mutanten in Bezug auf ihre ATPase- und
Riickfaltungsaktivitit untersucht werden, und mit ungelabeltem Mutant bzw. Wildtyp GroEL
verglichen werden.

Die Anzahl an zugéngliche Nukleotidbindungsstellen an GroEL vor und nach der chemischen
Modifizierung mit Spin-Label sollte mit Hilfe von SL-Nukleotiden und ESR-Spektroskopie in
An- und Abwesenheit von GroES bestimmt werden. Die Bestimmung der Nukleotid-

bindungsstellen am Wildtyp GroEL diente dabei als Vergleich.



Ergebnisse und Diskussion 18

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Expression, Isolierung und Reinigung der Chaperonine GroEL und

GroES aus E. coli

Die Wildtyp Chaperone GroEL und GroES wurden aus dem E. coli Stamm DH5a pGroESL
(Goloubinoff et al., 1989) isoliert (Abb. 12). Das Plasmid wurde unserem Arbeitskreis freund-
licherweise von Dr. G. H. Lorimer (Central Research & Development Department, Du Pont de
Nemours and Co., Wilmington, Delaware) zur Verfiigung gestellt. Goloubinoff et al., (1989)
konstruierten das Plasmid pGroESL durch Klonierung des E. coli groE Operon, einem 2,3 kb
EcoRI-HindIII Fragment aus dem Plasmid pOF39 (Fayet et.al., 1986), in den Expres-sionsvektor
pTG 10. Die Anwesenheit des Plasmides pGroELS in E. coli erhoht den Anteil an GroEL im
Vergleich zum Gesamtanteil an Zellprotein von 1-2 % auf etwa 10 % (Goloubinoff ez al., 1989).

Abb. 12: Schematische Skizze des Plasmides pGroESL (Goloubinoff et al., 1989 Plac: lac-

Promotor, Phs: Hitzeschock-Promotor; Cm: Chloramphenicolresistenzgen.

Die Expression der GroEL- und GroES-Gene steht unter Kontrolle des Hitzeschock Promotors
(Phs) und ist somit durch Erhéhung der Wachstumstemperatur der E. coli-Zellen induzierbar.
Das gesamte GroE-Operon (Phs, GroES, GroEL) wird zusétzlich durch das /ac-Operon
kontrolliert.

Die Expression des GroEL mit der Doppelmutation C138S/C519S wurde aus dem TG2 E. coli-
Stamm mit dem Plasmid pOA, das unserem Arbeitskreis freundlicherweise von Prof. A. Horovitz

(Weitzmann Institute of Science, Rehovot, Israel) zur Verfiigung gestellt wurde.
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Die Isolierung der Chaperone GroEL und GroES wurde nach Vorschrift von Hendrix (1979) mit
Modifikationen nach Erbse (1995) und Neuhofen (1997) durchgefiihrt. Die Zellen wurden in
einem NaCl-, MgCl,-, KCl-haltigen Trypton-Hefeextrakt-Medium (10 x SOC-Medium fiir
DH5a) bzw. NaCl-haltigen Trypton-Hefeextrakt-Medium (2 x YT-Medium fiir TG2) geziich-tet,
wobei durch Zugabe des Antibiotikums Chloramphenicol (im Falle des pGroESL) und
Ampicillin (im Falle des pOA) das Wachstum nicht erwiinschter Zellen verhindert wurde. Zur
Kontrolle des Zellenwachstums wurde die optische Dichte (SiiBmuth et al., 1987) bei 600 nm
stlindlich gemessen (Abb. 13 und 14). Nach Erreichen der stationdren Wachstumsphase wurden
die E. coli Zellen durch Zentrifugation von Kulturmedium getrennt. Tabelle 1 zeigt die
Zellausbeute von DHS5a- bzw. TG2-Zellen.

Tabelle 1: Zellenausbeute und Rohprotein der zwei Stimme DH5a bzw. TG2 aus 2 | Kultur-

medium.

Stamm Wachstumsmedium | gewonnene | Rohprotein
()] Zellen (g) (mg)
DHS5a (w-Typ) 2 12 650
TG2 (dm-Typ) 2 7 400

Optische Dichte bei 600 nm
N
1

Abb. 13: Wachstumskurve von TG2/pOA mit Mutation C138S/C519S in 500 ml 2 x YT-
Fliissigmedium bei 37 °C und 210 rpm.



Ergebnisse und Diskussion 20

\
|

-

\

Optische Dichte bei 600nm

0 2 4 6 8 10

Abb. 14: Wachstumskurve von DHS5a/pGroESL in 500 ml 10 x SOC-Fliissigmedium bei
37°C und 210 rpm.

Der Zellaufschu3 erfolgte durch Lyse mittels eines Lysozymhaltigen Puffer (5.1.7). Die
Nukleinsduren wurden durch Zugabe von DNase und RNase abgebaut. Die Membran-
bruchstiicke wurden durch Zentrifugation von der Proteinlosung abgetrennt. Um die Proteine aus
dem Lysispuffer in den Elutionspuffer zu iiberfiihren, wurde die Rohproteinlésung mit 100 ml
Elutionspuffer verdiinnt und in einer Ultrafiltrationskammer (Amicon) mittels einer Membran
PM 30 auf ca. 50 ml aufkonzentriert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt und schlielich
wurde die Rohproteinldsung auf 30 ml aufkonzentriert. Die Reinigung des GroEL bzw. GroES
erfolgte iiber eine Sephacryl S-300-HR-Gelfiltrationssdule (2,8 x 90 cm, V = 425 ml, Flussrate =
30 ml/h). GroEL eluierte als erste Fraktion und GroES eluierte als letzte Fraktion. Das
Elutionsdiagramms wurde mit Hilfe eines Bradford-Profils (Bradford, 1977) bestitigt (5.9.2).
Die Reinheit der Fraktionen wurde mit Hilfe von SDS-Page (5.9.4) tiberpriift (Abb. 15). Die
reinen Fraktionen wurden mit Hilfe von Amicon Ultrafiltrations-kammer und einer Membran PM
30 im Falle des GroEL und PM 10 oder YM 3 im Falle des GroES in Lagerungspuffer {iberfiihrt,
auf eine Konzentration von ca. 19 pg/ul GroEL bzw. 10 pg/ul GroES gebracht und in 200 pl-
(GroEL) bzw. (GroES) 50 pl-Aliquoten bei —80 °C bis zur Verwendung gelagert.

Abbildung 15 zeigt das SDS-Gel von reinem GroEL und GroES aus E. coli:
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Abb.15: 15%iges SDS-Gel von GroEL & GroES wobei:

M: Markerprotein wobei: BSA = 68 KDa; Ovalbumin = 45 KDa; Chymotrypsin A =25 KDa;
Cytochrom C = 12,4 KDa.

ES: reines GroES.

A: Rohprotein (Lysat).

EL: reines GroEL.

3.2 Untersuchungen am Chaperonin GroEL

Wihrend der Chaperonin unterstiitzten Proteinfaltung spielt die ATP-Bindung und Hydrolyse
eine Schliisselrolle. Buchberger et al., (1996) haben berichtet, dass die Bindung eines Substrats
an der apikalen Domine des GroEL bestimmte konformelle Anderung in der #quatorialen
Domine erfordert. Diese konformelle Anderung im Bereich der Nukleotidbindungs-stellen an der
dquatorialen Domine wird durch die Bindung von ATP hervorgerufen. Cheng et al., (1989);
Horwich et al., (1993); Zheng et al., (1993) haben berichtet, dass die Faltung von entfalteter oder
denaturierter humaner Ornithintranscarbamylase (OTC) sowohl in vitro als auch in vivo
Chaperonin-abhingig ist und dass dieses Enzym in Abwesenheit von GroEL aggregiert. Die
produktive Freisetzung des OTC von GroEL bendtigt MgATP und GroES.

Krystalstrukturanalysen am Wildtyp GroEL haben die Positionen von der Cysteinresten C138,
C458, und C519 bestimmt (Abb. 16) (Braig ef al., 1994). Aus der Abbildung 16 sieht man, dass
wiahrend C458 und C519 sich in der dquatorialen Domédne befinden, befindet sich das C138 ganz

nah zu der intermedidaren Domaéne.
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Abb. 16: GroEL-Untereinheit wobei die Positionen von C138, C458, und C519 in der

dquatorialen Domine (C458, C519) und in der intermedidren Domédne (C138) gezeigt werden

(Braig et al., 1994).

Die Krystalstruktur von E. coli GroEL mit gebundenem ATP-y-S an jeder der vierzehn
Untereinheiten des GroEL haben gezeigt, dass ATP-y-S an bestimmten Stellen in der dqua-
torialen Domine bindet und signifikante Anderungen in der Struktur der dquatorialen Doméne
bewirkt (Braig et al., 1994).

Wie in Problemstellung erwéhnt, war das Ziel der vorliegender Arbeit diese Konformations-
Anderungen in der GroEL-Struktur bei Substrat- bzw. Nukleotid-Bindung zu untersuchen. Nach
der Doppelmutation C138S/C519S besitzt das resultierende GroEL nur ein Cystein an der
Position 458. Verlaufen strukturelle Verdnderungen wihrend der Bindung und Hydrolyse von
Nukleotid bzw. Bindung und Freisetzung von Substrat bis zu diesem Cystein, sollten diese nach
chemischen Modifikation mit Spin-Labeln, die an dieser Cystein-Gruppe kovalent gebunden
sind, mit Hilfe der ESR-Spektroskopie nachweisbar werden. Die Mutanten bzw. die
modifizierten Mutanten sollten biochemisch charakterisiert werden. Zu dieser Charakterisie-rung
wurden ATPase-Aktivitits-Assays, Faltungs-Assays, ESR-spektroskopische Unter-suchungen,
und die Bestimmung der zuginglichen Nukleotidbindungsstellen durchgefiihrt.
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3.2.1 biochemische Charakterisierung von dmEL und deren Vergleich zum
wtEL

In diesem Kapitel werden die verschiedenen Ergebnisse beziiglich der:

1. ATPase-Aktivitit des dmEL in Ab- und Anwesenheit von ES.

2. Riickfaltung von denaturierter LDH in Ab- und Anwesenheit von ES in vitro.

3. Bestimmung der zugdnglichen Nukleotidbindungsstellen am dmEL in Ab- und Anwesen-heit
von ES, dargestellt und diskutiert. Zusétzlich werden diese Ergebnisse mit der am wtEL

experimentell beobachteten Ergebnissen verglichen.

3.2.1.1 Untersuchung der ATPase-Aktivitit von Chaperonin GroEL

Die Untersuchung der ATPase Aktivitit des dmEL bzw. wtEL erfolgte durch einen gekop-pelten
Enzymtest, coupled enzym assay (CEA), nach Vogel und Steinhardt (1976). Das Prin-zip dieses

Enzymtests griindet sich auf den folgenden drei Reaktionen:

EL
1. ATP =< = ADP + Pi
PK
2. ADP + PEP ATP + Pyruvat
+
3. Pyruvat + NADH + i =24 Lactat + NAD

Wobei: PK = Pyruvat-Kinase, und LDH = Lactatdehydrogenase.

In der ersten Reaktion, die von GroEL katalysiert wird, wird ATP zu ADP und Pi hydrolysiert
und in einem weiteren Schritt reagiert ADP mit Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat und ATP. Diese
Reaktion wird von der Pyruvat-Kinase (PK) katalysiert. Das entstandene Pyruvat rea-giert mit
NADH in einer Reaktion, die von Lactatdehydrogenase katalysiert wird. Es wird Lactat als
Hauptprodukt gebildet, wihrend NADH zu NAD" oxidiert wird. Die Extinktions-Abnahme des
NADH ist direkt proportional zu der katalytisch durch GroEL hydrolysierten Menge des ATP,
deshalb besteht die Mdglichkeit, diese hydrolysierte Menge von ATP und dessen Konzentration

in der Losung zu bestimmen, und zwar durch Verfolgung der NADH-
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Extinktionsabnahme mit einem UV-Spektrometer bei einer Wellenlinge von 334 nm der
Absorptionswellenldnge von NADH.

Eine genaue Beschreibung der ATP-Hydrolyse-Assays befindet sich im experimentellem Teil 5.3
dieser Arbeit. Die einzelnen Daten setzen sich aus mindestens zwei Versuchsreihen zusammen

und wurden gemittelt. Dabei werden auch die Fehlerbalken angegeben.

3.2.1.1.1 Bestimmung der ATPase-Aktivitit des dmEL

Die Abbildung 17a zeigt die ATPase-Aktivitit des dmEL bei 37 °C:

1. allein (nach Vorinkubation).

2. nach Vorinkubation mit 2 mM MgATP.

3. nach Vorinkubation mit 2 mM MgADP.

4. nach Vorinkubation mit 2 mM MgATP in Anwesenheit von 24 uM ES.

5. nach Vorinkubation mit 2 mM MgADP in Anwesenheit von 24 pM ES.
Abbildung 17a zeigt deutlich, dal die ATPase-Aktivitdit des dmEL nach Vorinkubation mit
Nukleotid oder mit Nukleotid in Anwesenheit von ES eine leichte Steigerung im Vergleich mit
der des dmEL allein zeigt.
Um den Effekt der Temperatur auf der ATP-Hydrolyse-Aktivitit besser zu verstehen, wurde der
Versuch unter gleichen Bedingungen, aber bei 30 °C durchgefiihrt (Abb. 17b).
Aus Abbildung 17b sieht man, dass die Senkung der Temperatur auf 30 °C eine leichte Sen-kung
der ATPase-Aktivitdt nach Vorinkubation mit:

1) 2 mM MgATP oder 2 mM MgADP.

2) 2 mM MgADP in Anwesenheit von 24 uM ES.
verursacht hat. Im Gegensatz dazu bleibt die ATPase-Aktivitdt im Falle des dmEL alleine und
nach Vorinkubation mit 2 mM MgATP in Anwesenheit von 24 pM ES im selben Bereich.
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Abb. 17: ATPase-Aktivitit des dmEL [12 uM] nach Vorinkubation allein und in Anwesen-heit

von:
I) 2 mM MgATP. 1I) 2 mM MgADP. III) 2 mM MgATP + 24 uM ES. IV) 2 mM MgADP  +
24 uM ES.

a: Die Messung aller Proben wurde bei 37 °C durchgefiihrt. b: Die Messung aller Proben wurde
bei 30 °C durchgefiihrt.

* Zuerst wurde dmEL mit Nukleotid oder Nukleotid und ES bei 30 °C vorinkubiert.
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In der Literatur wurde erwéhnt, dass das wtEL im Gegenwart von ES eine geringere ATP-
Hydrolyse zeigt (Viitanen et al., 1990; Langer et al., 1992; Chandrasekhar ef al., 1986; Gray &
Fersht, 1991; Jackson et al., 1993). Die experimentell beobachtete ATP-Hydrolyse des dmEL in
Gegenwart von ES hat keine signifikante Inhibierung gezeigt. Deshalb stand die Frage, ob
iiberhaupt das ES unter diesen Bedingungen an GroEL bindet. Um diese Frage zu beantworten
wurde die ATPase-Aktivitit des wtEL unter gleichen Bedingungen wie im Falle des dmEL
durchgefiihrt.

3.2.1.1.2 Bestimmung der ATPase-Aktivitit des wtEL

Die Abbildung 18a zeigt die ATPase-Aktivitit des wtEL nach Vorinkubation mit:

I) 2 mM MgATP. 1) 2 mM MgADP. III) 2 mM MgATP + 24 uM ES. IV) 2 mM MgADP +
24 uM ES im Vergleich mit der des wtEL allein bei 30 °C.

Wihrend die ATPase-Aktivitit des wtEL in Anwesenheit von MgADP leicht steigt, sinkt sie in
Gegenwart von ES auf etwa 76 % des wtEL-Wertes. Hier wird eine Inhibierung der ATPase-
Aktivitit durch ES festgestellt (Viitanen et al., 1990; Langer et al., 1992; Chand-rasekhar et al.,
1986; Gray & Fersht, 1991; Jackson et al., 1993). Bei Untersuchung der ATPase-Aktivitét bei
37 °C (Abb. 18b) sieht man eine leicht gesteigerte ATPase-Aktivitit in allen Féllen. Interessant
ist, dass die ATPase-Aktivitdt des wtEL nach Vorinkubation mit MgADP in Anwesenheit von
ES auch bei 37 °C auf 76 % des wtEL-Wertes sinkt. Diese experimentelle Beobachtung wurde
bereits von Guhr (2000) berichtet.
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Abb. 18: ATPase-Aktivitidt des wtEL [12 pM] b * Vorinkubation allein und in Anwesenheit
von:

I) 2 mM MgATP. 2) 2 mM MgADP. 3) 2 mM MgATP + 24 uM ES. 4) 2 mM MgADP + 24
uM ES.

a, Messtemperatur 30 °C. b, Messtemperatur 37 °C.

* Zuerst wurde dmEL mit Nukleotid oder Nukleotid und ES bei 30 °C vorinkubiert.

Die Untersuchungen zeigen, dass ES unter den verwendeten Bedingungen an wtEL bindet. Aus
den Untersuchungen geht nicht her vor, ob im Falle des dmEL keine ES-Bindung stattgefunden
hat, oder ob die Mutationen in Positionen 138 und 519 eine direkte Auswirkung auf die

Hydrolyseaktivitit des ELS-Komplexes hatte.
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3.2.1.2 Untersuchung der Chaperonin GroEL-unterstiitzten Riickfaltung von
LDH in vitro

Die charakteristische Eigenschaft des GroEL ist die Fahigkeit, anderen Proteine bei der Faltung
behilflich zu sein. Die in dieser Arbeit untersuchten Modifikationen an Mutanten sollten auf
diese Fidhigkeit untersucht werden. [In vivo konnen verschiedenen Proteine bzw. neu syn-
thetisierte Polypeptide ihre native Struktur nicht garantiert erreichen, deshalb haben mole-kularen
Chaperone (z.B. GroEL) sowohl bei physiologischen als auch unter Stressbedingun-gen eine
wichtige Rolle, ndmlich die Aggregation dieser Proteinen zu verhindern. Das GroEL kann den
nicht gefalteten Proteine helfen, ihre native Struktur erfolgreich zu erreichen oder im Falle der
neu synthetisierten Polypeptide, eine unproduktive Aggregation verhindern. Nach Schmidt et al.,
(1994) wird die Riickfaltung eines Substrates wie z.B. der Lactat-dehydrogenase (LDH) als
“permissive* bezeichnet, wenn das in vitro denaturierte Substrat seine native Struktur ganz oder
ein Anteil davon auch in Abwesenheit vom GroELS-System erreicht. Im Gegensatz dazu wird
die Riickfaltung eines denaturierten Substrates in vitro wie z.B. der Malatdehydrogenase als
“non-permissive bezeichnet, wenn dies seine native Struktur in Abwesenheit des GroELS-
Systems nicht erreichen kann.

Um das Verhiltnis des GroEL in Ab- und Anwesenheit von GroES bzw. verschiedenen
Adeninnukleotiden zu untersuchen, wurde die “permissive* Riickfaltung in vitro untersucht. Als
Substratprotein  wurde die Lactatdehydrogenase (LDH) aus Schweinemuskel (Boehringer

Mannheim) verwendet.

3.2.1.2.1 Bestimmung der dmEL-unterstiitzten Riickfaltung von LDH

Die Riickfaltungsaktivitit des GroEL in vifro wurde nach einem Assay von Riether (1996) und
Guhr (1996) untersucht. Dieser Faltungsassay griindet sich auf einer Methode nach Zettlmeisel
und Jaenicke (1979). Als Modellsubstrat fiir die Untersuchung wurde Lactatdehydrogenase
(LDH-My) verwendet.
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Das Prinzip dieses Assays griindet sich auf den folgenden zwei Reaktionen:

EL + A

LDH LDH
L. denaturiert riickgefaltet
+ +
2. Pyruvat + NADH + H "=2— [ actat + NAD

Wobei A = Nukleotid oder Nukleotid+ES

LDH-M, ist ein Protein, das unter “permissive” Bedingungen etwa 23 % seiner Ausgangs-
Aktivitit zuriickgewinnen kann. Das deutet darauf hin, dass 23 % des Proteins zu aktiven Protein
riickgefaltet wurden. Wenn diese Riickfaltung vom Chaperonin-System unterstiitzt wird, steigt
die Ausbeute der riickgefalteten LDH deutlich auf 65 % im Falle des wtEL und 42 % im Falle
des dmEL an. Die Menge an riickgefalteter LDH selbst kann nicht direkt bestimmt werden,
deshalb wurde die Aktivitét der riickgefalteten LDH photometrisch verfolgt, d.h. die Reaktion (2)
wurde als Mal} fiir die Riickfaltung betrachtet. Die NADH-Abnahme wurde bei 334 nm
photometrisch verfolgt. Diese NADH-Abnahme ist direkt proportional zu der Menge an
riickgefalteter LDH in der Losung. Als 100 %ige Aktivitit wird der NADH-Umsatz der gleichen
Menge nativer LDH betrachtet. Die genaue Vorschrift der Durchfiihrung findet sich im
experimentellen Teil unter 5.4 dieser Arbeit. Die einzelnen Daten aller Riickfaltungsversuche
setzen sich aus mindestens zwei Versuchen zusammen und wurden gemittelt. Die Schwankungen
der Messwerte betrugen etwa (£ 3 bis 5 %). Zuerst wurde die LDH in 6 M
Guanidiniumhydrochloridlosung (Gdn-HCl, pH 2,3/H3PO4) denaturiert und fiir 10 Minuten bei
25 °C inkubiert. Die genaue Durchfiihrung der Riickfaltung befindet sich in experimen-tellen
Teil unter 5.4 dieser Arbeit. In der Abbildung 19 wird die Chaperonin-unterstiitzte Riickfaltung
und auch die nicht Chaperonin-abhingige “spontanen‘ riickgefaltete LDH in Abhangigkeit von
der Zeit dargestellt. Ziel jedes Versuches war die Bestimmung der hochsten
Riickfaltungsaktivitdt des dmEL allein und auch in Anwesenheit von Nukleotiden bzw. von
Nukleotiden und ES.

Das Verhiltnis des ES zu EL war 2 : 1, die Konzentration von Nukleotid 2 mM. Die Tem-peratur
wurde wihrend allen Untersuchungen auf 25 °C festgehalten.

In allen Zeitverlaufskurven ist zu beobachten, dass die LDH-Aktivitdt ihr Maximum nach ca. 3-4

Stunden erreicht hat. Die Riickfaltung von LDH ist so weit wie moglich abgelaufen.
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Eine andere Beobachtung ist auch, dass das dmEL allein, in Abwesenheit von Nukleotiden,
nicht zu einer Riickfaltung von LDH fithren kann. Die Abbildung 19 deutet darauf hin, dass
wihrend die dmEL-unterstiitzte Riickfaltung von LDH in Anwesenheit von ADP oder ATP
geringer als die nicht Chaperonin-abhingige “spontane Riickfaltung von LDH ist, steigt sie in
Anwesenheit von ATP und ES auf 42 %. Das bedeutet, dass ES in Anwesenheit von ATP die
Freisetzung gefalteter LDH aus dem Hohlraum des GroEL verbessert, und das bedeutet eine
direkte Interaktion zwischen ES und EL. Im Gegensatz dazu wird das Substratprotein in

Anwesenheit von Nukleotid (ADP oder ATP) an GroEL gebunden aber schlecht freigesetzt.
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Abb. 19: Zeitverlaufskurven der %igen durch dmEL zuriickgefalteten LDH. Als 100%iger Ver-
gleichswert diente dabei die LDH-Aktivitit nativer LDH, die vorher nicht mit Gdn-HCl denaturiert
wurde. Die Bestimmung des 100% Wertes (0,28 uM LDH) wurde durch die Oxidation von NADH zu
NAD" und die Messung der Extinktionsabnahme bei €334 in 0,1 M NaH,PO,, 10 mM MgCl,, 10 mM KCl,
1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM ANP, pH 7,5/NaOH bei 25 °C durchgefiihrt. Die Denaturierung von
LDH erfolgte in 6 M Gdn-HCI (pH 2,3/H;PO,), die Riickfaltung in 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10
mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM ANP, 0,25 uM dmEL, 0,50 uM ES, pH 7,5/NaOH (Guhr,
1996).
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3.2.1.2.2 Bestimmung der wtEL-unterstiitzten Riickfaltung von LDH

In Abbildung 20 werden die Zeitverlaufskurven der durch wtEL unterstiitzten Riickfaltung von
LDH dargestellt. Hier sieht man einen deutlich unterschiedlichen Verlauf in Anwesenheit von
ES, wobei der Anteil riickgefalteter LDH deutlich hoher ist als der im Falle des dmEL in

Anwesenheit von ES.
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Abb.20: Zeitverlaufskurven LDH-Riickfaltung durch wtEL. Die genauen Bedingungen fiir diese
Versuche sind gleich wie unter Abbildung 19 beschrieben.

Die Untersuchungen zeigen, dass wtEL in Anwesenheit von ATP eine hohere Riickfal-
tungsaktivitit zeigt, als dmEL in Anwesenheit von ES und ATP. Deutlich ist aber, dass die
Mutation C138S/C519S einen Effekt auf die fiir Faltung notige Konformationsidnderungen

ausiibt.
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Abb. 21: Vergleich zwischen den dmEL bzw. wtEL beziiglich der % Riickfaltung von LDH in
Anwesenheit von ATP und ATP + ES. In der Abbildung wird auch die spontane Riickfaltung von
denaturierter LDH dargestellt.

Trotz des Unterschieds zwischen dmEL und wtEL in Bezug auf die Inhibierung der ATP-
Hydrolyse nach Zugabe von ES, wobei die Inhibierung nur bei wtEL deutlich war, ist aus
Abbildung 21 wohl klar, dass dmEL weniger Ausbeute an Teil gefalteten LDH in Anwesen-heit
von ES und ATP zeigt, als wtEL in Anwesenheit von ATP. Moglicherweise hat die
Doppelmutation C138S/C519S einen Effekt auf die fiir Substratfreisetzung notige Kon-

formationsdnderungen ausgeiibt.

3.2.1.3 Bindungsverhalten von C8-SL-ATP und Bestimmung der maxi-
malen Nukleotidbindungsstellen bei GroEL

Zur besseren Charakterisierung von dmEL wurden Bindungsstudien mit dem spinmarkierten
Adeninnukleotid C8-SL-ATP an dmEL durchgefiihrt. Zuerst wurde eine Eichgerade wie im
experimentellen Teil unter 5.8.1 dieser Arbeit beschrieben, hergestellt und danach wurde die
Titration in gleicher Weise in Anwesenheit von EL allein und auch in Anwesenheit von ES

durchgefiihrt.
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Zwischen der Konzentration des in Losung frei beweglichen SL-ATP und der Amplitude des
Hochfeldsignals besteht ein linear Zusammenhang, so dass direkt das molare Verhiltnis von an
GroEL gebundenen SL-ATP zu eingesetzten EL bestimmt werden kann. Wéhrend allen
Untersuchungen betrug die dmEL-Konzentration 12 pM.

3.2.1.3.1 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen bei dmEL allein

Die genaue Beschreibung der Durchfiihrung des Versuches findet sich im experimentellen Teil
unter 5.8.2 dieser Arbeit. In Abbildung 22 wird die Abhéngigkeit des gebundenen C-8-SL-ATP
von der Konzentration an freien C-8-SL-ATP im Falle des dmEL dargestellt. Von der Abbildung
22 ist deutlich zu sehen, dass es sich um eine sigmoidale Bindungskurve handelt. Die Abbildung
22 deutet darauf hin, dass etwa 15 Bindungsstellen des 14-mer dmEL besetzt werden und das
bedeutet, dass alle Bindungsstellen fiir das modifizierte C-8-SL-ATP zugénglich sind. Diese Zahl
der Bindungsstellen liegt ganz nah zu der Zahl der Bindungs-stellen, die schon von Erbse (1996),
Neuhofen (1997), Guhr (2000) bei wtEL gefunden wurden. Es ist also offensichtlich, dass die
Doppelmutation an den Stellen C138S bzw. C519S von GroEL zwar eine negative Kooperativitit
beziiglich der Bindung von ATP aber keinen Effekt auf die maximalen Zahl von zugénglichen

Nukleotidbindungsstellen verursacht hat.
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Abb. 22: Bindungskurve des C-8-SL-ATP an die Nukleotidbindungsstellen im dmEL in 50 mM Tris, 7
mM MgCl,, 10 mM KCI, pH 7,5 (HCI) bei 20 C°. Die dmEL-Konzentration betrug 12 pM, die
C8-SL-ATP-Konzentration zwischen 10,5 und 510 pM.
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3.2.1.3.2 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen bei dmEL in Anwesen-
heit von ES

Die genaue Beschreibung des Versuches findet sich im experimentellen Teil unter 5.8.3 dieser
Arbeit. Nach der Bestimmung der maximalen Nukleotidbindungsstellen bei dmEL war von
Interesse, diese Bestimmung in Anwesenheit von ES durchzufiihren, um eine deutliche Er-
kenntnisse des Effektes von ES auf die Nukleotidbindung an GroEL zu erhalten. Abbildung 23
zeigt die Abhédngigkeit des gebundenem C-8-SL-ATP von der Konzentration an freien
C-8-SL-ATP im Falle des dmEL in Anwesenheit von ES. Im Gegensatz zu der sigmoidalen
Bindungskurve des dmEL in Abwesenheit von ES, ist sie im Falle der Anwesenheit von ES nicht
sigmoidal. Die maximale zugéngliche Anzahl der Nukleotidbindungsstellen bleibt im selben
Bereich wie im Falle des dmEL in Abwesenheit von ES. Wie aus den Bindungskurven von
Abbildungen 22 und 23 hervorgeht, iibt ES einen Effekt auf dmEL aus, so dass die Bin-

dungskurve des dmEL nicht mehr sigmoidal ist. Das kann ein Hinweis sein, dass ES an dmEL

bindet.
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Abb. 23: Bindungskurve des C-8-SL-ATP an die Nukleotidbindungsstellen im dmEL in Anwesen-heit
von ES in 50 mM Tris, 7 mM MgCl,, 10 mM KCIl, pH 7,5 (HCI) bei 20 C°. Die dmEL-Konzentration
betrug 12 uM, die C8-SL-ATP-Konzentration zwischen 10,5 und 510 uM.
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3.2.1.3.3 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen bei wtEL

Dieser Versuch wurde wie im experimentellen Teil unter 5.8.6 dieser Arbeit beschrieben,
durchgefiihrt. Die Bindungskurve von C8-SL-ATP an wtEL (Abb. 24) unterscheidet sich von der
des dmEL (Abb. 22) in Bezug auf die Kooperativitét, wobei die Bindungskurve des wtEL kein
sigmoidales Verhalten im Vergleich zur Bindungskurve des dmEL allein zeigt. In Abbildung 24
wird deutlich, dass alle Bindungsstellen an wtEL fiir den SL-ATP zugénglich sind.

Data: Data1_B
Model: Hyperbl

Chi*2 = 210753
R*2 = 0.89508

C-8-SL-ATPgeb.,[uM]/WtEL[uM]

2(I)0 ' 3(I)0 ' 400
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Abb.24: Bindungskurve des C-8-SL-ATP an die Nukleotidbindungsstellen im wtEL in 50 mM Tris, 7
mM MgCl, 10 mM KCI, pH 7,5 (HCl) bei 20 C°. Die wtEL-Konzentration betrug 12 uM, die
C8-SL-ATP-Konzentration zwischen 10,5 und 510 pM.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass die biochemische Charakterisierung des dmEL und die
entsprechenden experimentell beobachteten Ergebnisse beziiglich der ATP-Hydrolyse, der
Riickfaltungsaktivitdt, und der Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen bei dmEL und deren
Vergleich zum wtEL, auf ein unterschiedliches Verhalten des Mutanten deuten. Dies ist am
deutlichsten am Nukleotidbindungsverhalten, aber auch bei der Riickfaltungseffektivitit und der

ATPase-Aktivitit zu bemerken. Allerdings zeigen die Experimente, dass ES am dmEL bindet.
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3.2.2 Chemische Modifizierung des Cys 458 mit verschiedenen Spin-Labeln

Zur Verwendung der biophysikalischen Methode ESR-Spektroskopie, um mdglichen Struk-
turverdnderungen in der Umgebung von C458 bei Nukleotid- bzw. Substratbindung zu
untersuchen, wurde das C458 mit drei verschiedenen Spin-Labeln (IAAT, MAL, und IOPI)
modifiziert. Die chemische Modifizierung des Cys458 wurde wie im experimentellen Teil unter
5.5 dieser Arbeit beschrieben, durchgefiihrt. Es wurden die Spinlabel IAAT, MAL, und IOPI
verwendet. Die mit Spin-Labeln modifizierten Mutanten dmEL-IAAT, dmEL-MAL, und dmEL-
IOPI wurden biochemisch charakterisiert und mit dem nicht modifizierten Doppelmutant dmEL

verglichen.

3.2.2.1 Charakterisierung des dmEL-IAAT

Zur Charakterisierung gehdrten die Bestimmungen der:
1. ATPase-Aktivitdt in Ab- und Anwesenheit von GroES.
2. Riickfaltung von denaturierter LDH in Ab- und Anwesenheit von GroES in vitro.
3. ESR-Untersuchungen.
1. zuginglichen Nukleotidbindungsstellen bei dmEL-IAAT in Ab- und Anwesenheit von
ES.

3.2.2.1.1 Bestimmung der ATPase-Aktivitit des dmEL-IAAT

Die genaue Beschreibung der Untersuchungen findet sich im experimentellen Teil unter 5.5.1
dieser Arbeit.

Die Abbildung 25a vergleicht die ATPase-Aktivitdit des dmEL-IAAT-SL (12 pM) nach
Vorinkubation allein und mit:

I) MgATP, 1) MgADP, III) MgATP + ES, IV) MgADP + ES, mit der des dmEL bei 30°C. Es
wird ersichtlich, dass trotz der chemischen Modifizierung des dmEL mit TAAT-SL seine
ATPase-Aktivitdt relativ konstant bleibt. Die Untersuchung wurde unter gleichen Bedingungen
auch bei 37°C durchgefiihrt (Abb. 25b). Man sieht hier, dass ein Effekt der ES-Bindung an
dmEL-IAAT nur schwach erkennbar ist.
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Abb.25: ATPase-Aktivitit des dmEL-IAAT-SL [12 uM] nach Vorinkubation allein und mit:

I) 2 mM MgATP. II) 2 mM MgADP. III) 2 mM MgATP + 24 uM ES . IV) 2 mM MgADP + 24
uM ES. a, bei 30 °C. b, bei 37 °C.

* Zuerst wurde dmEL-IAAT-SL mit Nukleotid oder Nukleotid und ES bei 30 °C vorinkubiert.

Wie aus der Abbildung 25 hervorgeht, hat die Vorinkubation des dmEL-IAAT mit MgADP eine
Steigerung der ATP-Hydrolyse Aktivitit verursacht, die aber nach Zugabe von GroES an dmEL-
IAAT leicht gesunken ist. Diese leichte Inhibierung der ATP-Hydrolyse in Anwesenheit von

GroES konnte deuten, dass ES mdglicherweise an das modifizierte dmEL bindet.
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3.2.2.1.2 Bestimmung der dmEL-IAAT-unterstiitzten Riickfaltung von

denaturierter LDH in vitro

Diese Untersuchungen wurden wie im experimentellen Teil unter 5.4 dieser Arbeit beschrie-ben,
durchgefiihrt.

Die Abb. 26 zeigt die Zeitverlaufskurven der durch dmEL-IAAT (0,25 uM) riickgefalteten LDH
(0,28 uM) in Anwesenheit von: I) 2 mM MgATP, II) 2 mM MgATP und 0,5 uM ES.

In der Abbildung 26 ist auch die nicht Chaperonin-abhédngige “spontane* Riickfaltung von LDH
dargestellt.

Aus der Abbildung 26 ist erkenntlich, dass die zuriickgewonnene LDH-Aktivitdt sowohl in
Abwesenheit als auch in Anwesenheit von ES und dem TAAT-modifizierten EL relativ weniger
als die nicht Chaperonin-abhdngige “spontane” Riickfaltung von LDH bleibt. Die
Untersuchungen zeigen, dass die Anwesenheit von ES wiéhrend der Chaperonin-unterstiitzten
Riickfaltung von LDH die Ausbeute an Teil zuriickgefalteter LDH im Vergleich zum dem Fall
in Abwesenheit von ES um 48 % erhoht hat. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der dmEL-
IAAT zwar LDH bindet, aber die Riickfaltung stark beeintrachtigt ist. Allerdings scheint die
Wechselwirkung zwischen dmEL und ES moglich zu sein.

In der Abbildung 27 wird das dmEL-IAAT zum Vergleich mit nicht spingelabelten dmEL
beziiglich der Riickfaltungsaktivitit in Ab- und Anwesenheit von ES dargestellt. Wie es aus der
Abbildung klar scheint, hat der dmEL nach Modifikation mit IAAT einen groBen Teil seiner
Riickfaltungsaktivitdt verloren. Mdglicherweise hat die Modifizierung des dmEL mit IAAT-SL
die Substratfreisetzung aus dem Hohlraum des dmEL blockiert, so dass weniger zurlickgefaltete

LDH in der Losung freigesetzt wurde.
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Abb.26: Zeitverlaufskurven der durch dmEL-TAAT zuriickgefalteter LDH. Als 100%iger Ver-
gleichswert diente dabei die LDH-Aktivitit nativer LDH, die vorher nicht mit Gdn-HCI denaturiert
wurde. Die Bestimmung des 100% Wertes (0,28 uM LDH) wurde durch die Oxidation von NADH zu
NAD" und die Messung der Extinktionsabnahme bei €334 in 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI,
1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM ANP, pH 7,5/NaOH bei 25 °C durchgefiihrt. Die Denaturierung von
LDH erfolgte in 6 M Gdn-HCI (pH 2,3/H;P0O,), die Riickfaltung in 0,1 M NaH,PO,, 10 mM MgCl,, 10
mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM ATP, 0,25 uM dmEL, 0,50 uM ES, pH 7,5/NaOH (Gubhr,
1996).
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Abb. 27: Vergleich zwischen dem dmEL-IAAT und nicht spingelabelten dmEL beziiglich der

Riickfaltung denaturierter LDH in vitro.
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3.2.2.1.3 ESR-spektroskopische Untersuchungen am Chaperonin GroEL

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass die Bindung von ATP an die dquatoriale Domine
des GroEL Konformationsédnderungen in seiner Struktur verursacht (z.B Saibil et al., 1996).
Diese konformellen Anderungen sind eine Voraussetzung fiir die Substratbindung an die apikale
Doméne des GroEL. Carlsson et al. 2000 konnten Wildtyp GroEL mit N-(1-oxyl-2,2,5,5-tetra-
methyl-3-pyrrolidinyl)iodoacetamide (IPSL) in Anwesenheit eines Substratpro-teins spinlabeln.
In ihren Untersuchungen wurden alle drei Cysteingruppen des Wildtyps GroEL C138, C458,
C519 mit Spin-Label IPSL modifiziert. ESR-Spektren von IPSL-GroEL allein und auch in
Anwesenheit von Substratprotein bei 20 °C zeigten fiir das gelabelte GroEL in Anwesenheit von
Substratprotein groBere Mobilitdt als beim IPSL-GroEL allein. Mit ihren Untersuchungen
wollten Carlsson ef al. mogliche unterschiedliche Mobilitdt im Bereich der
dquatorialen/intermedidren Domidne in Anwesenheit von Substratprotein im Vergleich zum
IPSL-GroEL allein zeigen. Die erhaltenen ESR-Spektren deuten darauf hin, dass die Cys-
teinreste im Bereich der dquatorialen/intermedidren Doméne mehr zugénglich fiir den IPSL in
Anwesenheit von Substratprotein geworden sind.

Trotz diesen Hinweisen auf Mobilitdt im Bereich der dquatorialen/intermedidren Doméne haben
Carlsson et al. in ithren Untersuchungen nicht nachweisen konnen, welche der modifizierten

Cyteinreste fiir die beobachtete Mobilitdtserhdhung verantwortlich waren.

3.2.2.1.3.1 Effekt von verschiedenen Nukleotiden bzw. ES auf die Konfor-
mation des dmEL-IAAT in Abwesenheit von Substratprotein

Alle Messproben (Tabelle 2 im experimentellen Teil unter 5.6.1.1 dieser Arbeit) wurden kurz vor
jeder ESR-Messung angesetzt. Eine genaue Beschreibung der Durchfiihrung findet sich im
experimentellen Teil unter 5.6.1.1 dieser Arbeit. Die gewiinschte Menge des dmEL-IAAT wurde
von -80 °C auf Eis iiberfiihrt. Nach Auftauen der Probe wurden 20 pl dmEL-IAAT in einer
Wilmad™—Quarzkapillare bei 25 °C im ESR vermessen. In weiteren ESR-Messungen wurden
jeweils unterschiedliche Nukleotide im An- und Abwesenheit von ES zugesetzt. Der kovalent

gebundene IAAT an dmEL liefert das ESR-Spektrum in Abbildung 28.
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Die Linienform des Spektrums ist typisch fiir immobilisierten Spinlabel. Die 2A,,-Aufspaltung
betrigt 65 G.

Auch nach Zugabe von: I) MgATP. IT) MgADP (Spektren in Abb. 29) waren keine Unterschiede
sichtbar in den ESR-Spektren. Die Zugabe von I) ES und MgATP, II) ES und MgADP (Spektren
in Abb. 30) deutet darauf hin, dass die Anwesenheit von ES einen Effekt auf ESR-Spektren hat.
Hier soll erwdhnt werden, dass die untersuchten Messproben fiir die ESR-Spektren in Abbildung
30 unabhingig waren, d.h. fiir jedes ESR-Spektrum wurde eine Probe von dmEL-IAAT (gleiche

Konzentration) verwendet.
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Abb. 28: ESR-Spektrum von 12 uM dmEL mit dem kovalent gebundenen IAAT-SL in 50 mM Tris, 7
mM MgCl, 10 mM KCl, pH 7,5 (HCI) bei 25 °C. A, A" Tief- und Hochfeldbereiche bei Signal-
verstirkung von 4x 10*, B, B": Tief- und Hochfeldbereiche bei hoherer Signalverstirkung (6,3 x 10°).
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Abb. 29: ESR-Spektren von 12 uM dmEL mit kovalent gebundenen IAAT-SL in Anwesen-heit
von :1) 2 mM MgATP. 2) 2 mM MgADP, in 50 mM Tris, 7 mM MgCl, 10 mM KCI, pH 7,5 (HCI)

bei 25 °C.
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Abb.30: ESR-Spektren von dmEL mit kovalent gebundenen 12 uM IAAT-SL in Anwesen-heit
von: 1) 24 uM ES + 2 mM MgATP, 2) 24 uM ES + 2 mM MgADP, in 50 mM Tris, 7 mM MgCl,,
10 mM KCl, pH 7,5 (HCI) bei 25 °C.
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Die Untersuchungen zeigen, dass die Zugabe von ES an dmEL-IAAT in Anwesenheit Nuk-leotid
einen Effekt auf das ESR-Spektrum ausiibt. Das heifit: eine ES-Bindung an dmEL-TAAT ist

moglich.

3.2.2.1.3.2 Effekt von verschiedenen Nukleotiden bzw. ES auf die Struktur des
dmEL-IAAT wihrend der Riickfaltung von denaturiertem Substratprotein
(LDH)

Die bisherige ESR-Messungen wurden in Abwesenheit von Substratprotein aufgenommen. Von
den dargestellten ESR-Spektren wurde nur im Falle der Zugabe von ES (Abb. 30) Hinweis auf
Konformationsédnderung beobachtet. Weissman et al., (1996) haben berichtet, dass die
Fluoreszenz-Spektren von GroEL in Komplex mit GroES in Anwesenheit von Substratprotein
deutliche strukturelle Verdnderung im Bereich der apikalen Doméne des cis-Rings von GroEL
durchlaufen und dass diese strukturelle Verdnderung von ATP-Bindung beeinflusst wird.

Daher war auch von Interesse, ESR-Untersuchungen in Anwesenheit von z. B. denaturierter
LDH als Substratprotein durchzufithren, um mdgliche Strukturverdnderungen bei der Sub-
stratbindung an die apikale Doméne des GroEL nachzuweisen.

Diese Untersuchung wurde wie im experimentellen Teil unter 5.6.1.2.2 dieser Arbeit be-
schrieben, durchgefiihrt. Da der NaH,PO4-Puffer DTT enthielt, war es von Interesse sicher-
zustellen, dass der DTT keinen Einfluss auf das Spektrum hat.

Abbildung 31 zeigt das Spektrum von dmEL-TAAT in Gegenwart von denaturierter LDH. In die
gleiche Messprobe wurden 2 mM MgATP dazugegeben und erneut gemessen. Wie aus der
Abbildung 31 hervorgeht, liefert die Zugabe von 2 mM MgATP an dmEL-IAAT in Gegenwart
von denaturierter LDH keinen Unterschied in dem ESR-Spektrum.
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Abb. 31: ESR-Spektren von 6,25 uM dmEL-IAAT in Anwesenheit von:
1) 7 uM LDH. 2) 7 uM LDH und nach Zugabe von 2 mM MgATP, in 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10
mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5 (NaOH) bei 25 °C.

In Abbildung 32 werden die Spektren von dmEL-IAAT in Anwesenheit von:

1. 50 mM MgATP und 7 uM LDH.

2. 12,5 uM ES + 50 mM MgATP + 7 uM LDH.
bei 25 °C gezeigt. Die Abbildung 32 zeigt deutlich, dass auch die Zugabe von ES an dmEL-
IAAT in Anwesenheit von LDH keinen Unterschied auf das ESR-Spektrum hat. Im Vergleich zu
der Abbildung 30, wobei einen Effekt von ES gesehen wurde, hat ES in diesem Fall keinen
Effekt auf das ESR-Spektrum gezeigt. Das konnte an der Anwesenheit von Substratprotein oder
auch DTT liegen. Das konnte bedeuten, dass das Substratprotein die ES-Bindung an dmEL-
IAAT gestort hat, oder dass die Ubertragung des Effektes der ES-Bindung auf das ESR-

Spektrum verdringt wurde.
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Abb.32: ESR-Spektren von 6,25 uM dmEL-IAAT-SL in Anwesenheit von:
1) 50 mM MgATP + 7 uM LDH. 2) 12,5 uM ES + 50 mM MgATP + 7 uM LDH.
in 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5 (NaOH) bei 25 °C.

Die Abbildung 33 zeigt das Spektrum von dmEL-IAAT in Anwesenheit von:

1) 50 mM MgADP + 7 uM LDH.

2) 12,5 uM ES + 7 uM LDH + 50 mM MgADP, und 3) nach Zugabe von 2 mM MgATP.

Im Gegensatz zu Abbildung 30, wobei ES einen Effekt auf dem ESR-Spektrum hat, sind die drei
ESR-Spektren (Abb. 33) sehr dhnlich und das deutet darauf hin, dass die Anwesenheit von ES
wiahrend der Riickfaltung von LDH zu keinen Effekt auf dem ESR-Spektrum gefiihrt hat. Diese
Bemerkung stimmt mit den erhaltenen Ergebnissen wéhrend der Riickfaltungs-Untersuchung im
Falle des dmEL-IAAT fiiberein, wobei keine wichtige Erhohung der Ausbeute an Teil gefalteter
LDH nach der Zugabe von ES bemerkt wurde. Eine mogliche Erklirung sind die
unterschiedliche Bedingungen zwischen den zwei Experimenten. Wihrend die Messproben fiir
die ESR-Spektren aus der Abbildung 30 moglichst schnell angesetzt und gemessen wurden (ca.
1 Minute), wurde fiir die Vorbereitung der Messproben fiir die ESR-Spektren in der Abbildung
32 mehr zeit gebraucht, um die Messproben von 1 ml auf 40 ul einzuengen. Aullerdem besteht
auch die Moglichkeit, dass die Anwesenheit von Substratprotein den Effekt der ES-Bindung an
dmEL-TAAT verdréngt hat, und deshalb wurde keinen Effekt auf das ESR-Spektrum bemerkt.
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Abb. 33: ESR-Spektren von 6,25 pM dmEL-IAAT in Anwesenheit von:

1) 50 mM MgADP + 7 uM LDH.
2) 12,5 uM ES + 50 mM MgADP + 7 uM LDH, und 3) nach Zugabe von 2 mM MgATP.
in 0,1 M NaH,PO,, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5 (NaOH) bei 25 °C.

Die Zugabe von MgATP nach der Aufnahme des Spektrums von dmEL-IAAT in Anwesen-heit
von ES, LDH, und ADP hat keinen Effekt auf das ESR-Spektrum gezeigt. Um den Effekt von ES
und Substratprotein auf die Konformation des dmEL-IAAT-Struktur in Anwesenheit von
Nukleotid zu untersuchen, wurde ESR-Spektrum von dmEL-IAAT in Anwesenheit von ES und
LDH aufgenommen, und danach wurde ein das Spektrum von dmEL-IAAT in Gegenwart von
ES und MgATP aber in Abwesenheit von LDH aufgenommen. Dabei wurden keine Unterschiede
zwischen den ESR-Spektren bemerkt.

Das gleiche Experiment in Gegenwart von ES und MgADP aber in Abwesenheit von LDH hat
dhnlichen ESR-Spektren gezeigt.

Da in allen ESR-Untersuchungen wéhrend der Chaperonin-unterstiitzten Riickfaltung von
denaturierter LDH keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen ESR-Spektren
beobachten wurden, war wichtig, den Effekt von GdnHCIl (Denaturierungreagenz, experi-
mentellen Teil unter 5. 4 dieser Arbeit) auf das dmEL bzw. auf dmEL/ES wihrend der

Inkubation zu ermitteln.
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Da bei den Experimenten mit denaturiertem Substratprotein GdnHCI als Denaturierungsreagenz
verwendet wurde, wurde Kontrolle durchgefiihrt, um den Effekt des GdnHCI auf die GroEL-
Struktur zu ermitteln. Dabei wurden 6,25 uM dmEL-IAAT-SL mit 55 mM GdnHCI (gleiche
Konzentration wie bei der Riickfaltungs-Untersuchung) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
vorinkubiert und das ESR-Spektrum aufgenommen (Abb. 34). Ebenso wurde das Spektrum von
dmEL-IAAT-SL in Anwesenheit von ES nach Vorinkubation mit 55 mM GdnHCI aufgenommen
(Abb. 34). Die Experimente zeigen, dass GdnHCI keinen Effekt unter diese Bedingung auf

Struktur des Proteins hat.
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Abb. 34: ESR-Spektren von 6,25 uM dmEL-IAAT nach Inkubation mit 55 mM GndHCI bzw. nach
Inkubation mit 55 mM GndHCI in Anwesenheit von 12,5 pM ES. Die Inkubationszeit war 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Der Puffer enthielt 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, pH 7,5 (NaOH) bei 25 °C.

3.2.2.1.4 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen bei dmEL-IAAT

Die Vorschrift der Durchfiihrung dieses Versuches findet sich im experimentellen Teil unter
5.8.4 dieser Arbeit. Fiir diese Untersuchung wurde der dmEL-IAAT-SL und CS8-SL-ATP

verwendet.
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Da die Amplitude des Hochfeldsignals des freien IAAT-SL die Bestimmung von freiem
C8-SL-ATP verfalscht, musste vorher zuerst eine Probe von dmEL-IAAT-SL ESR-gemessen
werden, um die Amplitude des Hochfeldsignals des freien IAAT-SL zu bestimmen und in
weiterem Schritt diese Amplitude von der Amplitude des Hochfeldsignals des freien
C8-SL-ATP in Anwesenheit von dmEL-IAAT-SL zu differenzieren. Die Bindungskurve in
Abbildung 35 deutet darauf hin, dass die maximale Zahl der zuginglichen Nukleotidbin-
dungsstellen auch nach der chemischen Modifizierung des dmEL mit IAAT-SL im selben
Bereich wie im Falle des nicht gelabelten dmEL bleibt (3.2.1.3.1).
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Abb. 35: Bindungskurve des C-8-SL- ATP an die Nukleotidbindungsstellen im dmEL-IAAT in 50 mM
Tris, 7 mM MgCl,, 10 mM KCI, pH 7,5 (HCI) bei 20 C°. Die dmEL-IAAT-Konzentration betrug
12 uM, die C8-SL-ATP-Konzentration zwischen 10,5 und 550 uM.

3.2.2.1.5 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen bei dmEL-IAAT in An-

wesenheit von ES

Dieser Versuch wurde genau wie im experimentellen Teil unter 5.8.5 dieser Arbeit beschrieben,
durchgefiihrt. Abbildung 36 zeigt die Bindungskurve von C-8-SL-ATP an dmEL-IAAT in
Anwesenheit von ES. Die maximale Anzahl besetzter Bindungsstellen ist entsprechend dem
Fall mit spingelabeltem dmEL in Abwesenheit von ES. Das Experiment zeigt, dass die ES-
Bindung an spingelabeltem dmEL die Nukleotidbindung nicht blockiert hat.
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Dieses Verhalten von ES stimmt mit den experimentell erhaltenen Ergebnisse bei der ATPase-
Aktivitats-Untersuchung am dmEL-IAAT nach Zugabe von ES {iberein, welche nur leichte

Inhibierung der ATP-Hydrolyse gezeigt haben.
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Abb.36: Bindungskurve des C-8-SL- ATP an die Nukleotidbindungsstellen im dmEL-IAAT in
Anwesenheit von 24 uM ES in 50 mM Tris, 7 mM MgCl,, 10 mM KCIl, pH 7,5 (HCl). Die dmEL-IAAT-
Konzentration betrug 12 uM, die C8-SL-ATP-Konzentration zwischen 20 und 510 pM bei 20°C.

Zusammenfassend kann erwdhnt werden, dass die verschiedenen Untersuchungen am modi-
fizierten mit IAAT-SL dmEL die folgenden Schliisse zulassen:

1) Die ATPase-Aktivitit des dmEL-IAAT sinkt auf 77 % des nicht spingelabelten dmEL-
Wertes.

2) Die Riickfaltung von denaturierter LDH in vitro zeigt, dass der dmEL-IAAT relativ
geringere Riickfaltungsaktivitdt im Vergleich zum nicht spingelabelten dmEL hat.

3) Die verschiedenen ESR-Untersuchungen am dmEL-IAAT in Anwesenheit von Sub-
stratprotein konnten keine strukturellen Verdnderungen im Bereich der modifizierter mit
IAAT-SL C458 nachweisen.

4) Die ESR-Spektren in Abwesenheit von LDH haben nur in einem Fall, nimlich in
Anwesenheit von ES und MgATP einen guten Effekt auf die ESR-Spektren gezeigt,

d. h. die Bindung von ES an GroEL beeinflusst Konformationsdnderung im Bereich

des C458.
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5) Die Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen bei dmEL-IAAT in Ab- und Anwesen-
heit von ES zeigt keine Inhibierung der fiir C8-SL-ATP zugénglichen Nukleotidbin-
dungsstellen. Das stimmt mit der experimentell beobachteten stabilen ATPase-Aktivitit
bei der ATP-Hydrolyse-Untersuchung im Falle des dmEL-IAAT in Gegenwart von ES
iiberein. Es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass ES wieder abdissoziiert und des-halb
sind alle Nukleotidbindungsstellen zuganglich.

3.2.2.2 Charakterisierung des dmEL-MAL-SL

Da der TAAT nicht ausreichende Informationen iiber die Konformationsanderungen im Bereich
des C458 geliefert hat, sollte der MAL-SL, der starrer als IAAT-SL ist, verwendet werden.

Wie schon zur Charakterisierung des dmEL-IAAT-SL, wurden zur Charakterisierung des dmEL-
MAL-SL die folgenden Untersuchungen durchgefiihrt:

Die ATPase-Aktivitit wurde in Ab- und Anwesenheit von GroES untersucht. Die Riickfaltung
von denaturierter LDH wurde in Ab- und Anwesenheit von GroES in vitro bestimmt. Zum

Schluss wurden die ESR-Untersuchungen am dmEL-MAL-SL durchgefiihrt.

3.2.2.2.1 Bestimmung der ATPase-Aktivitit des dmEL-MAL-SL

Die Vorschrift der Durchfiihrung dieser Untersuchung findet sich im experimentellen Teil unter
5.5.1 dieser Arbeit. Die Abbildung 37 vergleicht die ATPase-Aktivitit des dmEL-MAL-SL allein
und nach Vorinkubation mit:

1) 2 mM MgATP, 2) 2 mM MgADP, 3) 2 mM MgATP + 24 uM ES, 4) 2 mM MgADP + 24 uM
ES, mit der des dmEL bei 30°C. Die Abbildung 37 deutet darauf hin, dal die ATPase-Aktivitit
nach der Modifizierung mit MAL auf ca. 50 % der des dmEL sinkt.

Eine mogliche Erkldrung ist eine Storung der Struktur der Nukleotidbindungsstellen und da-
durch gestorte Konformationsiibertragung. Der Maleimid ist relativ starr und grofl im Vergleich
zu IAAT. Das kann bedeuten, dass durch die Modifizierung das ganze Proteinsystem auseinander

fallt.
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Abb. 37: ATPase-Aktivitit des dmEL-MAL-SL (12 uM) allein und nach Vorinkubation mit:

1) 2 mM MgATP. 2) 2 mM MgADP. 3) 2 mM MgATP + 24 uM ES. 4) 2 mM MgADP + 24 uM
ES bei 30°C.

* Zuerst wurde dmEL-MAL-SL mit Nukleotid oder Nukleotid und ES bei 30 °C vorinkubiert

3.2.2.2.2 Bestimmung der dmEL-MAL-SL-unterstiitzten Riickfaltung von

denaturierter LDH in vitro

Die Durchfiihrung der Riickfaltungs-Untersuchung findet sich im experimentellen Teil unter 5.4
dieser Arbeit. Die Abbildung 38 zeigt die durch dmEL-MAL-SL zuriickgewonnene LDH-
Aktivitdt in Anwesenheit von:

1) MgATP, 2) MgATP und ES, im Vergleich zur nicht Chaperonin-abhédngigen ‘“spontanen*
Riickfaltung von denaturierter LDH bei 25 °C.
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Abb. 38: Zeitverlaufskurven der durch dmEL-MAL-SL zuriickgefalteter LDH in Ab- und Anwesen-heit
von ES. Als 100%iger Vergleichswert diente dabei die LDH-Aktivitit nativer LDH, die vorher nicht mit
Gdn-HCI denaturiert wurde. Die Bestimmung des 100% Wertes (0,28 puM LDH) wurde durch die
Oxidation von NADH zu NAD" und die Messung der Extinktionsabnahme bei €334 in 0,1 M NaH,POy, 10
mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM ANP, pH 7,5/NaOH bei 25 °C durchgefiihrt.
Die Denaturierung von LDH erfolgte in 6 M Gdn-HCI1 (pH 2,3/H;PO,), die Riickfaltung in 0,1 M
NaH,PO,, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM ATP, 0,25 uM dmEL, 0,50 uM
ES, pH 7,5/NaOH (Guhr, 1996).

Wie aus der Abbildung 38 hervorgeht, hat der dmEL-MAL-SL in Anwesenheit von ATP
geringere Riickfaltungsaktivitit als die spontan zuriickgefaltete LDH. Nach der Zugabe von ES
ist die Ausbeute an Teil gefalteter LDH leicht gesteigert. Diese gesteigerte Ausbeute deutet
darauf hin, dass ES an dmEL-MAL bindet.

Zum Vergleich wurden die dmEL-MAL- und die dmEL-unterstiitzte Riickfaltung von LDH in
Ab- und Anwesenheit von ES dargestellt (Abb. 39). Die Abb. 39 deutet darauf hin, dass die
Modifizierung mit Maleimid zu geringeren Riickfaltungsaktivitit des dmEL gefiihrt hat. Es
scheint aber deutlich, dass GroES an dmEL-MAL bindet. Allerdings deutet die Erhhung der
Faltungsausbeute in Gegenwart von ES auf eine direkte Interaktion zwischen ES und EL hin.
Auch deuten die Faltungsexperimente darauf, dass durch die Modifikation mit MAL-SL keine

totale Dissoziation der Untereinheiten stattgefunden hat.
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Abb. 39: Vergleich zwischen dem dmEL-MAL und nicht spingelabelten dmEL beziiglich der
Riickfaltung von LDH in vitro.

3.2.2.2.3 Effekt von verschiedenen Nukleotiden bzw. ES auf die Kon-
formation des dmEL-MAL in Abwesenheit von denaturierter LDH

Nach der Modifizierung der verbliebenen Cysteingruppe C458 des dmEL mit MAL-SL wie unter
5.5 im experimentellen Teil dieser Arbeit beschrieben, wurde die Bindung von MAL-SL an
dmEL gepriift, ob er kovalent gebunden ist. Dabei wurde eine Messprobe ESR-gemessen und in
weiterem Schritt mit Hilfe einer Centricon 30 bei 4 °C mit ESR-Puffer gewaschen,
aufkonzentriert, und erneut zum ESR-messen gebracht (Abb. 40). Das ESR-Spektrum des dmEL-
MAL deutet darauf hin, dass der Maleimid kovalent an dmEL bindet. Es wurde auch ermittelt, ob
die Zugabe von Nukleotid an dmEL-MAL die Bindung von MAL beeinflusst. Deshalb wurde
eine Probe des dmEL-MAL-SL nach Zugabe von 2 mM MgADP ESR-spektroskopisch
untersucht, in ESR-Puffer bei Centricon 30 bei 4 °C drei mal mit ESR-Puffer gewaschen,
aufkonzentriert, und erneut ESR-spektroskopisch untersucht (Abb. 40).

Wie aus Abb. 40 zu sehen ist, waren die zwei Spektren (sowohl vor als auch nach Aufarbeitung

der Messprobe in Centricon 30) sehr dhnlich.
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Abb. 40: ESR-Spektren von 12 uM dmEL-MAL-SL mit 2 mM MgADP vor und nach Aufarbeitung mit
ESR-Puffer (50 mM Tris, 7 mM MgCl,, 10 mM KCIl, pH 7,5/HCI) bei Centricon 30 und 25 °C.

In der Abbildung 41 werden die Spektren von dmEL-MAL allein und in Anwesenheit von:

1) MgATP, 2) MgATP + ES, gezeigt. Es ist kein Unterschied zwischen den drei Spektren zu
sehen, sowohl vor als auch nach der Zugabe von Nukleotiden in Ab- und Anwesenheit von ES.
Anscheinend wurde die Konformationsiibertragung nach Modifizierung mit MAL-SL gestort,
und deshalb ist unmoglich den Effekt nach der Zugabe von Nukleotid und ES zu bemerken.

Die Abbildung 42 zeigt die Spektren von dmEL-MAL-SL in Anwesenheit von:

1) MgADP, 2) MgADP und ES. Auch hier hat die Zugabe von ADP oder ADP in Anwesenheit
von ES keinen Effekt auf den ESR-Spektren gezeigt.
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Abb. 41: ESR-Spektren von 12 uM dmEL-MAL-SL allein und in Anwesenheit von:
1) 2 mM MgATP, 2) 2 mM MgATP und 24 uM ES, in 50 mM Tris, 7 mM MgCl,, 10 mM KCl,
pH 7.5 (HCI) bei 25 °C.
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Abb. 42: ESR-Spektren von 12 uM dmEL-MAL-SL allein und in Anwesenheit von:
1) 2 mM MgADP, 2) 2 mM ADP und 12 uM ES, in 50 mM Tris, 7 mM MgCl,, 10 mM KCl,
pH 7,5 (HCI) bei 25 °C.
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Die Spektren des dmEL in Anwesenheit von:
1) ES und MgATP, oder 2) ES und MgADP, in Abbildung 43 zeigen eine leichte Erhéhung der
Mobilitdt des kovalent gebundenen MAL-SL an dmEL, was durch eine Konformationsédnderung

wihrend der Ausbildung des EL/ES-Komplexes verursacht werden konnte.
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Abb. 43: ESR-Spektren von 12 pM dmEL-MAL-SL in Anwesenheit von:
1) 24 uM ES, 2) 24 uM ES und 2 mM MgATP, 3) 24 uM ES und 2 mM MgADP, in 50 mM
Tris, 7mM MgCl, 10 mM KCl, pH 7,5 (HCI) bei 25 °C.

Die entsprechende ESR-Spektren des dmEL-MAL in Gegenwart von 1) MgATP, 2) MgADP, 3)
MgAMP, oder 4) MgAMPPNP haben keinen Unterschied gezeigt.
Zusammenfassend kann erwdhnt werden, dass die verschiedenen Untersuchungen am modifi-
zierten mit MAL-SL dmEL die folgenden Schliisse zulassen:
1. Die ATPase-Aktivitit des dmEL-MAL sinkt stark auf 50 % des nicht spingelabellten
dmEL-Wertes.
2. Die Riickfaltung von denaturierter LDH in vitro zeigt, dass der dmEL-MAL geringere
Riickfaltungsaktivitdt als der nicht spingelabelten dmEL hat, allerdings zeigen die
Experimente eine direkte Interaktion zwischen ES und dmEL-MAL.
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3. Die verschiedenen ESR-Untersuchungen am dmEL-MAL haben sowohl in Anwesenheit
von Nukleotiden als auch in Anwesenheit von Nukleotiden und ES keine signifikanten
Hinweise auf strukturellen Verdnderungen im Bereich der modifizierter mit MAL-SL

C458 bewiesen.

3.2.2.3 Charakterisierung des dmEL-IOPI-SL

Da die Experimente mit IAAT- und MAL-SL nicht ausreichende Informationen iiber die
Konformationsédnderungen im Bereich des C458 geliefert haben, sollte der [OPI-SL wegen seiner
rigideren Bindung als IAAT-SL verwendet werden. Fiir die Charakterisierung des dmEL-IOPI
wurden die folgenden Untersuchungen durchgefiihrt:

1) Die ATPase-Aktivitdt in Ab- und Anwesenheit von GroES.

2) Die Riickfaltung von denaturierter LDH in Ab- und Anwesenheit von GroES in vitro.

Und schlieBlich die ESR-Untersuchungen in Ab- und Anwesenheit von Substratprotein.

3.2.2.3.1 Bestimmung der ATPase-Aktivitit des dmEL-IOPI

Die ATPase-Aktivitdit wurde genau wie im experimentellen Teil unter 5.5.1 dieser Arbeit
beschrieben, durchgefiihrt.

Die Abbildung 44a vergleicht die ATPase-Aktivitit des dmEL-IOPI allein und nach Vorin-
kubation mit:

1) MgATP, 2) MgADP, 3) MgATP + ES, 4) MgADP + ES, mit der des dmEL bei 37 °C, und die
Abbildung 44b zeigt die gleichen Untersuchungen wie Abbildung 44a aber bei 30 °C. In
Abbildung 44a sieht man, dass die Modifizierung des dmEL mit IOPI-SL einen sehr deut-lichen
Effekt auf die ATPase-Aktivitit hat, so dass die ATPase-Aktivitit des dmEL-IOPI bei 37 °C in
allen Fillen und besonders nach Vorinkubation mit Nukleotid in Anwesenheit von ES um 100%
der ATPase-Aktivitdt des dmEL steigert.

Die Durchfiihrung des ATPase-Aktivitit-Assays unter gleichen Bedingungen aber bei 30 °C
(Abb. 44b) zeigt eine Aktivitit, die im selben Bereich des dmEL-Wertes liegt. Diese gesteigerte
ATPase-Aktivitdit des dmEL-IOPI-SL bei 37 °C kann nur an der Erh6hung der
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Temperatur und in Zusammenhang mit IOPI liegen. Eine mogliche Erklarung fiir diese

auBBergewohnliche gesteigerte ATPase-Aktivitit bei 37 °C ist eine Verfidlschung der Bestimmung

von hydrolysierten Menge ATP unter diesen Bedingungen.
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Abb. 44a: ATPase-Aktivitit des dmEL-IOPI-SL (12 uM) allein und nach Vorinkubation mit: 1)

2 mM MgATP, 2) 2 mM MgADP, 3)2 mM MgATP
24 uM ES bei 37 °C.
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Abb. 44b: ATPase-Aktivitit des dmEL-IOPI-SL (12 uM) allein und nach Vorinkubation mit: 1)
2 mM MgATP, 2) 2 mM MgADP, 3)2 mM MgATP + 24 uM ES, 4) 2 mM MgADP + 24 uM
ES bei 30 °C.

Interessant ist die ATPase-Aktivitit des dmEL-IOPI bei 30 °C, welche nur leicht iiber der des
dmEL steigert. Anscheinend hat der IOPI keine Storung fiir die ATP-Bindung bei 30 °C

verursacht.

3.2.23.2 Bestimmung der dmEL-IOPI-unterstiitzten Riickfaltung von

denaturierter LDH in vitro

Die Untersuchung wurde wie im experimentellen Teil unter 5.4 dieser Arbeit beschrieben,
durchgefiihrt. Die Abb. 45 zeigt die Zeitverlaufskurven der durch dmEL-IOPI riickgefalteter
LDH in Anwesenheit von: 1) MgATP, 2) MgATP und ES, im Vergleich zum dmEL-IOPI allein
und der nicht Chaperonin-abhingigen “spontanen® zuriickgefalteter LDH bei 25 °C.
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Abb.45: Zeitverlaufskurven der durch dmEL-IOPI-SL zuriickgefalteter LDH in Ab- und Anwesenheit
von ES. Als 100%iger Vergleichswert diente dabei die LDH-Aktivitat nativer LDH, die vorher nicht mit
Gdn-HCI denaturiert wurde. Die Bestimmung des 100% Wertes (0,28 uM LDH) wurde durch die
Oxidation von NADH zu NAD" und die Messung der Extinktionsabnahme bei €334 in 0,1 M NaH,POy,,
10 mM MgCl,, 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM ANP, pH 7,5/NaOH bei 25 °C
durchgefiihrt. Die Denaturierung von LDH erfolgte in 6 M Gdn-HCI (pH 2,3/H;PQ,), die Riickfaltung in
0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM ATP, 0,25 uM dmEL,
0,50 uM ES, pH 7,5/NaOH (Guhr, 1996).

Aus der Abb. 45 scheint deutlich, dass der dmEL-IOPI in Anwesenheit von ATP sehr niedrige
Riickfaltungsaktivitdt hat. Nach der Zugabe von ES zeigt dmEL-IOPI eine hohere Riick-
faltungsaktivitdt im Vergleich zum dmEL-IOPI in Abwesenheit von ES. Das deutet darauf hin,
dass ES doch an dmEL-IOPI bindet.

Die Abbildung 46 vergleicht die Riickfaltungsaktivitit des dmEL-IOPI mit der des nicht
gelabelten dmEL. Man sieht, dass die durch dmEL-IOPI zuriickgefaltete LDH sowohl in Ab- als
auch in Anwesenheit von ES relativ geringer ist als die durch den nicht gelabelten dmEL
zuriickgefaltete LDH. Mdoglicherweise hat der IOPI die Freisetzung von Substratprotein aus dem
Hohlraum des GroEL blockiert. Betrachtet man sich die beobachtete ATP-Hydrolyse von IOPI-
SL bei 30 °C und die relativ geringere Ausbeute an Teil zuriickgefalteter LDH, so ist
anzunehmen, dass die ATP-Hydrolyse und die Faltung abgekoppelt erfolgen.
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Abb. 46: Vergleich zwischen dmEL-IOPI und nicht spingelabelten dmEL beziiglich der Riickfaltung von

denaturierter LDH.

3.2.2.3.3 Effekt von verschiedenen Nukleotiden bzw. ES auf die Konfor-
mation des dmEL-IOPI in Abwesenheit von Substratprotein LDH

Nachdem es keine signifikanten Unterschiede zwischen den ESR-Spektren bei Zugabe von
verschiedenen Nukleotiden in Ab- und Anwesenheit von ES wéhrend den Untersuchungen an
dmEL-IAAT bzw. dmEL-MAL bemerkt wurden, sollten dhnliche Untersuchungen mit Mo-
difikation des dmEL mit IOPI-SL durchgefiihrt werden. Wegen seiner rigiden Bindung des
Molekiils sollten keine Storungen wihrend der Verwendung von IOPI-SL auftreten. Die Mo-
difizierung der verbliebenen Cysteingruppe C458 mit IOPI wurde wie im experimentellen Teil
unter 5.5 dieser Arbeit beschrieben, durchgefiihrt. In Abbildung 47 wird das Spektrum von
kovalent gebundenem IOPI-SL mit dmEL dargestellt. Die 2A,,-Aufspaltung des Signals betragt
66 G.

In Abbildung 48 werden die Spektren von dmEL-IOPI-SL alleine und nach Zugabe von :

1) MgATP, 2) MgADP, 3) MgATP und ES, 4) MgADP und ES, dargestellt. Es wurden keine
Unterschiede zwischen den ESR-Spektren sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit von ES
beobachtet. Moglicherweise wurde die Konformationsiibertragung nach der Modifikation mit

IOPI-SL gestort.
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Abb. 47: ESR-Spektrum von 12 uM dmEL-IOPI-SL in Vergleich mit dem des freien IOPI-SL

in 50 mM Tris, 7 mM MgCl,, 10 mM KCI, pH 7,5 (HCI) bei 25 °C.
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Abb. 48: ESR-Spektren von 12 uM dmEL-IOPI-SL allein und in Anwesenheit von:
1) 2 mM MgATP, 2) 2 mM MgADP, 3) 2 mM MgATP und 24 uM ES, 4) 2 mM MgADP und 24

uM ES, in 50 mM Tris, 7 mM MgCl,, 10 mM KCI, pH 7,5 (HCI) bei 25 °C.
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3.2.2.3.4 Effekt von verschiedenen Nukleotiden bzw. ES auf die Konfor-
mation des dmEL-IOPI in Anwesenheit von denaturierter Substratprotein

LDH in vitro

Die letzte Aufgabe dieser Arbeit war die Durchfiihrung von Riickfaltungs-Assays mit denatu-
rierter LDH und Verwendung von dmEL-IOPI in Anwesenheit von verschiedenen Nukleo-tiden
und ES und die Aufnahme der entsprechenden ESR-Spektren, um moglichen struktu-rellen
Veridnderungen im Bereich der modifizierter mit IOPI-SL C458 nachzuweisen.

Es ist wichtig hier zu erwihnen, dass die Aufnahme von ESR-Spektren in zwei verschiedenen
Zeitpunkte des Riickfaltungsprozesses durchgefiihrt wurden und zwar mit Ansatz zweier
unabhingigen Riickfaltungs-Assays, wobei bei dem ersten die ESR-Spektren erst nach Been-
digung des Riickfaltungsprozesses (also nachdem die zuriickgewonnene LDH-Aktivitdt ihr
Maximum erreicht hat), aufgenommen wurden (siehe auch experimentellen Teil unter 5.6.1.2.1
dieser Arbeit).

Bei dem zweiten Riickfaltungs-Assay wurden die ESR-Spektren bevor die zuriickgewonnene
LDH-AKktivitdt ihr halbmaximum erreicht hat (siche auch experimentellen Teil unter 5.6.1.2.1

dieser Arbeit).

3.2.2.3.4.1 ESR-Spektren des dmEL-IOPI-SL nach Beendigung der Chape-

ronin-unterstiitzten Riickfaltung von denaturierter LDH

die Abbildung 49 zeigt die ESR-Spektren von dmEL-IOPI-SL in Anwesenheit von:
1. 2 mM MgATP und 0,28 uM LDH (Spektrum A fiir verdiinnte Probe und Spektrum B
nach Aufkonzentrierung der selben Probe).
2. 2 mM MgATP und 0,5 pM ES in Anwesenheit von 0,28 uM LDH (Spektrum C fiir
verdiinnte Probe und Spektrum D nach Aufkonzentrierung der selben Probe).
nach Beendigung der Riickfaltung von LDH (Spektren A und C in Abb. 49) und nach Auf-
konzentrierung der Messproben mit Hilfe einer Centricon 30 bei 4 °C (Spektren B und D in

Abb. 49).
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Aus der Abbildung 49 wurden keine Unterschiede zwischen den ESR-Spektren A und C oder B
und D im Vergleich bemerkt.

Trotz der beobachteten gesteigerten Ausbeute an Teil zuriickgefalteter LDH in Anwesenheit von
ES (Abb. 45 und 46) wurden keine Hinweise auf strukturellen Verdnderungen aus den erhaltenen

ESR-Spektren (Abb. 49) bemerkt.
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Abb. 49: ESR-Spektren von dmEL-IOPI-SL in Anwesenheit von:

1) 2 mM MgATP und 0,28 uM LDH (Spektrum A fiir verdiinnte Probe und Spektrum B fiir konzentrierte
Probe).

2) 2 mM MgATP und 0,5 uM ES in Anwesenheit von 0,28 uM LDH (Spektrum C fiir verdiinnte Probe
und Spektrum D fiir konzentrierte Probe).

Der Puffer enthielt: 0,1 M NaH,PO,, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM ATP,
pH 7,5/NaOH . Die Messtemperatur war 25 °C.

A: 0,25 uM dmEL-IOPI-SL+ 2 mM ATP + 0,28 uM LDH (verdiinnte Probe).

B: 4,4 uM dmEL-IOPI-SL + 35 mM ATP + 4,9 uM LDH (konzentrierte Probe).

C: 0,25 pM dmEL-IOPI-SL + 0,5 uM ES + 2 mM ATP + 0,28 uM LDH (verdiinnte Probe).

D: 4,4 uM dmEL-IOPI-SL + 8,8 uM ES + 35 mM ATP + 4,9 uM LDH (konzentrierte Probe).
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3.2.2.3.4.2 ESR-Spektren des dmEL-IOPI-SL. wihrend der Chaperonin-

unterstiitzten Riickfaltung von denaturierter LDH

Zuerst wurde der Effekt der Zugabe von 7 uM LDH an dmEL-IOPI in Abwesenheit von Nuk-
leotid oder ES untersucht (Abb. 50). Da wurde keinen Unterschied zwischen den beiden ESR-
Spektren gefunden und d.h. LDH bindet nicht an dmEL in Abwesenheit von Nukleotid oder
Nukleotid und ES. Es kann auch bedeuten, dass die Bindung von LDH an dmEL-IOPI keinen
Effekt auf das ESR-Spektrum austibt.
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Abb. 50: ESR-Spektrum von 6,25 uM dmEL-IOPI in Anwesenheit von 7 uM LDH ohne weiteren Zusatz
im Vergleich zu dem des dmEL-IOPI allein 6,25 uM in 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10 mM KCl,
1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5/NaOH bei 25 °C.

Die Zugabe von LDH an dmEL-IOPI in Anwesenheit von MgADP liefert aber keine signifi-
kante Verdnderung auf das ESR-Spektren des dmEL-IOPI (Abb. 51).
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Abb. 51: ESR-Spektren von 6,25 pM dmEL-IOPI in Anwesenheit von:
1. 50 mM MgADP und 7 uM LDH. 2. 7 uM LDH, in 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,,10 mM
KCL 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5/NaOH bei 25 °C.

In Abbildung 52 werden die ESR-Spektren von dmEL-IOPI in Anwesenheit von:
1) ES und LDH, 2) ES und MgADP in Anwesenheit von LDH, 3) ES und MgADP in
Anwesenheit von LDH und Zugabe von MgATP, dargestellt.
Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um den Effekt des ES auf die Konformation des dmEL-
IOPI in Anwesenheit von Nukleotid und Substratprotein (LDH) zu untersuchen. Die ESR-
Spektren aus Abbildung 52 zeigen keinen Unterschied. Eine mdgliche Erkldrung ist eine gestorte
Konformationsiibertragung oder keine Konformationsdnderung im Bereich des C458.
Die Abbildung 53 zeigt die ESR-Spektren von dmEL-IOPI in Anwesenheit von:

1. ESund MgATP in Gegenwart von LDH.

2. MgATP und LDH.
Die Zugabe von ES hat keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden ESR-Spektren

gezeigt.
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Abb. 52: ESR-Spektren von 6,25 uM dmEL-IOPI in Anwesenheit von:

1. 12,5 uM ES und 7 uM LDH.
2. 12,5 uM ES und 50 mM MgADP in Anwesenheit von 7 uM LDH.
3. 12,5 pM ES und 50 mM MgADP ind Anwesenheit von 7 uM LDH und Zugabe von 2 mM

MgATP.
in 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5/NaOH bei 25 °C.
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Abb. 53: ESR-Spektren von 6,25 uM dmEL-IOPI in Anwesenheit von:
1. 50 mM MgATP und 7 uM LDH.
2. 12,5 uM ES und 50 mM MgATP in Anwesenheit von 7 uM LDH.
in 0,1 M NaH,PO4, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5/NaOH bei

25 °C.
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In der Literatur wurde erwéhnt, dass GroEL im Komplex mit AMPPNP einem nicht hydro-
lysierbaren Analog des ATP in Anwesenheit von GroES und Substratprotein im cis-Ring des
GroEL bezogen auf GroES eine Struktur, die zwischen der Struktur des Komplexes GroEL/ADP
und des Komplexes GroEL/ATP liegt, bildet. Wahrend der obere Ring der GroEL/AMPPNP-
Struktur dhnlich mit dem GroEL/ADP-Komplex ist, scheint der untere Ring der Struktur dhnlich
mit GroEL/ATP-Komplex zu sein (Saibil et al., 1996).

Die Abbildung 54 zeigt die ESR-Spektren von dmEL-IOPI in Anwesenheit von:

1) MgAMPPNP und LDH.

2) ES, MgAMPPNP, und LDH.

sowie nach der Zugabe von 2 mM MgATP.

A gttt AELIOPHESHAMPPNPLDH

\
/

dmEL-IOPHAMPPNP+LDH

nach Zugabe von ATP auf
dmEL-IOPHES+AMPPNP+LDH
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Abb. 54: ESR-Spektren von 6,25 pM dmEL-IOPI in Anwesenheit von:

1. 50 mM MgAMPPNP und 7 uM LDH.
2. 12,5 uM ES, 50 mM MgAMPPNP, 7 uM LDH und nach Zugabe von 2 mM MgATP.
in 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5/NaOH bei 25 °C.

Die ESR-Spektren aus der Abbildung 54 deuten darauf hin, dass sowohl die Zugabe von ES als
auch von ATP an dmEL-IOPI in Anwesenheit von AMPPNP keinen Unterschied zwischen den
ESR-Spektren verursacht hat.

Eine zusitzliche Kontrolle zur Konformationsénderung wihrend der ATP-Bindung an dmEL
wurde mit Hilfe ATP-y-S, ebenfalls ein nicht hydrolysierbares Analogen des ATP, durchgefiihrt
(Abb. 55). Dabei wurden auch keine Unterschiede in ESR-Spektren beobachtet.
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Aus den Abbildungen 54 und 55 wird sichergestellt, dass die ESR-Spektren mit AMPPNP sehr
dhnlich zu den mit ATP-y-S sind. Der Vergleich dieser ESR-Spektren aus Abbildungen 54 und
55 mit den Spektren aus Abbildung 53 zeigt keinen Unterschied, der durch mogliche Hydrolyse

des ATP nach der Bindung an dmEL verursacht werden konnte.
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Abb. 55: ESR-Spektren von 6,25 uM dmEL-IOPI in Anwesenheit von:
1) 50 mM MgATP-y-S, 7 uM LDH. 2) 12,5 uM ES, 50 mM MgATP-y-S, 7 uM LDH, in 0,1 M
NaH,PO,4, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5/NaOH bei 25 °C.

Die Daten aus der ESR-Spektren in Abbildungen 53, 54, und 55 deuten darauf hin, dass es keine
Hinweise auf strukturellen Verdnderungen wéhrend der ATP-Bindung an die &dquatorialen
Domine des dmEL-IOPI gibt. Wie aus allen ESR-Untersuchungen am dmEL-IOPI wéhrend der
Riickfaltung von LDH hervorgeht, wurden keine Hinweise auf strukturellen Verdnderungen
innerhalb des modifizierten mit IOPI-SL dmEL in Anwesenheit von LDH als Substratprotein
gefunden.
Zusammenfassend kann erwédhnt werden, dass die verschiedenen Untersuchungen am modifi-
zierten mit [OPI dmEL die folgenden Schliisse zulassen:

1. Die ATPase-Aktivitit des dmEL-IOPI steigert leicht bei 30 °C im Vergleich zum nicht

spingelabellten dmEL aber sie steigert auBergewohnlich bei 37 °C.
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2. Die Riickfaltung von denaturierter LDH in vitro deutet darauf hin, dass der dmEL-IOPI
relativ geringere Riickfaltungsaktivitidt im Vergleich zum nicht spingelabelten dmEL hat.

3. Die verschiedenen ESR-Untersuchungen am dmEL-IOPI sowohl in Ab- als auch in
Anwesenheit von Substratproetin haben keine Hinweise auf strukturellen Verdnderungen

im Bereich der modifizierten mit IOPI C458 nachgewiesen.
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4 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegender Arbeit war es, ndhere Informationen iiber den Zusammenhang
zwischen den Konformationsédnderungen des Chaperonin-GroEL/ES-Systems und den einzelnen
Schritten im Faltungsprozess zu erhalten. Dabei wurde die ESR-Spektroskopie als kon-
formationssensitive Methode eingesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Doppelmutant GroEL C138S/C519S, der nur noch in
Position 458 jeder Untereinheit ein einzelnes Cystein enthélt, mit drei verschiedenen thiol-
spezifischen Spin-Labeln, ndmlich 4-(3-Iodo-acetamido)-2,2,6,6- tetramethyl-piperidin-1-oxyl
(IAAT), 4-Maleimido-2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinoxyl ~(MAL) und  4-(3-Iodo-2—
oxopropyliden-1)-2,2,3,5,5— pentamethyl-[d;s]- imidazolidin-1-oxyl (IOPI) modifiziert und
untersucht.

Um genaue Aussagen flir die nun modifizierten Mutanten dmEL-IAAT, dmEL-MAL und dmEL-
IOPI zu machen, wurden diese biochemisch charakterisiert und mit dem nicht spin-gelabeltem
Doppelmutant GroEL (dmEL) und dem Wildtyp GroEL (wtEL) verglichen.

Die biochemische Charakterisierung des nicht spingelabeltem dmEL und der modifizierten
Mutanten erfolgte durch die Bestimmung von ATPase-Aktivitdt und Riickfaltungsaktivitat.
Zusitzlich wurde die Umgebung der kovalent eingebrachten Spin-Labeln (IAAT, MAL, IOPI) in
Gegenwart und Abwesenheit von GroES und Substratproteins untersucht.

Die verschiedenen Untersuchungen am dmEL und die entsprechenden experimentell erhalte-nen
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die ATPase-Aktivitdt des nicht spingelabelten dmEL leicht
hoher als die des wtEL ist, allerdings hat die Vorinkubation des dmEL mit ES in Anwesenheit
von Nukleotiden keine Inhibierung der ATP-Hydrolyse im Falle des dmEL verursacht. Im
Gegensatz dazu wurde im Falle des wtEL eine Inhibierung von etwa 25 % der ATP-Hydrolyse in
Anwesenheit von ES im Vergleich zum wtEL-Wert in Abwesenheit von ES und Nukleotiden
(wie auch in der Literatur [Viitanen ef al., 1990; Langer ef al., 1992; Chandrasekhar et al., 1986;
Gray & Fersht, 1991; Jackson et al., 1993] beschrieben) bemerkt.

Bei der Untersuchung der durch Chaperonin-GroEL unterstiitzten Riickfaltung von denaturierter
LDH wurde eine deutliche Erhéhung der Ausbeute an zuriickgefalteter LDH im vergleich zu der
“spontanen‘ nicht Chaperonin-abhiangigen Riickfaltung von LDH bemerkt. Die “spontane* nicht
Chaperonin-abhingige Riickfaltung von LDH bei 25 °C zeigt eine Ausbeute an aktiven LDH von
23 %. In Gegenwart von dmEL und ATP wurden etwa 20 % der denaturierten LDH riickgefaltet.
Die Zugabe von ES an dmEL in Anwesenheit von ATP hat die Ausbeute an Teil riickgefalteter
LDH auf 42 % erhoht. Dies deutet auf eine direkte Interaktion zwischen GroES und GroEL hin.
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Die Experimente am wtEL unter gleichen Bedingungen wie beim dmEL haben eine deutliche
Erhohung der Ausbeute an riickgefalteter LDH in Anwesenheit von wtEL und ATP auf 52 %
gezeigt (wie auch schon bei [Guhr, 2000] beschrieben). Die Anwesenheit von ES hat die
Ausbeute auf 65 % erhoht. Betrachtet man sich in diesem Zusammenhang den Unterschied
zwischen den Ausbeuten an riickgefalteter LDH durch dmEL und wtEL, so ist anzunehmen, dass
die gerin-gere Riickfaltungsaktivitit des dmEL an der eingefiihrten Doppelmutation
C138S/C519S liegt. Es liegt nahe, dass eine fiir die Riickfaltung eines Substratproteins bendtigte
Konformationsiibertragung von der Doppelmutation beeinflusst wird.

Das GroEL:GroES-Verhiltnis war bei allen verschiedenen Untersuchungen 1:2.

In unserem Arbeitskreis wurde schon bereits von P. Guhr (2000) gezeigt, dass unterschiedliche
GroEL:GroES-Verhiltnisse von entweder 1:1 oder 1:2 weder bei LDH noch bei MDH-
Riickfaltung einen Einfluss auf die Ausbeute riickgefalteten Substratprotein hat. Diese Beob-
achtungen lassen den Schluss zu, dass unter den verwendeten Reaktionsbedingungen nur die
asymmetrischen GroEL/GroES-Komplexe “bullet als aktive Komponenten auftraten.

Die Bestimmung von zugénglichen Nukleotidbindungsstellen am GroEL wurde mit Hilfe der
ESR-Spektroskopie und C8-SL-ATP durchgefiihrt. Sowohl bei dmEL als auch bei wtEL konnten
alle Nukleotidbindungsstellen besetzt werden. Im Gegensatz zum wtEL zeigt der dmEL eine
sigmoidale Bindungskurve. Die Bestimmung von Nukleotidbindungstellen in Anwesenheit von
ES zeigte kein sigmoidales Verhalten. Die Bildung des GroEL/ES-Komplexes in Gegenwart von
C8-SL-ATP konnte von P. Guhr (2000) nicht erfolgreich nachgewiesen werden, da Versuche
zum Nachweis des Komplexes mit Hilfe der nativen Gelelektrophorese scheiterten.

Die chemische Modifizierung des dmEL mit IAAT-SL und die durchgefiihrten Untersuchun-gen
zur biochemischen Charakterisierung des dmEL-IAAT-SL und deren Vergleich mit dem nicht
spingelabelten dmEL haben die folgenden Schliisse gelassen:

Der TAAT-SL beeinflusst die ATPase-Aktivitit des dmEL relativ wenig im Vergleich zum
dmEL-Wert. Ebenso wurde die Nukleotidbindung an dmEL-IAAT-SL relativ wenig beeinflusst,
allerdings zeigt die Nukleotidbindungskurve des dmEL-IAAT-SL kein sigmoidales Verhalten im
Gegensatz zum dmEL. Auch bei der Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen in Anwesenheit

von ES wurden alle Nukleotidbindungsstellen besetzt.

Die experimentell beobachtete Riickfaltungsaktivitit des dmEL nach Modifizierung mit IAAT-
SL wurde stark beeinflusst. Wihrend etwa 20 % der denaturierter LDH durch dmEL in

Anwesenheit von ATP riickgefaltet wurden, wurden nur etwa 5 % der denaturierten LDH durch
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dmEL-IAAT in Anwesenheit von ATP riickgefaltet. Allerdings hat die Anwesenheit von ES die
Ausbeute an Teil riickgefalteter LDH im Falle des dmEL-IAAT-SL in Anwesenheit von ATP auf
8 % erhoht. Die beobachtete normale ATPase-Aktivitdt und die niedrige Riickfaltungsaktivitat
des dmEL-IAAT-SL deuten darauf hin, dass diese von einander abgekoppelt erfolgen.

Die ESR-Untersuchungen am dmEL-IAAT-SL haben in Anwesenheit von verschiedenen
Nukleotiden, GroES, und Substratprotein keine Konformationsédnderungen in der Umgebung des
modifizierten mit IAAT-SL C458 nachgewiesen. Es wurde nur in einem Fall in Abwesenheit von
Substratprotein aber in Gegenwart von ATP und ES ein Effekt der ES-Bindung auf die ESR-
Spektren gezeigt. Dies deutet darauf hin, dass die Bindung von ES die Ubertragung von
strukturellen Anderung im Bereich des C458 beeinflusst hat.

Im Gegensatz zum [AAT-SL hat der MAL-SL die ATPase-Aktivitit des dmEL relativ stark
beeinflusst, so dass die ATPase-Aktivitit des dmEL-MAL nur 50 % der des dmEL-Wertes
erreicht hat. Es besteht die Moglichkeit, dass durch eine Stérung der Struktur der Nukleotid-
bindungsstellen eine gestorte Konformationsiibertragung verursacht wurde, so dass die ATPase-
Aktivitit zu tief abgefallen ist.

Die Riickfaltungs-Untersuchungen am dmEL-MAL haben gezeigt, dass etwa 15 % der
denaturierten LDH in Anwesenheit von dmEL-MAL und ATP seiner Ausgangs-Aktivitit
zuriickgewinnt. Dieser Anteil an riickgefalteter LDH steigt auf etwa 25 % in Anwesenheit von
dmEL-MAL, ATP und ES. Diese Erhohung der Ausbeute deutet auf eine direkte Interaktion
zwischen GroES und GroEL hin.

Die ESR-Untersuchungen an dmEL-MAL haben keine strukturellen Veranderungen im Bereich
des mit MAL-SL modifizierten C458 des Proteins nachgewiesen.

Der IOPI-SL hat bei der ATPase-Aktivitiat-Unteruschungen ein unterschiedliches Verhéltnis im
Vergleich zu [AAT-SL bzw. MAL-SL gezeigt. Bei Bestimmung der ATPase-Aktivitdt des
dmEL-IOPI bei 30 °C wurde eine ATPase-Aktivitit im selben Bereich wie beim dmEL
gefunden. Bei 37 °C hat der dmEL-IOPI eine auflergewohnliche hohe ATPase-Aktivitit mit fast
100 %iger Steigerung der des dmEL-Wertes gezeigt. Auch die ATPase-Aktivitit des dmEL-IOPI
nach Vorinkubation mit ATP oder ADP und in Anwesenheit von ES ist um etwa 166 % der des

dmEL-Wertes gesteigert, anstatt abzufallen.

Es konnten jedoch nur 4,8 % denaturierter LDH durch dmEL-IOPI in Anwesenheit von ATP
riickfalten. Die Zugabe von ES hat diesen Anteil auf 21 % erhoht, jedoch liegt der Wert
unterhalb der spontanen Riickfaltung (22 %). Wie in allen Féllen, wurde auch im Falle des

dmEL-IOPI gezeigt, dass eine direkte Interaktion zwischen GroES und GroEL besteht. Auch die
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ATPase lauft zu schnell ab und kann den Faltungsprozess von Substratprotein nicht unter-
stiitzen.

Wenn man das Verhalten der drei modifizierten Mutanten in Bezug auf die ATPase-Aktivitit und
Riickfaltung betrachtet, deuten die Ergebnisse darauf, dass die ATPase-Aktivitit und die
Riickfaltungsaktivitit von einander abgekoppelt erfolgen.

Auch im Falle des dmEL-IOPI haben die ESR-Spektren keine strukturellen Anderungen im
Bereich des C458 nachgewiesen.

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Untersuchung des Chaperonins GroEL wiéren die folgenden
Doppelmutationen einzufiihren: C138S/C458S bzw. C458S/C519S und die gleichen Unter-
suchungen der vorliegender Arbeit durchzufiihren.

Anderer Vorschlag wire die chemische Modifizierung des Substratproteins oder auch des Co-
Chaperonin-GroES innerhalb des “mobile loop* nach einer entsprechenden Cysteinmutation und
mit Hilfe der ESR-Spektroskopie konnten noch genauen Aussagen iiber den Funktions-
mechanismus gemacht werden.

Einflihrung von Cysteinmutation innerhalb der apikalen Doméne des GroEL und mit Hilfe der
ESR-Spektroskopie konnte auch ermdglichen, ndhere Informationen iiber die GroES- bzw.

Substratproteinbindung zu gewinnen.
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5 Experimentelle Methoden

5.1 Isolierung und Reinigung von E. coli GroEL

Die Aufzucht der Bakterien erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit in 2 1 Fliissigkulturen:

1) 2 x YT-Medium fiir dmEL. 2) 10 x SOC-Medium fiir wtEL.

5.1.1 Praparation

5.1.1.1 Medien & Agarplatten fiir TG2

2 x YT-Medium:
900 ml H,O44 pH 7.0 (NaOH)

16 g bacto-Trypton

10 g Dbacto-Hefeextrakt
5 g NaCl

H;044 ad 11

Medium fiir Platten:
500 ml 2 x YT-Medium
75 g Agar

Autoklavieren, im handwarmen Zustand Zugabe von 0.5ml Ampicilin (50 mg/ml H,O4q).

Ubernachtkulturen (UNK):
20 ml 2 x YT-Medium in 100ml Erlenmeyerkolben iiberfiihren.

Nach Autoklavieren erfolgte Zugabe von 20 pl Ampicilinlésung (50mg/ml H,Ogq)

Hauptkulturen:
500 ml 2 x YT-Medium in 2 1 Erlenmeyerkolben tiberfiihren.

Autoklavieren, Zugabe von 0.5 ml Ampicilinlosung (50 mg/ml H,Oq4q).



Experimentelle Methoden

76

5.1.1.2 Medien & Agarplatten fiir DHSa

10 x SOC-Medium:

20% (w/v) Bacto-Trypton pH 7.5 (NaOH)

5% (w/v) Bacto-Hefeextrakt

0.1M NaCl 1 M MgSOy4 (12 g in 100 ml H,0)
25mM  KCl 1.36 M Glucose (26.96 g in 100 ml H,O)
H20dd ad 250 ml

Medium fiir Platten:
450 ml H20dd
50 ml 10x SOC

10 g Agar

Autoklavieren, 1 bis 1,5 Std., bei RT stehen lassen, Zugabe von 10ml 1 M MgSOs, so daf} die
Konzentration des MgSO4 20 mM betrdgt, Zugabe von 7.4 ml 1.36 M Glucose, so dal3 die

Endkonzentration der Glucose 20 mM betrigt, Zugabe von 1 ml Chloramphenicol (15 mg/ml in

95% EtOH, entspricht 30 pg/ml Endkonzentration).

Ubernachtkultur:

18 ml HyOg4q4

2ml 10 x SOC
Autoklavieren, Zugabe von 0.4 ml 1 M MgSO4

Zugabe von 0.04 ml Chloramphenicollosung (15 mg/ml).

Hauptkulturen:

450 ml H,Og4

50 ml 10 x SOC
Autoklavieren, Zugabe von 10ml 1 M MgSO4

Zugabe von 1ml Chloramphenicollésung (15 mg/ml).
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Autoklavieren:

Um ecine Infektion der E.coli durch andere Zellen zu vermeiden, muflten alle Medien und
Losungen autoklaviert oder manchmal sterilfiltriert werden (Filter mit einer Porengrofle von
0.45um, PRO-X™ Filter unit, 0,45 uM, Lida Manufacturing Corp.).

Zudem mufBten alle GefiBe, Glaspipetten, und jegliche Gegenstinde, die mit den Zellen in

Beriihrung gekommen sind, autoklaviert werden, um die Umwelt vor einer Infektion zu schiitzen.

Autoklavtechnik :

Alle Medien wurden in einem Dampfkochtopf (Firma Sitram) bei 121 °C und 1.5 bar fiir 20

Minuten autoklaviert.

5.1.2 Antibiotika

Ampicilin:

Es wurde eine Losung mit einer Konzentration von 50 mg/ml H,Og4q angesetzt und vor Gebrauch
durch einen Minifilter 0.45 pm (PRO-X™ Filter unit, 0,45 uM, Lida Manufacturing Corp.)
sterilfiltriert.

Chloramphenicol:

Es wurde eine Losung mit einer Konzentration von 15 mg/ml EtOH 95% angesetzt.

5.1.3 Platten gieflen

Nach dem Autoklavieren wurde das Plattenmedium bei RT stehen gelassen, bis es nach ca. 1
Stunde handwarm war. Danach wurde 0.5 ml Ampicilin (50 mg/ml) im Falle des dmEL, oder

0.04 ml Chloramphenicol (15 mg/ml) und 0.4 ml 1 M MgSO, im Falle des wtEL addiert.

Vorgehen:
- Impfdraht aus Platin iiber Bunsenbrenner Flamme ausheizen.

- Im Agar kurz abkiihlen.
- In Bakterien Losung tauchen und das erste Feld auf Agar auftragen.

- Erneut Impfdraht ausheizen.
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- Im Agar kurz abkiihlen und keine neue Zellen aufnehmen sondern Verdiinnung der schon

aufgetragenen Zellen in verschiedene Richtungen durchziehen.

5.1.4 Zellenwachstumsbedingungen

1. Beimpfte Agarplatten wurden im Brutschrank bei 37 °C fiir 23 h inkubiert.

2. Die Flissigkulturen wurden unter aeroben Bedingungen in einem Wasserbadschiittler HAT
der Firma Infos bei 37 °C und 277 rpm/min fiir die Ubernachtkulturen fiir 12 Std. inkubiert. Im
falle der Hauptkulturen wurde Inkubation bei 210 rpm/min fiir 8~9 Std., durchgefiihrt. Dabei

wurde das Wachstum stiindlich bei ODgyp nm kontrolliert.

5.1.5 Glycerinkulturen

- Eine Losung aus 80% Glycerin wurde angesetzt.

- Eppendorfgefdfle mit Schraubverschluss wurden mit 750 pl 80% Glycerin aufgefiillt.

- Autoklavieren bei 121°C, 1.5-1.8 bar fiir 30 Minuten.

- 750 pl einer UNK wurden zu jedem Eppendorfgefi mit autoklaviertem Glycerin addiert.
- Vorsichtig gemischt und bei —80 °C gelagert.

5.1.6 Aufzucht der Zellen

Zuerst wurden die mit Agar und Wachstumsmedium gegossenen Platten mit Glycerin-Kultur
beimpft. Beimpfte Platten wurden bei 37 °C inkubiert. Nach 23 Stunden Inkubation konnten
einzelne Kolonien entfernt werden. Mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers wurden einzelne
Kolonien gepickt und in einen mit UNK-Medium gefiillten Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Die
Inkubation wurde in einem Wasserbadschiittler bei 37 °C und 277 rpm fiir 12 Stunden
durchgefiihrt.

Zur Kontrolle des Wachstums war eine Messung der optischen Dichte (OD) des Wachstums-
mediums bei 600 nm notwendig. Da die Streuung der Zellsuspension nur bis zu etwa OD 0.5
linear proportional zu der Zellzahl ist, war die Verdiinnung der MeBprobe mit Wasser

(Zellsuspension : Wasser, 1:9) notwendig. Die Proben wurden gegen Luft vermessen.
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UNK zeigten meistens eine maximale OD von 4.5. Danach erfolgte die Uberfiihrung der UNK-
Kulturen in die 2 1 Kolben mit Wachstumsmedium. Die weitere Inkubation wurde wie bei der
UNK durchgefiihrt, mit dem Unterschied, daB die Geschwindigkeit des Schiittlers auf 210 rpm
gesenkt wurde und das Zellwachstum durch stiindliche Messung der OD kontrolliert wurde.
Nach Erreichem der stationdren Wachstumsphase (nach 8~9 Std. bei ODgy nm von 4.5~5)
erfolgte die Zentrifugation der Bakterien bei 8000 rpm im Rotor JA 10 (Beckman) bei 22 °C fiir
15 Min. Nach Entfernen des Uberstandes konnten die Zellen bei —80 °C gelagert werden.

5.1.7 Isolierung des Proteins GroEL

Die Isolierungen des dm- und des wt-GroEL erfolgten weitgehend nach der Vorschrift von
Hendrix (1979) und Chandrasekhar et al., (1986), die mit einigen Modifikation bei 4 °C
durchgefiihrt wurde.

Puffer:

A. Lysispuffer:

50 mM Tris-HCI pH 8.0 (HCI)
1 mM EDTA

600  pg/ml Lysozym

100 mM Ammoniumsulfat

3 mM DTT

50 mM Spermidin

10%  (W/v) Sucrose

10%  (v/v) Glycerin

B. Elutionspuffer:
50 mM  Tris-HCl | pH 7.5 (HCI)
I mM DTT
25 mM  KCIl
10% (v/v)  Glycerin
5 mM  MgCl,
1 mM  EDTA
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C. Lagerungspuffer:
50 mM Tris-HCl | pH 7.5 (HCI)
1 mM DTT
25 mM KCI
10% (v/v) Glycerin
5 mM  MgCl,
1 mM EDTA

Durchfiihrung:

Die bei —80 °C gelagerten E .coli-Zellen wurden bei 4 °C im Kiihlraum aufgetaut und in 100
ml frisch angesetztem Lysis-Puffer suspendiert. Diese Suspension wurde fiir 50 Minuten bei
4 °C gertihrt, und danach bei 37 °C im Wasserbad fiir weitere 15 Minuten. Nach Zugabe von 40
pul RNAse A (20 mg/ml) und einer Spatelspitze DNAse I wurde die Suspension weitere 5
Minuten bei 37 °C geschiittelt. Um feste Bestandteile abzutrennen, wurde das Lysat bei 4 °C und
8000 rpm in einem JA 20 Rotor (Beckman) fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein Becherglas iiberfiihrt. Das Pellet wurde erneut mit etwa 12 ml Lysis-Puffer gewaschen und
bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nach Verwerfung des Pellets wurden die Uberstiinde,
welche die wasserloslichen Proteine der E. coli enthielten, vereinigt. Um die feinen
Schwebeteilchen von dem Uberstand zu entfernen, wurde dieser bei 4 °C und 42000 rpm (Rotor
Ti 70, Beckman) fiir 50 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand mit
Hilfe einer Pasteurpipette vorsichtig vom Pellet entfernt und in ein Becherglas {iberfiihrt. Das
Pellet wurde mit 10 ml Elutionspuffer gewaschen und erneut fiir 20 Minuten ultrazentrifugiert.
Die vereinigten Uberstinde (Rohprotein) wurden mittels einer Membran PM 30 (Amicon) bei
4 °C und 1 bar auf 20 ml eingeengt. Diese Proteinlésung wurde mit 250 ml Elutionspuffer
versetzt und erneut in einer Amicon Ultrafiltrationskammer mit Hilfe von PM 30 Membran auf
ca. 30 ml eingeengt. Die eingeengte Rohproteinlosung (ca.~30ml) wurde mit Hilfe einer
Pasteurpipette in ein passendes Gefdl iberfiihrt und bei  —80 °C bis zur Verwendung gelagert.
Ein Teil des Proteingemisches wurde zur Reinigung des GroEL/GroES verwendet, wéihrend der
Rest der Losung bis zur Verwendung bei —80 °C gelagert wurde. Tabelle 2 zeigt die Ausbeute an
Zellen bzw. Rohprotein.



Experimentelle Methoden 81

Tabelle 2:

E. coli-Zellen
DH5a TG2

erhaltene Zellen 12¢g 7g

Rohprotein 600 mg | 400 mg

5.1.8 Reinigung des Proteins GroEL/ES

Nach dem Auftauen des bei —80 °C gelagerten Proteingemisches wurden 10 ml der Losung bei 4
°C und 42000 rpm fiir 20 Minuten ultrazentrifugiert, um denaturiertes Protein zu entfernen,
welches sich eventuell wihrend des Einfrierens bzw. des Auftauens gebildet haben konnte.
Danach erfolgte eine Proteinbestimmung nach Bradford (1977). Die klare, leicht gelbliche
Proteinlosung wurde mit Hilfe einer Pasteurpipette auf eine Sephacryl / S - 300-HR-Séule (2,8 x
90 cm, V = 425 ml, FluBrate = 30 ml/h), die mit Elutionspuffer(B) equilibriert war, aufgetragen.
Die Detektion der Fraktionen erfolgte mittels eines DurchfluBphotometers (Uvicord, Firma LKB)
bei einer Wellenldnge von 278 nm und einem Absorption-Range von 0.5. Mit einem Schreiber
(Servogor 120 der Firma Goerz Metrawatt) wurde das Elutions-diagramm aufgenommen.
Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe von Bradford-Test (Bradford, M.M., 1976) aller
Fraktionen und ein SDS-Gel ergab eine zusétzliche Bestitigung des Elutionsdiagrammes.
GroEL, das groBte Protein im Gemisch, eluierte nach ca. 200 ml als erste Fraktion, wéihrend
GroES erst nach ca. 400 ml als letzte Fraktion eluierte. Fraktionen, die reines GroEL enthielten,
wurden vereinigt und die nicht reinen Fraktionen wurden zu einer zweiten Reinigung auf

Sephacryl/S-300-HR-Siule aufgetragen.
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5.1. 9 Aufkonzentrierung & Lagerung der GroEL- bzw. GroES-Losungen

Die verdiinnte reine Fraktion des GroEL wurde bei 4 °C mittels einer PM 30 in einer Ultrafiltra-
tionskammer 8400 (Amicon) bei 1.5 bar auf 15 ml eingeengt und mit (2 x 50 ml)
Lagerungspuffer gewaschen, um eine KCl-Konzentration von 25 mM zu erreichen. Anschlie-
Bend wurde die Proteinlosung auf 10 ml eingeengt. Um eine noch hdhere Konzentration der
Proteinldosung zu erreichen, wurde die Proteinlosung (10 ml) entweder in eine kleinere
Ultrafiltrationskammer iiberfilhrt oder mit Hilfe von Centricon 30 bei 4 °C, Rotor JA 20
(Beckman), 6000 rpm zentrifugiert. Die gesamte (1,5 ml) konzentrierte Proteinlésung (19 pg/ul)
wurde in 200 pl Aliquoten bei —80 °C gelagert.

Mit dem gleichen Verfahren wurde auch die GroES—Proteinlosung bearbeitet, mit dem
Unterschied, dal} statt einer PM 30 eine PM 10 oder YM 3 Membran notwendig war, und daf3
statt einer Centricon 30 eine Centricon 10 verwendet wurde. Die gesamte (1 ml) konzentrierte

GroES-Losung (ca. 10 pug/ul) wurde in 50ul Aliquoten bei —80 °C gelagert.

5.2 Bestimmung von Sulfhydryl Gruppen (-SH) in GroEL

Benotigte Losungspuffer

1. Lagerungspuffer ohne DTT:

50 mM Tris-HCl | pH 7.5 (HCIl)
25 mM KCl

10% (v/v) Glycerin

5 mM MgCl,

1 mM EDTA

2. Dithiopyridinldésung (DTP):

Es wurde daraufgeachtet, da3 die Losung kurz vor dem Gebrauch angesetzt wurde.
Herstellung einer Losung von 1.1 mg/ml DTP in H,Ogyq.
Es wurden 4 mg DTP eingewogen, in 3.6 ml H,Og44 gel6st und auf Eis geriihrt.
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3. Mercaptoethylamin Losung (MEA):

Stammlosung aus 11.3 mg/ml MEA in H,Ogq.
4 mg MEA wurden eingewogen und in 354 pl H,Og44 geldst, davon wurden 10 pl entnommen und

zur 2 ml EDTA-L6sung (50 uM, pH 6.0) gegeben.

4. EDTA-Losung (50 uM) in H,O44 pH 6.0:

Es wurde das Na,-Salz verwendet.
372.24 mg EDTA wurden in 10 ml H,Og4q gel6st [100 mM], und der pH-Wert auf 6.0 (NaOH)
eingestellt. 5 pl der oberen Losung wurden in 10 ml H,Og4q4 verdiinnt, um eine Losung von 50

UM zu erhalten.

Jede Untereinheit des wtEL enthélt 3 natiirliche Cysteinreste, welche im Falle des dmEL nach
der Mutation von 2 der Cysteine zu Serinen, auf einen Cysteinrest reduziert worden sind.
Deshalb war es wichtig die SH-Gruppen nach der Reinigung des dmEL und auch spéter nach der
chemischen Modifizierung dieser verbliebenen SH-Gruppen mit verschiedenen Spinlabel-
Radikalen zu ermitteln. Die Sulfhydrylgruppen (-SH) wurden nach Grassetti bestimmt (Grassetti
et al., 1965). Das Prinzip dieser Methode ist die Reaktion von 4,4’- Dithiodipyridin mit Thiolen,
welche das Produkt 4-Thiopyridon ergibt. Das entstandene 4-Thiopyridon kann mit Hilfe des
Extinktionskoeffizienten (19800 M cm™) bei 324 nm in direktem Vergleich zur Nullprobe

(ohne Protein) bestimmt werden.

Durchfiihrung

Da das GroEL in DTT-haltigem Lagerungspuffer gelagert wurde, war eine Entfernung des DTT
von der Proteinlosung notwendig, damit DTT die NO*-Gruppe des Spin-label-Radikales nicht

reduzieren konnte und die SH-Bestimmung nicht verfélscht wird.
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1. DTT-Abtrennung:

Das DTT wurde nach Penefsky (1977) entfernt. Es wurden 100 pl Proteinldsung auf eine 1 ml
Gelzentrifugations-Séule, die mit Sephadex G-50 gefillt und mit ESR-Puffer (8 x Gel-
Volumen) equilibriert war, aufgetragen. Die Sdule wurde in einer Tisch-Zentrifuge bei 3200 rpm
bei Raumtemperatur fiir 45 Sekunden zentrifugiert. Der Durchflul der Sdule enthielt das DTT-
freie GroEL. Zur besseren DTT-Abtrennung wurde der Durchfluss noch mal auf zweite
Gelzentrifugations-Sdule aufgetragen und wie oben beschrieben, aufgearbeitet. Die anschlie-
Bende Konzentrations-Bestimmung des von DTT befreiten GroEL erfolgte mittels eines
Bradfords-Tests (Bradford,1976). Fiir Grassetti (Grassetti et al., 1976) sollte die Protein-
konzentration zwischen 7 uM und 14 uM liegen, daher war eine weitere Aufkonzentrierung der

Proteinldosung mit Centricon 30 nétig.

5.3 Bestimmung der ATP-Hydrolyse Aktivitit des GroEL

Die ATPase-Aktivitit des GroEL wurde nach Vogel und Steinhardt (Vogel, G. und Steinhardt, R.
1976) bestimmt. Der sogenannte ,,Coupled Enzyme Assay® (CEA) beruht auf einem ATP
regenerierenden System, bei dem die Hydrolyse von ATP durch GroEL mit der Oxidation von
NADH (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, reduzierte Form) gekoppelt ist, die bei 334 nm als

Abnahme der Extinktion verfolgt werden kann.

GroEL
ATP ADP + Pi
PK
ADP + PEP Pyruvat + ATP
LDH +
Pyruvat + NADH+H * Lactat + NAD

Bendotigte Reagenzien

ESR-Puffer:
50 mM Tris-HCI | pH 7.5 (HCI)
7 mM MgCl,
10 mM KCl
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ATPase-Cocktail:

0.28 mM NADH pH 7.5 (HCI)
1 mM PEP

2 mM ATP

40 ml ESR-Puffer

Zugabe von:
0.01 mg/ml Pyruvatkinase (Glycerinlésung, Fa. Boehringer)
0.014 mg/ml Lactatdehydrogenase (Glycerinldsung, Fa. Boehringer)
Aliquote von 1 ml des ATPase-Cocktail wurden in Plastikbrand " Einmalkiivetten pipettiert und

bei —20 °C oder — 40 °C bis zur Verwendung gelagert.

Durchfiihrung des Coupled Enzyme Assay (CEA)

ATPase-Cocktail-Kiivetten wurden von -40 °C zu RT gebracht, bis der ATPase-Cocktail
auftaute. Nach guter Durchmischung erfolgte eine Temperierung bei 30 °C im Photometer fiir 20
Minuten. Fiir die Untersuchungen der Hydrolyse-Aktivitdt des GroEL mit GroES und ATP bzw.
GroES & ADP wurden zuerst entsprechende Proben:

1. EL/ES mit ATP oder ADP vorbereitet und bei 30 °C ca. 10 Minuten vorinkubiert.

2. Aliquote davon zu ATPase Cocktail addiert.

Die Konzentration an ATP oder ADP in der Probe war jeweils 2 mM und das Verhiltnis des EL
zu ES war 1:2. Mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten fiir NADH bei 334 nm, 6180 M
'em™ konnte die Abnahme der NADH-Konzentration in UV-Spektrometer DU”-640 Beckmann
gemessen werden, wodurch die ATPase-Aktivitit direkt berechnet werden konnte, da die
Abnahme der NADH-Konzentration in direkt proportionaler Relation zu der hydrolysierten
Menge von ATP steht.

5.4 Riickfaltungsaktivitit

Die Riickfaltungsaktivitit des GroEL wurde mittels eines Modellsubstrats, der Lactatdehydro-
genase (LDH) aus Schweinmuskel, untersucht. Der Assay wurde nach Zettlmeisel et al., (1979)

mit Modifikation nach P. Guhr (1996) und Riether (1996) durchgefiihrt.
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Benotigte Reagenzien

Denaturierungsreagenz:

6 M Guanidinium-Hydrochlorid (Gdn-HCI) | pH 2.3 (H3POy4)

Riickfaltungspuffer

Phosphatpuffer:
0.1 M NaH,PO, pH 7.5 (NaOH)

Stammldsungen:
0.1 M EDTA
0.1 M DTT
1 M KCl1

1 M MgCl,
02 M ATP oder ADP

Rickfaltungslosung:

X ul  Phosphatpuffer

10ul  DTT Stammlosung
1o0ul  EDTA Stammldsung
10 ul  ATP oder ADP Stammldsung
10ul  KCI Stammldsung
1oul  MgCl, Stammlosung

X ul GroEL-Losung (Endkonzentration 0.25 uM)
X ul GroES-Losung (Endkonzentration 0.25 pM)
990 pl

Aktivititsassay fiir LDH-Aktivitét:
0.1 M  NaH,PO4 pH 7.5 (NaOH)
0.74 mM Pyruvat
0.2 mM NADH
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Losung fiir Kiivetten:
19.4 ml Phosphatpuffer
200 pl NADH-Stammlosung

200 pl Pyruvat-Stammldsung
(je 1 ml pro Kiivette).

Denaturierung

Von einer LDH-M4-Stammlésung (10 mg/ml in Glycerin) wurden 10 pl durch Zugabe von 90
pul Denaturierungsreagenz denaturiert, so dal die Konzentration von LDH beziiglich der

Untereinheiten des GroEL 28 uM betrug.

Riickfaltung und Reassoziation

Um die Riickfaltung und Reassoziation der entfalteten und dissoziierten Monomere der LDH
einzuleiten, wurden 10 pl der Denaturierungslosung in 990 pl Riickfaltungspuffer pipettiert und
sehr schnell bei gleichzeitigem Vortexen verdiinnt. Die Endkonzentration an LDH-Monomeren
betrug 0.28 uM, die GroEL-Endkonzentration 0.25uM und GroES-End-konzentration 0.25 uM.
Wihrend des Versuches der nicht Chaperon-abhédngigen Riickfaltung von LDH wurde das

Riickfaltungsreagenz ohne Zugabe von GroEL verwendet.

Durchfiihrung des Riickfaltungsaktivitiitstest

Zur Bestimmung des Anteils an reaktivierter LDH wurde deren Aktivitdt im Vergleich zu nativer
LDH vermessen. Um die Aktivitit zu messen, wurden je 10 ul der Riickfaltungslésung zu
bestimmten Zeitpunkten in je 1 ml des Aktivitdtsassays pipettiert, der bereits in Plastikkiivetten
gefiillt war. Der NADH-Verbrauch konnte unmittelbar nach Zugabe der Riickfaltungslésung und
umriihren mit Hilfe eines UV-Spektrometers DU”640 der Beckman gemessen werden. Der
Verbrauch an NADH wurde bei 334 nm und 25 °C iiber einen Zeitraum von 20 Min detektiert,
bis die Extinktion konstant verblieb.
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Diese Untersuchung wurde fiir die wtEL bzw. dmEL in Anwesenheit von verschiedenen

Nukleotiden und ES bei 25 °C durchgefiihrt.

5.5 Chemische Modifizierung des Cysteinrest C458 des dmEL mit

verschiedenen SL-Radikalen

Benotigte Puffer
50 mM Tris-HCI |pH 7.5(HCI)
7 mM MgCl,
10 mM KCl

Da der Cysteinrest C458 des dmEL durch 1,4- Dithiothritol (DTT) geschiitzt ist, mulite das
Protein vor der Modifizierung von DTT befreit werden, damit die SH-Gruppen zugénglich fiir
den Spin Label werden. Diese Befreiung des Proteines von DTT wurde durch eine Umpufferung
der Proteinldsung in ESR-Puffer, der kein DTT enthélt, erreicht. Die Umpufferung erfolgte nach
Penefsky, H.S. (1977) oder auf einer Sephadex G-50 Gelfiltra-tionsséule (2,5 x 16 cm, FluBrate 1
ml/min), wobei die Elution bei 278 nm verfolgt wurde. Nach ca. 10 ml (Ausschuflvolumen der
Saule) begann die Elution des GroEL. Die nun von DTT befreite Fraktion des EL wurde in
Centricon 30 bei 4 C° und 6000 rpm auf 500 pl aufkonzentriert. Die Proteinlésung wurde
viermal mit ESR-Puffer gewaschen und erneut aufkonzentriert. Danach erfolgte die
Proteinbestimmung mit Bradfordreagenz. Fiir die Modi-fizierung mittels SL-Radikalen wurde
ein 10-facher UberschuB an SL-Reagenz (200 mM Stammldsung) mit dem Protein (pH 7.2) bei
RT fiir ca. 2 Std. inkubiert. AnschlieBend wurde der dmEL-SL auf eine Sephadex-G 50 Saule
aufgetragen, um den freien SL von der Ldsung abzutrennen. Die verdiinnte Fraktionen des
dmEL-SL wurde vereinigt und mittels Centricons 30 bei 4 °C und 6000 rpm aufkonzentriert,
dreimal mit ESR-Puffer gewaschen und anschlieBend auf 20 bis 50 uM aufkonzentriert.
Anschlieend wurde ein Bradford-Test (1976) und eine SH-Gruppen-Bestimmung durchgefiihrt.

Aliquote von Protein-SL wurden bis zur ndchsten Verwendung bei —80°C gelagert.
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Die chemische Modifizierung der verbliebenen Cysteingruppe C458 mit 4-Maleimido-2,2,6,6-
tetramethyl-1-piperidinoxyl (MAL-SL), 4-(3-lodo-acetamido)-2,2,6,6- tetramethyl-piperidin-1-
oxyl (IAAT-SL), 4-(3— Iodo-2— oxopropyliden-1)-2,2,3,5,5— pentamethyl-[d;s]- imidazolidin-1-
oxyl (IOPI-SL) wurde unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt (gleiche Inkubationszeit,
Temperatur, und UberschuB3 an Spin Label).

5.5.1 ATPase-Aktivitat des mit verschiedenen SL-Radikalen modifizierten
dmEL

Die ATPase-Aktivitit der verschiedenen modifizierten dmEL wurde wie unter experimentelle

Methoden 5.3 beschrieben, bestimmt.

5.6 ESR-spektroskopische Untersuchungen

5.6.1 ESR-Untersuchungen am dmEL-SL

5.6.1.1 Effekte von verschiedenen Nukleotiden und ES auf die Struktur des
dmEL-SL

Die gewiinschte Menge des mit SL modifizierten dmEL wurde von -80 °C auf Eis {iberfiihrt.
Nach Auftauen der Probe wurden 20 pul dmEL-SL in einer Wilmad~—Quarzkapillare bei 25 °C
im ESR vermessen. Ebenso wurden andere ESR-Messungen in Gegenwart verschiedener
Nukleotide und GroES durchgefiihrt. Tabelle 3 zeigt die verschiedene Versuche, die zu die-sem
Zwecken durchgefiihrt wurden.

Die ESR-Geritseinstellungen in allen Untersuchungen sind wie in Tabelle 9 beschrieben.
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Tabelle 3:

SL-Radikal Versuch Temperatur
* [dmEL-SL]= 12 oM wihrend der
*% [ES] =1 oder 2 x [dmEL-SL] Messung (K°)

1 |dmEL-IAAT 298

2 | dmEL-IAAT + 2 mM ATP -//-

TAAT 3 |dmEL-IAAT +2 ES +2 mM ATP -//-

4 |dmEL-IAAT + 2 mM ADP -//-

5 |dmEL-IAAT +2 ES + 2 mM ADP -//-

1 |dmEL-MAL -//-

2 |dmELMAL + 2 mM ATP -//-

3 |dmEL-MAL +2 mM ATP + 2 ES -//-

4 |dmEL-MAL + 2 mM ADP -//-

5 |dmEL-MAL +2 mM ADP + 1 ES -//-

6 |dmEL-MAL +2 ES +2 mM ATP -//-

MAL 7 1dmEL-MAL + 2 ES + 2 mM ADP -//-

8 |dmEL-MAL + 2 mM AMP -//-

9 |dmEL-MAL + 2 ES -//-

10 | dmEL-MAL + 2 mM AMPPNP -//-

11 |dmEL-MAL + 2 ES + 2 mM ATP,
Inkubation bei RT 20 Min. -//-
12 |dmEL-MAL + 2 ES + 2 mM ADP,

Inkubation bei RT 20 Min. -//-

1 |dmEL-IOPI -//-

2 | dmEL-IOPI +2 mM ATP -//-

TI0PI 3 |dmEL-IOPI + 2 ES +2 mM ATP -//-

4 | dmEL-IOPI + 2 mM ADP -//-

5 |dmEL-IOPI + 2 ES + 2 mM ADP -//-
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5.6.1.2 Untersuchung von Konformationsinderungen im dmEL-SL wihrend
der Riickfaltung von LDH

Fiir diese Untersuchungen wurde der mit IOPI- oder IAAT-SL modifizierte dmEL verwendet.

5.6.1.2.1 dmEL-IOPI-SL

Nach der Beendigung der Riickfaltung von LDH

Nach Untersuchung der Riickfaltungsaktivitit des dmEL-IOPI-SL wurden 20ul der unter-suchten
Probe (1 ml), die 0,25 uM dmEL enthielt (Versuche 1 und 3 I, Tabelle 4) ESR-spektroskopisch
bei 25 °C vermessen. Danach wurde der Rest der verbliebenen untersuchten Probe (700 pl) mit
Hilfe einer Centricon 30 bei 4 °C auf 40 pl eingeengt (Versuche 2 und 4 I, Tabelle 4) und erneut

ESR-spektroskopisch vermessen.

Wihrend der Riickfaltung von LDH

Zuerst wurden die verschiedenen Proben (1-12 II, Tabelle 4) wie unter experimentelle Methoden
5.4 beschrieben, in einzelnen Eppendorfgefdasse vorbereitet und danach wurde die Konzentration
jeder Probe an dmEL-SL von 0,25 uM auf 6.25 uM mit Hilfe einer Centricon 30 bei 4 °C erhoht
und zum ESR-Untersuchung gebracht.
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Tabelle 4:

ESR-Messung

Versuch

Nach der
Beendigung der
Riickfaltung

I

0,25 uM dmEL-IOPI + 0,28 uM LDH + 2 mM ATP

4,4 uM dmEL-IOPI + 4,9 uM LDH + 35 mM ATP

0,25 uM dmEL-IOPI + 0,50 uM ES + 0,28 uM LDH + 2 mM

ATP

4,4 uM dmEL-IOPI + 8,8 uM ES + 4,9 uM LDH+ 35 mM
ATP

Wihrend der
Riickfaltung

I

6,25 uM dmEL-IOPI + 7 uM LDH

6,25 uM dmEL-IOPI + 7 uM LDH+ 50 mM ADP

6,25 uM dmEL-IOPI ohne LDH

6,25 uM dmEL-IOPI + 12,5 uM ES + 7 uM LDH

D B W N

6,25 uM dmEL-IOPI + 12,5 uM ES + 50 mM ADP + 7 uM
LDH

6,25 uM dmEL-IOPI + 12,5 uM ES + 50 mM ADP + 7 uM
LDH - ESR-Messung — Zugabe von 2 mM ATP - ESR-

Messung

6,25 uM dmEL-IOPI + 2 mM ATP + 7 uM LDH

6,25 uM dmEL-IOPI + 12,5 uM ES + 50 mM ATP + 7 uM
LDH

6,25 uM dmEL-IOPI + 50 mM AMPPNP + 7 uM LDH

10

6,25 uM dmEL-IOPI + 12,5 uM ES + 50 mM AMPPNP +
7uM LDH - ESR-Messung — Zugabe von 2 mM ATP -
ESR-Messung

11

6,25 uM dmEL-IOPI + 50 mM ATP-y-S + 7 uM LDH

12

6,25 uM dmEL-IOPI + 12,5 uM ES + 50 mM ATP-y-S +
7 uM LDH
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5.6.1.2.2 dmEL-IAAT-SL

Die Versuche wurden genau wie die des dmEL-IOPI-SL (widhrend der Riickfaltung) durch-
gefiihrt. Tabelle 5 zeigt die entsprechenden durchgefiihrten Versuche.

Tabelle 5:

ESR-Messung Versuch

1 (6,25 uM dmEL-IAAT + 7 uM LDH

2 6,25 uM dmEL-IAAT + 7uM LDH - ESR-Messung —
Zugabe von 2 mM ATP — ESR-Messung

3 16,25 uM dmEL-IAAT + 50 mM ATP + 7 uM LDH

4 16,25 uyM dmEL-IAAT + 12,5 uM ES + 50 mM ATP + 7uM
LDH

5 16,25 uM dmEL-IAAT + 50 mM ADP + 7 uM LDH

Wihrend der |6 [6,25 pM dmEL-IAAT + 12,5 pM ES + 50 mM ADP + 7 uM

Riickfaltung LDH
7 16,25 uM dmEL-IAAT + 12,5 uM ES + 50 mM ADP + 7 uM

LDH - ESR-Messung - Zugabe von 2 mM ATP
8 16,25 uM dmEL-IAAT + 12,5 uM ES + 7 uM LDH

9 16,25 uM dmEL-IAAT + 12,5 uM ES + 7 uM LDH - ESR-
Messung — Zugabe von 2 mM ATP

10 |6,25 uM dmEL-IAAT +12,5 uM ES + 50 mM ATP ohne LDH
116,25 uM dmEL-IAAT + 12,5 pM ES + 50 mM ADP ohne LDH
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5.7 Effekt von GdnHCI an dmEL bzw. dmEL in Anwesenheit von ES

Um einen moglicherweise negativen Effekt des GdnHCI auf die Struktur des dmEL bzw. ES
auszuschlieen, wurde eine Probe von 6,25 uM dmEL-IAAT nach Inkubation mit 55 mM Gdn-
HCI (gleich mit der Gdn-HCIl-Konzentration wahrend der Riickfalung) bei RT fiir ca. 10 Min.
ESR-spektroskopisch untersucht. Der Versuch wurde auch in Anwesenheit von ES durchgefiihrt.

5.8 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen im GroEL

Zur Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen des GroEL wurde ein ATP-Derivat, der in 8-
Position einen SL trug, C8-SL-ATP, verwendet. Zuerst wurde eine Eichgerade von 10,5 uM bis
555 uM an C8-SL-ATP erstellt und danach erfolgte Titration des dmEL unter gleichen
Bedingungen wie bei der Eichgerade allein bzw. in Gegenwart von GroES mit C-8-SL-ATP. Die
Titration wurde danach mit dmEL-IAAT allein als auch in Gegenwart von GroES durchgefiihrt.

In allen Titrationen wurde die GroEL-Endkonzentration auf 12 uM gehalten.

5.8.1 Erstellung der Eichgerade

Ein genaues Protokoll der Durchfiihrung der Titrationen mit C-8-SL-ATP zeigt die Tabelle 6.
Dabei wurde betrachtet, dass das Volumen jeder Probe auf 30 pl bleibt, so dass wéhrend der

Titration in Anwesenheit von GroEL dessen Konzentration konstant bleibt.
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Tabelle 6:
Konzentration an | ESR-Puffer C-8-SL-ATP H,04
C-8-SL-ATP pl ul ul
[uM]
10.5 15 1.4 ul 0.225 mM 13.60
20.3 15 2.7 ul 0.225 mM 12.30
30.0 15 4.0 ul 0.225 mM 11.00
50.3 15 6.7 ul 0.225 mM 8.30
100.5 15 13.4 u1 0.225 mM 1.60
195 15 1.3 ul4.5 mM 13.70
300 15 2.0 ul 4.5 mM 13.00
510 15 3.4 ul 4.5 mM 11.60
555 15 3.70 ul 4.5 mM 11.30

5.8.2. Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen im dmEL

Wie aus Tabelle 7 hervorgeht, wurden zu verschiedenen Eppendorfgefdflen die entspre-chenden
Mengen ESR-Puffer gegeben und danach erfolgte die Zugabe von CS8-SL-ATP bzw. die
berechneten Menge H,O. Danach wurden die Proben gut gemischt. Die Zugabe von EL zu den

Proben erfolgte kurz vor jeder ESR-Messung.

5.8.3 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen im dmEL in Anwesenheit von

ES

Hier wurden die entsprechenden Proben wie die Tabelle 8 zeigt, durchgefiihrt.

5.8.4 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen im dmEL-SL

Dieser Versuch wurde genauso, wie unter experimentelle Methoden 5.8.2 beschrieben,

durchgefiihrt (Tabelle 7).
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5.8.5 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen im dmEL-SL in Anwesenheit
von ES

Die Durchfiihrung ist gleich wie unter experimentelle Methoden 5.8.3 (Tabelle 8).

5.8.6 Bestimmung der Nukleotidbindungsstellen im wtEL

Die Durchfiihrung ist genau wie unter experimentelle Methoden 5.8.2 (Tabelle 7).

Tabelle 7:
Konzentration an | ESR-Puffer C-8-SL-ATP EL 60 uM | H;O4
C-8-SL-ATP pl pl pl pl
[uM]
10.5 15 1.40 ul 0.225 mM 6 7.60
20.3 15 2.7 nl10.225 mM 6 6.30
30.0 15 4.0 ul 0.225 mM 6 5.0
50.3 15 6.70 ul 0.225 mM 6 2.30
100.5 15 1.4 pul2.25 mM 6 7.60
195 15 1.30 u1 4.5 mM 6 7.70
300 15 2.0 ul1 4.5 mM 6 7.00
405 15 2.7 ul 4.5 mM 6 6.30
510 15 340 ul 4.5 mM 6 5.60
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Tabelle 8:

C-8-SL-ATP ESR- C-8-SL-ATP dmEL 54 pM | ES 289 pM | H,04
[uM] Puffer pl pl pl ul
20.3 il; 2.70 ul1 0.225 mM 6.70 2.50 3.10

50 15 3.0 p1 0.50 mM 6.70 2.50 2.80
105 15 1.40 pul 2.25 mM 6.70 2.50 4.40
128 15 1.70 pl1 2.25 mM 6.70 2.50 4.10
150 15 2.0 ul 2.25 mM 6.70 2.50 3.80
180 15 240 pul 2.25 mM 6.70 2.50 3.40
210 15 1.40 ul 4.5 mM 6.70 2.50 4.40
255 15 1.70 ul 4.5 mM 6.70 2.50 4.10
300 15 2.00ul 4.5 mM 6.70 2.50 3.80
390 15 2.60 ul 4.5 mM 6.70 2.50 3.20
510 15 340 pl 4.5 mM 6.70 2.50 2.40

5.9 Alligemeine Arbeitsmethode

5.9.1 Ultraviolettspektroskopie

Alle UV-Spektren wurden mittels eines Spektrometer DU"640 der Firma Beckman
aufgenommen. Dazu wurden 2 Arten von Kiivetten verwendet, die aus Quarzglas hergestellten,
der Firma Hellma, wurden in einem Absorptionsbereich unterhalb 350 nm und die aus Polysterol
hergestellten Kiivetten der Firma Brand, wurden in einem Absorptionsbereich oberhalb 350 nm

(z.B. Proteinbestimmung bei 595 nm) verwendet.
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5.9.2 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Reagenzien

Bradford-Reagenz:
02 g Coomassie Brillant Blue G-250
100 ml 50 % iges Ethanol (v/v)
200 ml 85 % ige Ortho-Phosphordure
auf 500 ml H,Oq4

Nach einer Modifizierung von Holtzhauer (1988).
Vor Gebrauch wurde 1 Volumen Bradford-Reagenz mit 4-Teilen H,O4 gemischt und filtriert.
Standard Losung: I mg/ml Rinderserumalbumin (BSA)

Eichgerade:

In einzelne Reagenzgldser wurden jeweils 2, 5, 7, und 10 pl BSA in dreifacher Ausfiihrung

pipettiert, mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt und auf dem Whirlmix gut durchmischt. Als

Nullwert wurde 1 ml Bradford-Reagenz, ohne Zugabe von Protein verwendet. Danach folgte die

Messung der Extinktion bei 595 nm in Plastibrand”—Einmalkiivetten. Die Stoffmenge an BSA in

ug wurde gegen die Extinktion aufgetragen.

5.9.3 Konzentrationsbestimmung der Proteinlosung

Sul (35ug) der zu bestimmenden Proteinlosung wurde in einem Eppendorffgefal mit 30 ul H,O

verdiinnt und von der verdiinnte Losung wurden 5 pl in einem Reagenzglas mit 1 ml Bradford-

Reagenz versetzt, gut durchmischt und analog zur Vorschrift der Eichgerade verme-ssen. Wenn

die vermessene Extinktionswerte aulerhalb des Bereiches der Eichgerade lagen, muflte eine

erneut Verdiinnung der Proteinstammldsung durchgefiihrt werden.

5.9.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

SDS-Gelelektrophorese wurde nach Modifikation von Smith (1984) durchgefiihrt.



Experimentelle Methoden 99

5.9.5 Gelzentrifugation

Penefsky Sdule (Penefsky, 1977):

Zur Abtrennung des DTT vom Protein wurden Gelzentrifugationssdulen nach Penefsky (1977)
verwendet. Dazu wurden dreidimensional vernetztes Dextrangel Sephadex” G-50 der Firma
Pharmacia in H,Oq4 gequollen und anschliefend in Einwegspritzen (o = 5 mm) gefiillt. Die mit
Gel gefiillten Saulen wurden mit mindestens 3 ml des Zielpuffers equilibriert und 50 Sekunden
ber 3200 rpm in einer Hettich Tischzentrifuge (Ausschwingrotor) zentrifugiert, auf dem
trockenem Gelbett dieser Sdulen wurde Proteinproben bis 100 pul aufgetragen und erneut fiir 45

Sec. bei 3200 rpm zentrifugiert. Das Eluat der Saule enthielt das umgepufferte Protein.

5.9.6 Siulenchromatographie

Zur chromatographischen Aufarbeitung von Proteinen wurden verschiedene Gelmaterial ver-

wendet.

Sephacryl S-300-HR  Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Zur Reinigung von GroEL & GroES

Sephadex”G-50 fine  Pharmacia Biotech

Zur Abtrennung des DTT von GroEL und freie SL von SL-GroEL

Nach Auftragung des Substanzgemisches auf das Gelbett wurde die Sdule mit drei Gelvolumina
des entsprechenden Puffersystems eluiert und die Absorption der Substanzen bei 278 nm
(Protein) mittels eines DurchfluBphotometers (2138 Uvicord S, LKB Bromma) detektiert. Das
Elutionsdiagramm wurde mit einem XY-Schreiber Servogor 120 der Firma

Groerz aufgenommen. Als Fraktionssammler diente ein Multirac 2111 der Firma Bromma

(LKB).
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5.9.7 Bestimmung der Nukleotidkonzentration

Die Konzentrationen der verwendeten Nukleotide wurden UV-spektroskopisch bestimmt. Die

folgenden molaren Extinktionskoeffizienten wurden verwendet:

AMP, ADP, ATP
C-8-SL-ATP
NADH

€250 = 15400 M'em™
€278 = 18400 M'em !
€334 = 6180 M'em’!
€340 = 6300 M'cm’!

5.9.8 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

(Bergmeyer, 1974)
(Gloggler, 1981)

(Bergmeyer, 1974)
(Bergmeyer, 1974)

Alle ESR-Untersuchungen wurden an eines Bruker X—Band Spektrometers ESR 300 E oder 580
E durchgefiihrt. Als Resonanzcavity wurde eine dielektrische Cavity TE 011 (ER 4118)

verwendet. Die Proben wurden in Quarzkapillaren (0.9 x 100 mm) der Firma Spintec ver-

messen. Die Mikrowellenfrequenz betrug 9.7 GHz. Die Mefltemperatur wurde von 25 °C {iber

die Temperatureinheit ER 4111 VT der Firma Bruker eingestellt.

Tabelle 9: ESR-Geriteinstellungen:

MefBparameter
Mikrowellenfrequenz 9.7 GHz
Modulationsfrequenz 100 KHz
Modulationsamplitude 1.0G
Mikrowellenleistung 12.5 mW

Aufnahme Bereich des 3400-3500 G
Spektrums
Signalverstiarkung unterschiedlich
Zahl der Scan 2
Mittelfeld 3450 G
Scanbereich 100 G
Temperatur 298 °K
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5.10 Materialien

Medien-und Pufferbestandteile:

FIRMA LOT
Agar-Agar ICN Biomedicals 84518
Bacto-Trypton DIFCO 0140000
Bacto-Trypton-pepton DIFCO CH-B 135850XA
(Pancreatic Digest of casein)
DTT (>99 %) Sigma 77H1783
EDTA p.a. Sigma 36H0051
Glycerin (99.5%) Caldic 7064
Gdn-HCI (> 99,5 %) Sigma 57TH5714
Hefeextrakt DIFCO 84405
KClp.a. Merck TA657136 948
MgCl, x 6H,0 p.a. Merck TA696633 50
NaCl p.a. Roth 3957.1
NaOH p.a. Riedel-de Haen 2058A
NaH,PO4x 4H,0 p.a. Merck A125746 916
(NH4)2SO4 p.a. Merck A991417 808
Spermidin (> 98 %) Sigma 97H2601
Sucrose Serva 07052
Tris (99.9 %) Roth 4855.2
(NH4)2S205 (> 98 %) Roth 7727
Gelmaterialien
Sephacryl S-300-HR Sigma 18H0595
Sephadex” G-50 Pharmacia 276842

Sephadex” G-10 fine Pharmacia 236747
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Nukleotide:

AMP (> 99 %) Fluka Anal.Nr: 350833/1 32997
ADP (> 99 %) Boehringer Mannheim Lot:85261630-01
ATP (> 97 %) Boehringer Mannheim Lot:84016028-31
ATP-y-S (> 90 %) Sigma Lot:98H1362
AMPPNP (88 %) Boehringer Mannheim Lot:14199020 -76
NADH (98 %) Boehringer Mannheim Lot:14266320-62
Enzyme:

BSA (> 95 %) Boehringer Mannheim Lot:13805322-16
(Fraktion V)

Cytochrom C ( 80 %) Boehringer Mannheim Lot:84111520
Chymotrypsin A Serva Lot:00476

DNase | Bio Chemika Lot:387302/1 24898
Lactatdehydrogenase Boehringer Mannheim Lot:13117430 -74

(99,9 % aus schwein-

muskel, Losug in Glycerin)

Lysozum Boehringer Mannheim Lot:84093125-05
Ovalbumin (98 %) Sigma

Pyruvatkinase (99,99 %)  Boehringer Mannheim Lot:4040921 -66
(aus Kanninchenmuskel)

RNase A Boehringer Mannheim Lot:85109926 -75

(aus Rinderpancreas)

Weitere Chemikalien:

Bromphenolblau Serva Lot:15375
Ampicilin (99 %) Roth Art Nr.: K0291
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Chloramphenicol (>98 %) Sigma

Coomasie brillant Blue

-G250 Serva
-R250 Sigma
DTP Sigma
Glycin p.a. Serva

2-Mercaptoethanol p.a. Sigma
Ortho-Phosphorsiure (85 %)Riedel-de Haen

PEP (%97 %) Boehringer Mannheim
Pyruvat Boehringer Mannheim
SDS (> 99 %) Fluka
TEMED (> 99 %) Fluka
Gerite:
Autoklav: RTX 182
Damptkochtopf
Durchflu8photometer: 2138 Uvicord S
Fraktionssammler: Multirac 2111
Geltrockner: 2003 Slab Gel Dryer Unit
Inkubatoren: Wasserbadschiittler HT BTR 112 Infos
Luftschiittler Innova 4000
Photometer: Modell 1101 M
Schreiber: Servogor 120
UV-Spectrometer: DU"-640
DU"-8
Zentrifugen:
Rotoren: JA10,JA 20

Tischzentrifuge 5451 ¢

Tischzentrifuge Universal

106H0971

Lot:35050
Lot:106H5009
Lot:95H3725
Lot:00801
Lot:56H1289

Lot: 80140
Lot:84174037-59
Lot:83451025-89
Lot:332534/1 1193
Lot:47430/1

Ebro

LKB Bromma
LKB Bromma
LKB Bromma

New Brunswick
Eppendorf
Groerz Metrawatt
Beckman

Beckman

Beckman
Eppendorf
Hettich
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Ultrazentrifuge:
TGA-50
-Rotor:TFT 50.38

Optima™ ,LE —-80 K
-Rotor:Ti 70

Zubehor:

Centricon-Konzentratoren: (- 10,- 30)

Flachkiivetten: aus Quarzglas

Kontron

Beckman

Amicon GmbH Witten
Medizinische Glastechnik
Werkstatt E. Harms

Plastibrand"™" ,Einmalkiivetten: 1,5 ml Halbmikro,PolysterolBrand

Prézisions-Kiivetten: Quarzglas Suprasil”

Quarzkapillare: Quarzglas  Suprasil”

@innen = 0.9 mm

L=10cm
Sterilfilter PRO-X™ 0.45 mm
Ultrafiltrationszellen: Serie 8400

Hellma

Spintec

Lida Manufacturing

Corporation

@.=76 mm, Vinax = 400 ml Amicon

Serie 8050

D.=43 mm, Viypax = 50 ml
Membranen fiir Ultrafiltration: PM 10, g = 76 mm

PM 30, g =43 mm

YM 3, 6=43 mm

Amicon
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7 Anhang

7.1 Rohdaten

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Rohdaten zu Abb. 13

Wachstumskurve von TG2/pOA mit Mutation C138S/C519S in 2 x YT-

Fliissigmedium.

Inkubationszeit oD
[h] bei 600nm
0 0,2512
1 0,3116
2 0,5973
3 0,9863
4 1,397
5 2,6
6 3,514
7 3,95
8 4,254
9 4,32

Rohdaten zu Abb. 14
Wachstumskurve von DH50/pGroESL in 10 x SOC-Fliissigmedium

Inkubationszeit

[h]

OD
bei 600nm

0

0,2521

1

0,2905

2

0,5718

0,9911

1,4

2.881

3,882

4,02

4,1

O |0 (I[N ||k W

4,2
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Tabelle 12: Rohdaten zu Abb. 17a
ATPase-Aktivitat des dmEL allein und in Anwesenheit von Nukleotiden bzw. ES

bei 37 °C.
ATPase-Aktivitat
U/mg

dmEL allein 0,15+0,01
dmEL + ATP 0,16 + 0,02
dmEL + ADP 0,17 +0,01
dmEL + ATP + ES 0,17 +£0,01
dmEL + ADP + ES 0,19+ 0,01

Tabelle 13: Rohdaten zu Abb. 17b
ATPase-Aktivitdt des dmEL allein und in Anwesenheit von Nukleotiden bzw. ES

bei 30 °C.
ATPase-Aktivitit
U/mg
dmEL allein 0,15+0,01
dmEL + ATP 0,15+0,01
dmEL + ADP 0,16 +£ 0,01
dmEL + ATP + ES 0,18 £ 0,01
dmEL + ADP + ES 0,16 £ 0,01
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Tabelle 14: Rohdaten zu Abb. 18a
ATPase-Aktivitat des wtEL allein und in Anwesenheit von Nukleotiden bzw. ES

bei 30 °C.
ATPase-Aktivitit
U/mg
wtEL allein 0,13 £ 0,006
wtEL + ATP 0,13 £ 0,006
wtEL + ADP 0,14 + 0,007
wtEL + ATP + ES 0,12 + 0,006
wtEL + ADP + ES 0,10 £ 0,005

Tabelle 15: Rohdaten zu Abb. 18b
ATPase-Aktivitat des wtEL allein und in Anwesenheit von Nukleotiden bzw. ES

bei 37 °C.
ATPase-Aktivitit
U/mg

wtEL allein 0,17 £ 0,009
wtEL + ATP 0,17 £ 0,009
wtEL + ADP 0,16 = 0,008
wtEL + ATP + ES 0,16 + 0,008
wtEL + ADP + ES 0,13 £0,007
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Tabelle 16: Rohdaten zu Abb. 19
% der zuriickgefalteten LDH-Aktivitdt im Falle des nicht spingelabelten dmEL.
Zeit Spontane dmEL dmEL + dmEL + dmEL +
(h) | Riickfaltung ADP ATP ATP + ES
0 0 0 0 0 0
I | 42+021 0 40,7 550,25 8+ 0,4 &
(¢°]
2 13,1 £0,66 0 6+0,9 15,66 + 0,78 31,4+ 1,57 5 o
=
3 16,7 £ 0,84 0 7+0,7 21,3 +£1,07 41,67 + 2,08 E %’
4 19,2 £0,96 0 10+0,8 21+£1,05 41,67+2,08 | & Ug
s =
5 22,5+1,13 0 11+1 20,5+1,03 4221 S g
- B
6 23+ 1,15 0 14+1,1 21+£1,05 41 £2,05 %
7 23+1,15 0 14+0,9 21+1,05 42+21 =
Tabelle 17: Rohdaten zu Abb. 20
% der zuriickgefalteten LDH-Aktivitit im Falle des wtEL.
Zeit| Spontane | wtEL | wtEL + ADP | wtEL + ATP | wtEL + ATP
(h) | Riickfaltung + ES
0 0 0 0 0 0 °
1 12,5+0,63 0 4+0,6 20+ 1,01 30+ 1,5 E"n‘
2 15+0,75 0 6+0,8 24+£1,2 45+1,8 E
o
3 | 17,5+0,88 0 8+£0,9 33+ 1,65 55+2,0 =
s
4 | 21,5+ 1,08 0 10+£0,5 39+ 1,95 58,67+24 %
5 23+ 1,15 0 11+1 53 +2,65 64 +2,7 E
=
6 | 22,5+1,13 0 13+£1 54 +2,7 57,5+2,9 S
=
7 23+1,15 0 12,6 £1 50+2,5 62+3,1 E
8 | 22,5+1,13 0 13+£1,2 51+2,6 67+3,4 ;;
%’.
9 | 23 £1,15 0 13+1 50+2,5 65+ 3,3 =
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Tabelle 18: Rohdaten zu Abb. 21
Vergleich zwischen dmEL und wtEL beziiglich der % Riickfaltung von LDH.
% Riickfaltung von
LDH

Spontane Riickfal- 23 £1,15

tung von LDH

dmEL 0

dmEL + ATP 21+1,05

dmEL + ATP + ES 42+21

wtEL + ATP 50+ 1

wtEL + ATP + ES 65 +3,25
Tabelle 19: Rohdaten zu Abb. 22

Titration des dmEL mit C8-SL-ATP.

freies C8-SL-ATP geb., C8-SL-ATP [uM]/dmEL;4 [uM]
[uM] (zugingliche Nukleotidbindungsstellen)
0 0
13,2 0,8
26,43 1,45
35,7 2,3
47,2 3,4
63 5
74 6,73
80,2 8,2
84,1 9.8
100,2 11,7
152,4 12,3
182 14
208 16
267,6 15,2
317 15
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Tabelle 20:

Rohdaten zu Abb. 23

Titration des dmEL in Anwesenheit von ES mit C8-SL-ATP.

freies C8-SL-ATP geb., C8-SL-ATP [uM]/dmEL;4 [uM]
[uM] (zugingliche Nukleotidbindungsstellen)
0 0
3,2 1,4
14 3
22 6,5
29 8
42 9
43 11
50 12,5
78,4 14,3
133,6 12,8
238 13,5
327,2 14,4
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Tabelle21:

Rohdaten zu Abb. 24

Titration des wtEL mit C8-SL-ATP.

freies C8-SL-ATP geb., C8-SL-ATP [uM]/WtEL;4 [uM]
[uM] (zugingliche Nukleotidbindungsstellen)
0 0
6,04 0,56
4,72 0,85
8 1
11,65 2.4
15,52 2,89
16,35 3,68
13,65 2,77
18,81 4,12
32,65 4.44
40 5
59 5,5
48,58 7,08
51,6 8,2
77,26 6,67
49,91 8,55
73,39 6,41
80 10
90,75 8,89
118 11
147,47 12,21
176,76 10,68
232 14
279,91 12,52
336,8 13,6
394,66 13,25




Anhang

120

Tabelle 22:

Tabelle 23:

Rohdaten zu Abb. 25a
ATPase-Aktivitat des dmEL-IAAT-SL allein und in Anwesenheit von
Nukleotiden bzw. ES bei 30 °C.

ATPase-Aktivitit

U/mg
dmEL 0,13 + 0,01
dmEL-IAAT-SL 0,1 £ 0,01
dmEL-TAAT-SL + ATP 0,1 £ 0,01
dmEL-TAAT-SL + ADP 0,12 + 0,02
dmEL-TAAT-SL + ATP + ES 0,1 + 0,01
dmEL-IAAT-SL + ADP + ES 0,11 + 0,01

Rohdaten zu Abb. 25b
ATPase-Aktivitat des dmEL-IAAT-SL allein und in Anwesenheit von
Nukleotiden bzw. ES bei 37 °C.

ATPase-Aktivitit

U/mg
dmEL 0,16 = 0,01
dmEL-IAAT-SL 0,13 + 0,01
dmEL-TAAT-SL + ATP 0,14 + 0,01
dmEL-TAAT-SL + ADP 0,18 + 0,01
dmEL-IAAT-SL + ATP + ES 0,16+ 0,01
dmEL-IAAT-SL + ADP + ES 0,15 + 0,01
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Tabelle 24: Rohdaten zu Abb. 26
% der zuriickgewonnenen LDH-Aktivitit im Falle des dmEL-IAAT-SL..
Zeit| Spontane dmEL-TAAT | dmEL-IAAT | dmEL-IAAT
(h) | Riickfaltung + ATP + ATP + ES
0 0 0 0 0 N
1| 12,5+0,63 0 0 1901 |5 &
T
2 17,5+ 0,87 0 2,67+0,13 6,6 £ 0,33 D; g o
= S g
3 21,5+ 1,08 0 5,6 £0,28 9,16+ 0,46 é: E
= =
4 21,5+ 1,08 0 5,6 £0,28 9,16 £ 0,46 g
Tabelle 25: Rohdaten zu Abb. 27

Vergleich zwischen dmEL-IAAT-SL und dmEL beziiglich der % Riickfaltung von
LDH.

% Riickfaltung von LDH

ES

Spontane Riickfaltung von 23+ 1,15
LDH

dmEL + ATP 21 +1,05
dmEL-IAAT-SL + ATP 5,6 +0,28
dmEL 0
dmEL+ ATP + ES 42 +2,1
dmEL-IAAT-SL + ATP + 9,2+ 0,46
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Tabelle 26: Rohdaten zu Abb. 35

Titration des dmEL-IAAT-SL mit C8-SL-ATP.

freies C8-SL-ATP | geb., C8-SL-ATP [uM]/dmEL-SLy4 [uM]
[uM] (zugingliche Nukleotidbindungsstellen)
0 0
6,8 1,1
16,52 2,79
31,6 5,7
44,84 12,93
150 16
208 16
302 16,5
358 16

Tabelle 27: Rohdaten zu Abb. 36

Titration des dmEL-IAAT-SL in Anwesenheit von ES mit C8-SL-ATP.

freies C8-SL-ATP | geb., C8-SL-ATP [uM]/dmEL-SLy4 [uM]
[uM] (zugingliche Nukleotidbindungsstellen)
0 0
5,6 1,2
9,7 3,36
19,72 6,69
41 13,25
89.4 15
156 12
186,8 13,6
226 14,5
321,2 14,9
368,44 15,13
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Tabelle 28: Rohdaten zu Abb. 37
ATPase-Aktivitait des dmEL-MAL-SL allein und in Anwesenheit von Nuk-
leotiden bzw. ES bei 30 °C.

ATPase-Aktivitit

U/mg
dmEL 0,15+0,01
dmEL-MAL-SL 0,08 0,01
dmEL-MAL-SL + ATP 0,08 £ 0,01
dmEL-MAL-SL + ADP 0,08 £0,01

dmEL-MAL-SL + ATP + ES 0,07 = 0,02
dmEL-MAL-SL + ADP + ES 0,06 = 0,02

Tabelle 29:  Rohdateb zu Abb. 38
Zeitverlaufskurve der durch dmEL-MAL-SL zuriickgefalteter LDH.

Zeit | Spontane | dmEL-MAL | dmEL-MAL dmEL-MAL
(h) | Riickfaltung + ATP + ATP + ES
0 0 0 0 0 s
1 12,5+ 0,63 0 11,66 + 0,59 14,7+ 0,74 5 §=
2 17,5+ 0,87 0 14,16 £ 0,71 2333+ 1,17 E"Ei
-
3 21,5+ 1,08 0 16,16+ 0,81 26,33 1,32 § S S
= =
Fer il e
4 | 215+1,08 0 1620+081 | 2633+132 |~ 2

Tabelle 30:  Rohdaten zu Abb. 39
Vergleich zwischen dmEL-MAL-SL und dmEL beziiglich der % Riickfaltung

von LDH.
% Riickfaltung von LDH

Spontane Riickfaltung von LDH 23+ 1,05

dmEL + ATP 20+ 1
dmEL-MAL-SL + ATP 16 £0,8

dmEL 0

dmEL+ ATP + ES 42 + 1,1
dmEL-MAL-SL + ATP + ES 26+1,3
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Tabelle 31: Rohdaten zu Abb. 44a
ATPase-Aktivitat des dmEL-IOPI-SL allein und in Anwesenheit von Nukleotiden

bzw. ES bei 37 °C.

ATPase-Aktivitit
U/mg
dmEL 0,16 = 0,008
dmEL-IOPI-SL 0,30 + 0,01
dmEL-IOPI-SL + ATP 0,30 £ 0,01
dmEL-IOPI-SL + ADP 0,30 £ 0,01
dmEL-IOPI-SL + ATP + ES 0,40 £+ 0,006
dmEL-IOPI-SL + ADP + ES 0,40 £+ 0,006

Tabelle 32: Rohdaten zu Abb. 44b
ATPase-Aktivitiat des dmEL-IOPI-SL allein und in Anwesenheit von Nukleotiden

bzw. ES bei 30 °C.

ATPase-AKktivitiit
U/mg
dmEL 0,11 +0,006
dmEL-IOPI-SL 0,15+ 0,008
dmEL-IOPI-SL + ATP 0,15+ 0,008
dmEL-IOPI-SL + ADP 0,15+ 0,008
dmEL-IOPI-SL + ATP + ES 0,16 + 0,008
dmEL-IOPI-SL + ADP + ES 0,16 = 0,008
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Tabelle 33: Rohdaten zu Abb. 45
Zeitverlaufskurve der durch dmEL-MAL-SL zuriickgefalteter LDH.
Zeit | Spontane | dmEL-IOPI | dmEL-IOPI | dmEL-IOPI
(h) |Riickfaltung + ATP + ATP + ES
0 0 0 0 0 5 E 3
1| 12,5+0,63 0 3,66+0,18 | 10,4 +0,52 E s &
2 [ 1752087 0 46+023 | 19,1609 [5 & &
3 21,5+ 1,08 0 4,66+ 0,24 20,8 £1,04 g: g ;
4 21,5+ 1,08 0 4,6 +0,23 21+ 1,05
Tabelle 34: Rohdaten zu Abb. 46

Vergleich zwischen dmEL-IOPI-SL und dmEL beziiglich der % Riickfaltung
von LDH.

% Riickfaltung von

LDH
Spontane Riickfaltung von LDH 23+ 1,05
dmEL + ATP 20+ 1
dmEL-IOPI-SL + ATP 4,6 £0,23
dmEL 0
dmEL+ ATP + ES 42+1,1
dmEL-IOPI-SL + ATP + ES 20+ 1
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