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1. Einleitung

1.1 Vorwort

Eine Vielzahl chemischer Prozesse in pflanzlichen, tierischen und bakteriellen Organismen
bendtigt, um stattfinden zu kdnren, einerseits geagnete Katalysatoren, welche durch Enzyme
représentiert werden, zum anderen wird Energie ben¢tigt. Siewird in den biologischen Systemen
haufig von energiereichen chemischen Verbindurgen mit zumeist hohem Gruppeniibertragungs-
potential geliefert. Die wichtigste und daher haufigste Speicherform chemischer Energie in alen
Organismen stellt das Adenosin-5-triphasphat (ATP) dar. Bei seiner Hydrolyse zum
entsprechenden Diphosphat  (ADP) und anorganischem Phosphat (P) werden urter
Standardbedingungen ca 30 kJmol-, urter physiologischen Bedingungen wegen pH- und Mg?+-
Eff ekten vermutlich sogar bis zu 50 kImol-1 an Energie frei [Kodman & Rohm, 1994 Klinke &
Silbernagl, 1994. Diese kann duch energetische Kopdung endergone Prozese wie z.B.

Biosynthesen undBewegungs- und Transportprozesse antreiben.
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ADbb. 1.1 Adenasin-5'-triphosphat (ATP)

Ein Mensch verbraucht bei durchschnittlicher Lestungsbeanspruchung etwa sein eigenes
Korpergewicht an ATP pro Tag. Durch den hoten Bedarf von ATP und seiner daraus
resultierenden kurzen Lebensdauer im Organismus wére dieser Energiespeicher rasch verbraucht
und der Stoffwedhsel wirde zum Erliegen kommen. Nur durch de Umkehr der Hydrolyse, d.h.
durch ATP-Synthese aus ADP und P, wird der ATP-Spiegel aufrechterhalten. Der Grofdeil des
regenerierten ATPist der Verdienst von FyF,-ATP-Synthasen.



Tell A: Proteine

1.2 F,F,-ATP-Synthase aus E. coli

1.2.1 Rolleim Organismus

Die membrangebuncene, protonenpumpende FyF,-ATP-Synthase ist ein Enzym, dasin fast allen
Organismen den duch Photosynthese oder Oxidation von Nahrstoff molekilen erzeugten
Protonengradienten an Thylakoid-, Mitochondien- oder Bakterien-Membranen dazu ausnutzen
kann, Energie dnemisch zu speichern. Dies geschieht durch Phosphaylierung von ADP zum
energiereichen ATP, weshalb man den Gesamtprozef3 auch als Phatophasphaylierung bzw.
oxidative Phosphaylierung bezeichnet. Damit erfiillt die ATP-Synthase @ne wichtige Aufgabe

bei der Energiekonservierung in Organismen [Stryer, 1994.

1.2.2 Aufbau und Struktur des Enzyms

Abb. 1.2 Schematischer Aufbau der FjF;-
ATP-Synthase ais E. coli [Junge et al.,
1997, von der Sete as gesehen und
basierend auf den hisherigen Erkenntnisen.
Fo liegt fast vollstandig in der Membran,
wahrend F, in de o/tosolische Seite ragt. Die
vorneliegende a- bzw. B-Untereinheit ist aus
Grinden der Ubersichtlichkeit weggelassen
worden, de in desen Untereinheiten
vorhandenen Nucleotidbindurgsgellen sind
als dliptische Fladhen dargestelt. Etwas
abgesetzt ist die Darstelung der c-
Untereinheiten: Die zwei helikalen Bereiche
sind als Zylinder dargestellt, welche durch
eine Schleife miteinander verbunden sind.




1.22.1 F,-Teil (F,-ATPase)

Wie der Name schon lesagt, besteht die FyF,-ATP-Synthase aus zwel Teilen. Der wasserl6sli che
F,-Teil besteht aus finf Proteinurtereinheiten (a-€) der Stochiometrie a;3,;y0¢.

Abb. 1.2bVonAbrahams et al. (1994 ermittelte Kristall struktur der F,-ATPase aus Rinderherz-
Mitochondien, gesehen von der Seite (linkes Bild) und von olen, d.h. é&m membran-
abgewendeten Ende (redhtes Bild). Die a-Untereinheiten sind Hau, de 3-Untereinheiten griin,
die y-Untereinheit orange und de gebundenen Nucleotide rot hervorgehoben. Die Untereinheiten
o unde fehlen in der Struktur.

Vor einigen Jahren gelang es den Gruppen um Walker und Leslie, die Kristall struktur von aus
Rinderherzen isolierter mitochondider F,-ATPase Kristale rontgenkristallographisch
aufzulosen [Abrahams et al., 1994. Amze und Mitarbeitern gelang die Auflésung der
Kristall struktur von F, aus Rattenleber-Mitochondien [Bianchet et al., 1999. Die Strukturen
von & unde sowie @nes Teils von y der Rinderherzmitochondien-F,; konrten jedoch wegen zu
starker Fluktuation der Positionen innerhalb des Kristalls nicht richtig aufgelost werden.
Aufgrund cer hohen Sequenzhomologie der F;-Untereinheiten aus Rinderherzmitochondien und
E. coli ist eine groRe Ahnlichkeit in deren Tertidrstrukturen zu vermuten. Die o- und -
Untereinheiten sind, 8hnlich wie die Scheiben einer Orange, alternierend angeordnet. Auf ihnen
ist pro Untereinheit je @ne Nucleotidbindurgsdell e lokalisiert. Beide Untereinheiten sind aus je
drei Domanen zusammengesetzt: einem aminoterminalen, sechsdrangigen -Fal3, einer zentralen
Domane mit sich abwedselnden a-Helices und B-Faltbléttern, welche darakteristisch ist fir
eine Nucleotidbindurgsdelle, und einem carboxyterminalen Bundal von sedis (bel (3) bzw.

sieben (bei a) a-Helices. Die katalytischen Nucleotidbindurgsdellen, welche vornehmlich auf



den B-Untereinheiten vorzufinden sind, liegen genau wie die nichtkatalytischen Nucleotid-
bindurgsdellen in der Nahe des Kontaktbereichs von a- und B-Untereinheit. Bei der FjF,-ATP-
Synthase as Rinderherz-Mitochondien sind de Bindurgsdelen zweier benacbarter
Untereinheiten durchschrittli ch etwa 27 A voneinander entfernt und zwei Bindurgsgellen des
gleichen Untereinheitentyps haben einen duchschnittli chen Abstand vonetwa 47 A. Ahnliche
Grolenverhdltnise durften auch bel der ATP-Synthase aus E. coli herrschen. Von den sedhs
Nucleotidbindurgsdellen des Proteins haben drei eine sehr hohe Affinitdt zu den Nucleotiden
undtauschen es entsprechend langsam aus, die drei anderen tauschen das Nucleotid schnell aus.
Das ellipsoid geformte (af3);-Fragment besitzt einen rohrenartigen Hohlraum in seiner Mitte,
durch den sich de haanadelformige y-Untereinheit zieht. Von deser Untereinheit, deren
Kristall struktur noch nicht vollstdndig geklart ist, ist bekannt, da3 sie ene gréiXentels
alphahelikale Struktur besitzt. Quervernetzungs-Experimente haben ergeben, dal3 y sich
offensichtlich von der Membran mit dem dort eingebetteten F,-Teil bis zur Oberseite von F;
zieht [Watts et al., 1995. Amino- und Carboxyterminus vony sind von @ Membranseite von F;
abgewandt.

Die d-Untereinheit sitzt auf der Aul¥enseite von (af3); undsteht off enbar hauptsadlich mit dem
aminoterminalen Ende der a-Untereinheit in Wedselwirkung. Desweiteren konrten Wedhsel -
wirkungen mit der b-Untereinheit des F,-Teils nacdhgewiesen werden [Rodgers et al., 1997
McLadlin et al., 1998 Dunn & Chander, 1998. Die Struktur von isolierter &-Untereinheit in
Losung ist durch NMR-Analyse weitgehend bekannt [Wilkens et al., 1997. & ist in zwel
Domaénen aufgeteilt: Der aminoterminale Bereich besteht aus einem kompakten BUndel von
sedhs a-Helices mit Helix-turn-Helix-Motiven. Der zwelte, carboxyterminale Bereich ist weniger
gut charakterisiert, da ihm offensichtlich eine geordnete Struktur fehlt. Trotz ihrer raumlichen
Né&he haben die beiden Domanen verschiedene Funktionen. Fur die Wedselwirkung von F; und
F, ist die caboxyterminale Doméane zustandig. Der Aminoterminus bindet wahrscheinlich an den
restlichen F;-Teil, ohre zu der Bindurg von F; an F, beizutragen.

Die e-Untereinheit des F,-Teil s befindet sich im Zwischenraum von (af3); undF,-Teil in Kontakt
mit y sowie mit o und 3 selbst [Lotscher et al., 1984 Dalmann et al., 1992 Aggeler et al.,
1995. Genau wie O besteht auch € aus zwei Doménen, wie NMR-spektroskopische
Untersuchungen zeigen [Wilkens & Capaldi, 1998f. Der direkt an F, angrenzende
Aminaterminus ist aus einem zehnstrangigen -Fald kew. Sandwich zusammengesetzt und zeigt
in vitro eine starke Wedselwirkung mit y, wahrend der Carboxyterminus als Doppel helix-
Haanadel aufgebaut ist undwahrscheinlich in Kontakt mit a undf steht.



1.22.2 FyTeil

Der membranintegrale Fy-Tell der FyF-ATP-Synthase as E. coli setzt sich aus drel
Untereinheiten (a-c) der Stochiometrie &,c, ,, zusammen. Es wird paostuliert, dal3 de a und c-
Untereinheiten am Transport der Protonen durch de Membran beteili gt sind [Junge et al., 1997.
Die ds Dimer vorliegende b-Untereinheit hingegen fungiert neben y offensichtlich als zweites
Bindegli ed zwischen Fy- undF,;-Teil des Holoenzyms.

Von der Struktur der aUntereinheit ist bekannt, dal3 das Protein sehr hydropholen Charakter
besitzt und vermutlich funf transmembrane a-Helixsegmente besitzt [Valiyavedil & Filli ngame,
1999§. Eine Wedhselwirkung mit ¢ wurde Uber einen kovalent querverkniipiten Komplex aus a
und c-Untereinheiten (ag, ;,) nadhgewiesen. Der (nicht quervernetzte) Komplex aus a und c-
Untereinheiten vermag Protonen duch de Membran zu transportieren [Schneider & Altendaf,
1984 & 1983. Es wird angenommen, dal3 eine a-Helix von a mit einer a-Helix von ¢ im
Kontakt steht [Jiang & Filli ngame, 1999. Desweiteren wird vonavermutet, dal3 de Untereinheit
aktiv am Protonentransport beteili gt ist. Auch eine Wedhselwirkung von a und b konte mittels
Quervernetzungsexperimenten nachgewiesen werden [Aris & Simoni, 1983 Hermolin et al.,
1983.

Die Struktur der b-Untereinheit wird as Uberwiegend aphahelikal angenommen. In der ATP-
Synthase liegt b als Dimer vor [Aris & Simoni, 1983 Hermolin et al., 1983 Dunn & Chandler,
1998 Sorgen et al., 199&]. Man nmmt an, dal3 der Aminoterminus von b als Transmembran-
Helix ausgebil det ist. Diese Helix, welche wahrscheinlich mit a und ¢ wedhselwirkt, agiert wie
ein Membran-Anker. Der langliche, hydrophle caboxyterminale Rest des Proteins tritt aus der
Membran hervor und ‘ermittelt die Bindurg an den F,-Tel. Diese Bindurg kommt
offensichtlich nicht nur durch de Wedselwirkung mit der d-Untereinheit zustande, sondern
auch mit einer nicht in Wedselwirkung mit € stehenden (B-Untereinheit von F;, wie
elektronenmikroskopische Studien belegen [Wilkens et al., 1994. Ebenso wurde @ane
Wedselwirkung vom b-Carboxyterminus und a diskutiert [Rodgers & Capaldi, 1999. Mit einer
genetisch verkirzten Form von b, ke der der hydropholke Aminaterminus fehlt [Dunn, 1992,
wurden in den letzten Jahren de Eigenschaften des hydrophilen Teils der b-Untereinheit
untersucht. Dieses genannte b, ist wasserldslich und bndet wie seine natirliche Form an F;.
Eine helikale Struktur im Bereich der Aminaosduren 124139 in der Ndhe des Carboxyterminus
wird als mal3geblich fur die Dimerisierung der Untereinheit angesehen [Howitt et al., 1994.
Insgesamt betradhtet ist b eine redit flexible Proteinurtereinheit. Versuche mit genetisch

verkirzten Versionen von b umerstitzen dese Vermutung [Sorgen et al., 19988h. Jene



Flexibilit & scheint eine dynamische Rolle der Untereinheit in der energetischen Kopdung von
Protonentransport durch de Membran und e ATP-Synthese zu urterstreichen.

Die cUntereinheit ist ein Kleines, hydropholes Protein. Sie hat die Form ener aus zwel
transmembranen Heli ces gebil deten Haanadel. Die Helices snd in einem Winkel von etwa 30°
zueinander gekippt und leicht gekrimmt, ihre Enden werden anscheinend duch Wedsd-
wirkungen vonaromatischen Seitenketten zusammengehalten. Eine polare Schleife verbindet die
beiden Helices. Diese Schleife, deren detailli erte Struktur bisweilen nach nicht aufgel6st wurde,
zeigt in Richtung des F,-Teills und wedhselwirkt wahrscheinlich mit der aminoterminalen
Domane von €. Im Zentrum der carboxyterminalen Helix liegt ein abgeschirmter Aspartat-Rest
an einer stérker gekrimmten Stelle der Helix, der an der Translokation der Protonen betelli gt ist.
Wie schon weiter oben ersichtlich, ist weder die Stéchiometrie der c-Untereinheiten nach deren
Anordnurg im Fy-Teil vollstandig geklart. Neuere Untersuchurngen [Filli ngame et al., 1998
sprechen fur 12 c-Kopien pro Fy-Einheit.

1.2.3 Enzymatischer M echanismus des AT P-Synthese- bzw. -Hydr olysepr ozesses

Die Funktionsweise der F,F,-ATP-Synthase ist aufergewdhnlich im Vergleich zu der der
meisten bekannten Enzyme. Man hat mit einer Vielzahl von Experimenten herausgefunden, dal3
der Proteinkomplex nach dem Prinzip eines rotierenden Kolbenmotors arbeitet [Duncan et al.,
1995 Sabbert et al., 1996& 1997 Noji et al., 1997. Es existieren genau wie beim Motor ein
Stator- und ein Rotorteil. Man fand heraus, dal3 der Stator offensichtlich von den Untereinheiten
a, b,a, B undd gebildet wird, entsprechend scheint der Rotor aus ¢, y unde zusammengesetzt zu
sein[Jungeet al., 1997.

Der exakte Vorgang des Protonenflul’es durch F, ist bisher weitestgehend Spekulation. Als
sicher gilt, dal3 de Protonen wie eawahnt vom oben beschriebenen zentralen Aspartatrest der c-
Untereinheit fixiert werden kdnren. Ein recht neues Modell [Junge et al., 1997 schlégt vor, dal?
Protonen auf der Membran-Aufenseite Uber die aUntereinheit an eine cKopie des
Oligomerenverbunds weitergeleitet werden. Durch de Aufnahme der Protonen neutralisiert sich
die Ladung im Zentrum von c. Damit ist der Kontakt mit der Lipid-Umgebung beglnstigt, so dal3
sich de Untereinheit respektive das c-Oligomer (rotierend) bewegen kann. Wieder an der
gegenuberliegenden Seite von a angelangt, gibt ¢ das Proton an a &, vonwo deses auf die
Innenseite befordert wird. Beim Kontakt mit a liegt ¢ somit im deprotonierten Zustand va. Die
effektive Funktion der Protonenpumpe wird hier letztlich nur von a Gbernommen, wobei die

beiden postulierten Protonen-Lokalisierungsdellen  voreinander getrennt  ihre  Aufgabe



verrichten. Im Vergleich hierzu steht das von Dimroth et al. (1998 diskutierte Modell, das die
Wirkungsweise des F,-Tells der Na“-pumpenden F,F,-ATP-Synthase as P. modestum
beschreibt.

Abb. 1.3

a +«—10rm—0o (@) Modell der Arbeitsweise der ATP-
a/ ~ \a o Synthase wéahrend des Protonenflulies
durch de Membran [Junge et al., 1997.
Dieser FluR erzeugt ein Drehmoment,
ADP + P, welches den Rotorteil der ATP-Synthase
antreibt. Dieser erzeugt die unter-
|- ¢ Membrane | ScChiedlichen  Konformationen Oer
. Nucleotidbindurgsstellen in einer sich
0 £1P1° * wiederhoenden Abfolge und ermdgli cht
’ TN ‘ somit die ATP-Synthese.
(b) Schematische Darstell ung des Stator-
und Rotorteils der FyF;-ATP-Synthase
[Elstonet al., 1999.
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In desem Modell werden de Natriumionen duch einen lonenkanal auf der statischen a
Untereinheit an Glutamat-Seitenketten in der jeweils in Kontakt zu a stehenden c-Untereinheit
weitergeleitet. Durch eine somit indwzierte Drehung des c-Untereinheiten-Oligomeren relativ zu
awerden de Na*-lonen der beladenen c-Untereinheiten fir das Cytoplasma zuganglich, sobald
die entsprechende cUntereinheit nicht mehr in Kontakt mit a steht. Schliefdlich dffunderen de
Na-lonen ins Cytoplasma.

Die Rotation des c-Oligomersin Fy induziert laut der gangigen Theorie der Funktion des Proteins
eine Rotation der y-Untereinheit. Durch den Kontakt mit den a- und -Untereinheiten verursacht
die Asymmetrie vony periodisch urterschiedliche Konformationen der Nucleotidbindurgsdellen
von . Dies ist notwendig fur die hier stattfindende zyklische Generierung von ATP aus den
Edukten ADP und anorganischem Phosphat (P), welche schon einige Jahre vor der
Strukturauflésung von a und 3 as Bindurgswedsel-Mecdhanismus diskutiert wurde [Kayalar et



al., 1976& 1977. Fir drei bis vier durch de Membran gepumpte Protonen wird je én ATP-
Molekll aus ADP undP, generiert [Graber, 1994 Pitard et al., 1999.

ADP + Pi ADP Pi ENERGY ADP P
R N
<
ADPP ATP
,:.,53;. ~ 4
ATP Hzo

Abb. 1.4 Bindurgswedse-Medanismus wahrend der ATP-Synthese bzw. -Hydrolyse (zur
Entwicklung von dessen Formulierung s. Kayalar et al., 1976& 1977, Boyer, 1989 Cross 1992
& 1994. Die Katalysezentren auf 3 durchlaufen drel verschiedene Konformationen wahrend
eines Rotor-Umlaufs: tight (T), open (O), loose (L)

Vom F,-Teil abgetrennt ist der F;-Teil der ATP-Synthase nur noch zur Hydrolyse von ATP fahig,
da in desem Fal die Energie des Protonengradienten nicht mehr fir die Synthese von ATP
genutzt werden kann. Fir den enzymatischen Medhanismus der Mg?+-abhangigen Hydrolyse-
retionwurde in neuester Zeit ein Mecdanismus entworfen [Weber & Senior, 1997, welcher in
Abb. 1.4b drgestellt i st.

Die Hydrolysesktivitét der isolierten F-ATPase auis E. coli erhéht sich betraditlich bei
Abwesenheit der e-Untereinheit [Laget & Smith, 1979. Offensichtlich wirkt € wie @an
Bremselement, welches die relative Rotation vony zum af;-Fragment reguliert. Die relative
Rotation von € zu den (-Untereinheiten wurde kirzlich mit Quervernetzungsexperimenten
bewiesen [Bulygin et al., 1999. Wie neuerdings aufgrund von Kinetik-Studien an der
entsprechenden ATP-Synthase des thermophilen Bakteriums PS3 gemutmaldt wird [Bald et a.,
199§, ist der enzymatische Mechanismus der Synthesereaktion vonATP keine @nfache Umkehr
von dem der ATP-Hydrolyseregktion. Damit ist einmal mehr die Komplexitét der Arbeitsweise

des Enzyms eindrucksvoll demonstriert.



MgADP P,

Abb. 1.4b Moddl fir die Hydrolyse von
ATP-Mg?* durch EF, im stationdren Zustand
[Weber & Senior, 1997. Die Konformationen
der dre katalytischen Bindurgsstellen
(dargestellt durch Kreise) sind
gekennzeichnet durch L (niedrigste Affinitét),
M (mittlere Affinité) und H (héchste
Affinitat). Wahrend der Katalyseresktion im
stationdren Zustand bei v, (maximaler
Redktionsgeschwindigkeit) hat die haupt-
sadlich vorherrschende Form des Enzyms
ein Molekil ATP und zwei Molekile ADP
gebunckn, wie beim Zustand C angedeutet ist.
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Tell B: Spektroskopie

1.3 Theoretische Grundlagen der Elektronenspinresonanz
1.3.1 ESR-Aktivitat

Vorausstzung fur ESR-aktive Atome oder Molekile ist die Existenz mindestens eines
ungepaaten Elektrons in einem ihrer (Atom- oder Molekil-)Orbitale. Solche radikalischen
Substanzen sind paramagnetisch. Gepaate Elektronen (voll besetzte Orbitale) haben de
Eigenschaft, dai sich ihre Spins gegenseitig aufheben (zu ndl addieren), so dal?3 de betreffende
Substanz diamagnetisch ist und keine ESR-Aktivitét besitzt [Galla, 1988 Weil et al., 1994.

1.3.2 Eigenschaften von Elektronen im homogenen Magnetfeld

Nadh der klasssch-medanistischen Betrachtungsweise besitzt jedes Elektron als Bestandtell
eines Atoms aul}er Masse und Ladung noch einen Gesamtdrehimpuls J, der sich additiv aus

seinem Bahndrehimpuls L undseinem Eigendrehimpuls (Spin) S zusammensetzt [Pode, 1983.
J=L+S (1.1)

Fur die Betrdge der Drehimpulse gilt nach der quantenmedhanischen Theorie jeweil s [Kuchling,
1989

L=1(1 +2)n; S=./ss+1)n (1.28,b)

Die Grofen | unds snd her die jeweili gen ganz- und relbzahli gen Quantenzahlen fir Bahn- und
Eigendrehimpuls des Elektrons.

Bezeichnet man L, undS, als Komporenten der jewelli gen Drehimpulse L und S beziiglich der
Ausrichtung Hy eines auliren, zeitlich korstanten Magnetfeldes, welche per Definition mit der
z-Achse anes a priori festgelegten kartesischen Koordinatensystems zusammenfdlt, so gilt for

die Betrage dieser Komporenten

L, =mn; S, =mh (1.3ab)
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und Entsprecdhendes auch fur den Gesamtdrehimpuls.

0 A Abb. 1.5 Klasdsche Betrachtung eines Elektrons (E) in eéinem
konstanten auferen Magnetfeld der Starke H, [Schneider &
Plato, 197]. Der magnetische Spinmoment-Vektor W,
welcher auf der Eigenrotationsadchse des Elektrons (A) liegt,
fuhrt eine  Prazessonsbewegung um  die  zum
Magnetfeldvektor H, parallele Achse A aus; er bewegt sich
auf der Mantelflache @nes Préazessonskegels. Die
Umlauffrequenz dieser Prazessonsbewegung wird als Larmor-
Frequenz v, bezeichnet.

- 1T

Weliterhin gilt

J,=L,+S,=mn; m =m+m, (1.4a,b)

Nadh der quantenmedanischen Theorie kdnren de jeweiligen Betrdge von L, und S, nur
diskrete, halb- oder ganzzahlige vielfache Werte von 7 annehmen, welche von dcen halb- oder
ganzzahligen magnetischen Quantenzahlen m; undmg der Drehimpulse éhéngen. Der Winkel &
beschreibt die Neigung des Drehimpulsvektors zu Hy, es gilt hierbei im Falle des Spins [vgl.
Galla, 1988 Kuchling, 1989

cosd = mh___m 1.9

und entsprechende Beziehung auch fir den Bahndehimpuls. Bewegte Ladurgen in einem
Magnetfeld besitzen magnetische Dipdmomente. Ein Elektron wverhélt sich folglich wie an
magnetischer Punktdipoal, fir dessen magnetisches Gesamtmoment p; gilt analog Gl. (1.1)

HJ :HL +Hs (1.6



12

Hierbel ist y, das magnetische Bahnmoment und pg das magnetische Spinmoment des
Elektrons. Magnetisches Moment und Drehimpuls eines Elektrons snd linea voneinander
abhéngig, was auch aus Abb. 1.5 lervorgeht. Die Beziehung entspricht im Fall e des Spins bzw.
seiner Komporente in Hyp-Richtung [vgl. Podle, 1983

l'_ls -7 9218 5 ESZ - 9218 =, (1-78.0)

Fur den Betrag des magnetischen Moments gilt analog

us = 9Fe 5= g /o5 + 1)y e, = gl Tl (18ab)

Die Betrage der Drehimpulse werden folglich in 7 -Einheiten [J-s] und de der magnetischen
Momente in pg-Einheiten [V-sm] angegeben.

Fur die Betrachtung von Elektronenspinresonanz-Vorgangen sind von an im obigen Abschnitt
erlauterten Gleichurgen nu digenigen mit einer Abhangigkeit vom Elektronenspin von
Interesse. Hierbei mul jedoch vaorausgesetzt sein, dal3 von venherein de Wedselwirkungen
zwischen magnetischem Bahnmoment und Spinmoment eines Elektrons (Spin-Bahn- oder
Rusll-Saunders-Kopdung) vernadlassgt werden konren. Dies ist im algemeinen in erster
Na&herung gut durchfuhrbar [Schneider & Plato, 1971].

Die potentielle Energie @nes magnetischen Dipals, den das Elektron im hiesigen Fall e darstellt,
in einem zeitli ch korstanten Magnetfeld der Stérke H ist gegeben durch

E = g THo =|u | (IH,| [0S, = g, H, (1.%)
[val. Well et al., 1994, somit gilt mit Gl. 1.8b

E = m [0, TH, (1.9

Der Zusammenhang zwischen magnetischer Feldstérke H und magnetischer Indukionsfluf3dchte
B ist gegeben duch

B=p,H (1.10



Eingesetzt in Gl. (1.9b ergibt das

E:rnsl:gulBEBO

0

Mit s=1

13

=m [g g [B,

(1.1

bzw. m(=s s-1 ..., -s+1 -s)=+% sind wegen der Elektronenspin-

Multiplizitdt Mg =2[$+1=2 verschiedene Spinzustande fur ein Elektron erreichbar, deren

Energien sind

1

E=+2M0H, B, und  E=-Zg B, (1.123b)

S 2

Fur die Energiediff erenz dieser beiden Zusténde gilt:

AE=E, -E =g, B,

E.-Kurve
(mg=+1/2)

E.-Kurve
(mg=-1/2)

> B

(1.13

Abb. 1.6 Abhéngigkeit der absoluten
Energien beider moglicher Spinzustande
eines ungepaaten Elektrons von der
Magnetfeldstarke [Schneider & Plato, 1971.
Das Phanomen der Aufspatung der
Energieniveaus im homogenen Magnetfeld
wird auch a's Zeaman-Eff ekt bezeichnet. Fir
den Fall von B = 0 haben de Zusténde die
gleiche Energie, hier kann keine Resonanz
bzw. Absorption stattfinden.

Fur ein Teilchensystem kann das Besetzungsverhdtnis der beiden Energieniveaus durch de
Boltzmann-Verteil ung beschrieben werden [Galla, 1988 Waell et al., 1994:

V==t et

(1.14
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Bei Raumtemperatur und magnetischen IndukdionsfluBdchten hs 1 T (104 G) ist die
Besetzungszahl fur die energie&meren Spinzusténde (N_.) nur unwesentlich groler als die fur die

energiereicheren Spinzusténde (N.), das Verhdtnisliegt in der Groenordnurg

N,/N_=1-7010° (1.15

1.3.3 Magnetische Dipol-Wechsalwirkungen zwischen Elektron und Atomkern

Ein Elektronin der Sphére @nes Atomkerns, dessen Spin vonNull unterschiedlich ist, erféhrt im
homogenen Magnetfeld eine zusétzliche Aufspaltung seiner Energieniveaus durch den Kernspin.
Bei Atomkernen mit der Spinquantenzahl | ist die Spin-Multiplizitét M, =20 +1 (magnetische

Kernspinquantenzahl m; =1, 1-1, ..., -1 +1, -1) und entspricht dem Vervielfacdhungsfaktor
der Elektronen-Energieniveaus. So gilt zum Beispiel fur den 1“N-Kern 1 =1 bzw. M, =3

(m, =+1, 0, -1), die beiden Energieniveaus des Elektrons in Abb. 1.6erfahren je ene dreifache

Aufspaltung.

E Abb. 1.7 EinfluR dbr magnetischen
m = +1 Wedselwirkung des Elektrons mit
m= 0 m, = +1/2 einem  Atomkern, desen  Spin-
m, = -1 quantenzahl  1=1 ist, auf die

Elektronen-Energieniveaus [Weil et al.,
— 1994. Fiur die Ubergange des
Elektronenspins  zwischen desen

AE
Niveaus gelten de Auswahlregeln
N Am,; =0 und Amg = *1
: \ m = -1 Damit sind, wie dargestellt, insgesamt
A m= 0 mg= -1/2 drei Ubergange elaubt.
Lo m, = +1
A——t— .
ByA ! BytA

Der Abstand des Elektrons vom paramagnetischen Atomkern spielt eine grolée Rolle fur die
Differenz seiner Spin-Energieniveaus. Je kleiner der Abstand, desto grofier die Differenz der

Energieniveaus und umgekehrt. Die Energie der magnetischen Elektron-Kern-Wedselwirkung
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steht im reziproken Verhdtnis zur dritten Potenz des Elektron-Kern-Abstands [Weil et al.,
1994.

H, bzw. z Abb. 1.8 Schematische Darstellung der ausgerichteten
A magnetischen Momente von Elektron (E) und
Atomkern (K) im homogenen Magnetfeld [Well et al.,
e | 1994. Die Wedselwirkungsenergie ist abhédngig von
Kk | der Stellung der beiden Spinsysteme zueinander, d.h.
0 vom Winkel, den Magnetfeldrichtung und Elektronen-
Loy Kern-Abstandsvektor einschlief3en (6).
Eek
E
Uy =-to 08670, g, (1169
ek

1.3.4 Wechselwirkungen zwischen Elektronen
1.3.4.1 Magnetische Dipol-Wechselwirkungen

In der gleichen Art und Weise wie magnetische Dipal-Wedselwirkungen zwischen Elektron und
Atomkern existieren auch solche Interaktionen zwischen zwei Elektronen. Fir die
Wedhsalwirkungsenergie gilt dieselbe Abhéngigkeit vom Abstand der Elektronen zueinander,
wobei deren GrofRenordnurg um den Faktor 103 hoher liegt. Dies liegt daran, dal3 das
magneti sche Spinmoment des Elektrons mindestens 2000mal grofier ist als das eines Atomkerns
[Well etal., 1994.

U, =~ Ho 005610 oy (1168

a4 r

ee
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Genau wie bel der Elektron-Kern-Wedselwirkung werden de Energieniveaus der Elektronen
durch de Wedselwirkung zusétzlich aufgespalten, der Faktor wird duch de Elektronenspin-
Multiplizitat M bestimmt.

1.3.4.2 Spin-Austausch-Wechselwirkungen

Zwe benachbarte ungepaate Elektronen konren ihre jewelligen Spinzustdnde voneinander
Ubernehmen (austauschen), wenn dese unterschiedlich sind. Die Wahrscheinlichkeit fir einen
solchen Austausch ist um so grofier, je ndher sich de Spinsysteme kommen. Bei Abstéanden
zweier Spinsysteme unter 8 A tritt diese Art von Interaktion verstarkt in Erscheinung [vgl.
Likhtenshtein, 1976& 1993. Spin-Austausch-Wedsalwirkungen verkirzen de Lebensdauer
eines angeregten Spinzustandes (1) und \ergroffern somit nadh der Heisenbergschen
Unschérferelation (s. Gl. 1.20 dessen Energieunschérfe [Galla, 1988 Well et al., 1994.

1.3.5 Absorption
Absorbiert ein Spinsystem im homogenen Magnetfeld, wie e oben beschrieben wurde, im
(energiegmeren) Grundzustand einen EM-Strahlungsquant der Frequenz v, so geht es in den
(energiereicheren) angeregten Zustand Ulker. Es gilt sodann de dlgemeine Formel fur die
Absorption vonStrahlung [Kuchling, 1989

AE=h (1.179).
Mit Gl. 1.13ergibt sich hieraus die dl gemeine Resonanzbedingung

hov = g, [B, (1.19

Die Boltzmann-Gleichung (1.14) &3 sich also auch folgendermal3en ausdrticken:

N, _ exp%lil—gg (1.19

Im Falle der Absorption wird de durch Gl. (1.195 beschriebene Boltzmann-Vertellung derart
beeanflul, dal3 eine Gleichverteilung der Zusténde (N, / N_ =1) angestrebt wird (entsprechend
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T - ). Eine solche Situation wird als absolute Séttigung bezeichnet. Da hier die Entropie
maximal ist, sind Besetzungsverhdtnissee mit N,/ N_ >1 nicht moglich [vgl. Well et al.,

1994.

1.3.6 Reaxation

1.3.6.1 Spin-Gitter-Relaxation [Schneider & Plato, 1971; Weil et al., 1994]

Die durch de Absorption entstandene Verschiebung des Besetzungsverhdtnisses der Spin-
Energieniveaus verursadit ein thermisches Ungleichgewicht. Die a@omare bzw. molekulare
Umgebung der Spinsysteme, das genannte Gitter, ist jedoch in der Lage, die Uberschiissge
Spin-Anregungsenergie in Form von Wéarme aifzunehmen. Dieser als Spin-Gitter- oder longi-
tudinale Relaxation bezeichnete strahlungslose Ubergang stellt das thermische Gleichgewicht des
Gesamtsystems wieder her.

Als Mal’ fur die Geschwindigkeit des Relaxationsvorgangs deht die sogenannte Spin-Gitter-
Relaxationszeit (T,). Sie ist per Definition de Zeit, in der im Gesamtsystem ein duch
Absorption gestértes Boltzmann-Besetzungsverhdltnis bis auf /e (ca 3®0) der
Vertell ungsdifferenz wiederhergestellt wurde, d.h. &3 ca 63% der angeregten Spins innerhalb
von T, relaxieren.

In Festkorpernist T4 aufgrundeiner besseren Koppung der Spinsysteme an das Gitter kleiner als
in Flissgkeiten. Zu grol¥e Spin-Gitter-Relaxationszeiten fihren zu Séttigungszustanden, wie sie
weiter oben im Abschnitt 1.1.5 keschrieben wurden.

1.3.6.2 Spin-Spin-Relaxation [Schneider & Plato, 1971; Well et al., 1994]

Eine weitere Art der Dezimierung angeregter Spinzustande ist die Spin-Spin-Relaxation. Diese
ist jedoch mit einer Spin-Anregung gekoppelt, so dald im Endeffekt ein Spin-Austausch resulti ert
(val. Kap. 1.1.4.2. Prozess dieser Art sind folglich ohre EinfluR auf das Boltzmann
Besetzungsverhéltnis, verkirzen jedoch die Lebensdauer des angeregten Spinzustandes. Nach der
Heisenbergschen Unschérferelation [vgl. Kuchling, 1983 gilt

AECT = 7 (1.20
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wobei AE der Energieunscharfe @nes Spinzustandes und T seiner Lebensdauer entspricht. Das
bedeutet, da? bei verkirzter Lebensdauer die Energieunschdrfe der Spin-Energieniveaus
zunimmt.

Die Spin-Spin-Relaxationszeit (T,) definiert man als die mittlere Lebensdauer von angeregten
Spinzustanden, welche ausschliefdlich durch Spin-Austausch in den Grundzustand zurtickversetzt

werden.

1.4 ESR-spektroskopische Meldtechnik

1.4.1 Entwicklung

Die Elektronenspinresonanz-Spektroskopie, welche sich de in Kap. 1.2 vaogestelten
Eigenschaften von Elektronen in zeitlich hanogenen Magnetfeldern zunuze madt, hat sich
neben der Kernspinresonanz-Spektroskopie seit dem Zweiten Weltkrieg in vielen Bereichen der
naturwissenschaftlichen Forschurng zu einer etablierten Analysemethode entwickelt [vgl. Podle,
1983. Speziell in der Biochemie hat sie Bedeutung bei der Aufkléarung von Struktur und
Funktion vonMakromolekilen erlangt. In der heutigen Zeit ist die ESR-Spektroskopie mit ihrer
Vielzahl verschiedener Mefdtechniken al's Erganzung zu hiochemischen Untersuchungen ein sehr

wertvoll es Instrument.

1.4.2 Mel3prinzip

Das Mel3prinzip der ESR-Spektroskopie wird im folgenden vereinfacht beschrieben [vgl. Well et
al., 1994. Die zu vermessnde Probe wird in einem Hohlraum-Resonator (Cavity) mit
Mikrowellen von korstanter Frequenz v bestrahlt. Diese werden in einem Klystron erzeugt und
Uber einen Hohll eiter zur Cavity geleitet. Senkredht zur Einstrahlungsrichtung der MW-Strahlung
wird ein korstantes Magnetfeld angelegt, in dem sich die Cavity befindet.
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MW- typische MW- Tab. 1.@ Auflistung der verschiedenen MW-Frequenz-
s | renama(o | B, e i e e osuons s
L 1,5
S 3,0
C 6,0
X 9,5
K 23
Q 36
\% 50
W 95

Fur Mikrowellen im X-Band-Bereich (Frequenz ca 10 GHz) bendétigt dieses Magnetfeld eine
Stérke von etwa 350 mT, wenn der Landé-Faktor der Mel3probe bei etwa 2,0 liegt. Die
Mikrowellen werden in einem Klystron erzeugt und duch einen Einweg-Hohll eiter sowohl zum
Hohlraumresonator als auch zu einem Kristall detektor geleitet, der Weg der Strahlung verlauft
durch eine Hohlleiter-Verzweigung, dem sogenannten "magischen T". Die Intensitét der MW-
Strahlung wird duch eine Irisblende reguliert. Ein Kristalldetektor wandelt die in der Cavity
reflektierte MW-Strahlung in eine Gleichspannurg um, die gemessen undauf einem Schreiber
ausgegeben werden kann. Im Falle @ner magnetischen Resonanz wird aufgrund vonAbsorption
die stehende Mikrowelle in der Cavity gestort, da ene Frequenzverschiebung stattfindet. Diese
Stérung kann vam Detektor registriert werden, es resulti ert eine Absorptionsbande.

Im Verlauf der Entwicklung der Continuows Wave-(CW-)Mefdtechnik hat sich das Field Sweep-
Verfahren gegeniber dem Frequency Swee-Verfahren duchgesetzt, da letzteres tedhnisch
anspruchsvoller ist. Beim Field Swee wird bel konstant gehaltener MW-Frequenz die
Magnetfeldstarke variiert. Zur Verbessrung des Signa-Rausch-Verhdtnises bzw. der
Signalausbeute wird neben dem erzeugten Kkortinuierlichen Magnetfeld ein magnetisches
Wedhselfeld angelegt und mit einer phasensensitiven Amplituden-Detektionstedhnik anstell e des
normalen Absorptionsdgnals desen erste mathematische Ableitung, das derivative
Absorptionsggnal, aufgenommen (vgl. Abb. 1.9. Dieses Signal enthdlt mehr direkte
Informationen Uber die Parameter der Absorptionsbande.
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Abb. 1.9 Moduation eines normalen
‘ Detected Absorptionsdgnals (unten) mit einem
100 kHz signal magnetischen Wedhselfeld. Das resul-
/\ tierende derivative Signa (oben)
entspricht der ersten mathematischen

Ableitung des Normalsignals [Well et
al., 1994.
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In den letzten Jahren wurde die CW-Mefl3tedhnik, dhnlich wie zuvor bel der Kernresonanz-
spektroskopie, zunehmend von ar Puls-Tedhnik erganzt. Letztere beruht darauf, dal3 de
Mel3probe bei einer konstant gehaltenen Magnetfel dstarke mit einem Breitband-Mikrowellenpus
(Redhtedk-Puls) bestrahlt wird und de &klingende Quermagnetisierung gemessen wird. Mittels
Fourier-Transformation wird dann schlief3lich das Spektrum berednet.

1.4.3 Spektren

Das Erscheinungshild eines ESR-Signals, d. h.seine Lage in der Magnetfeldskala und dessen
Form, sind von velen verschiedenen Faktoren abhéngig. So wird de Lage des Signals von der
Lage der entsprechenden Spin-Energieniveaus bestimmt (s. Abb. 1.6 und 1)/ diese wiederum
wird bestimmt durch

i) das aufere Magnetfeld, in dem sich de Mel3probe befindet, hier errechnet sich de
Magnetfeldstarke aus Gl. 1.18

hQw

B, = 1.189
gLl A

i) innere Magnetfelder, erzeugt durch
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- dieintra- undintermolekulare chemische Umgebung des entsprechenden Spinsystems bzw. des
einfach besetzten Atom- oder Molekulorbitals, diese bestimmt dessen Landé-Faktor

- magnetische Dipd-Wedsewirkungen zwischen Elektronen oder Elektron und Atomkern (s.
Abb. 1.7. Beli letzteren erweitert sich Gl. 1.18&zu

B, =B,-m[A (1.23),

wobei A a's Kernspin-Hyperfeinkopgdungskonstante bezeichnet wird. Die Absorptionslinie wird
hierbei in M, Signale aifgespalten, de in der Magnetfeldskala den Abstand A voneinander
aufweisen.

iii) die Orientierung des 0.g. Orbitals bzw. des Spinsystem-tragenden Molekiils im &ufferen
Magnetfeld. Diese kann ebenso durch de raumliche Orientierung (6,4) des Magnetfeldvektors

innerhalb eines festgel egten Molekiil-K oordinatensystems (wie z.B. in Abb. 1.14 Abschnitt 1.4)
beschrieben werden.

Abb. 1.10 Veranschaulichung der Orientierung des
Magnetfeldvektors in einem molekularen Koordinaten-
system (x,y,z). Zu ihrer Beschreibung sind de beiden
dargestellten Raumwinkel (6 und¢) notwendig.

Fur den Landé-Faktor in Gl. 1.18 und & Hyperfeinkopgdungskonstante in Gl. 1.21gilt

9(6.¢) = |/cos’ ¢ [$in OB, +sin” ¢ [in” O [h2, +cos” O 1, (1.229)

A6.¢) = \/cos’ ¢ [8in OLA’, +sin’ § [8in” O LA, +cos” O AL (1.229

[Pode, 1983. Die mit x, y und z doppet indizieten Zeichen sind de sogenannten

Tensorelemente, sie entsprechen den g- und A-Werten fir den Fal von H0|| X, Y,z des
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Molekll-Koordinatensystems. Sind ale moglichen Orientierungen fir ein Ensemble von
Spinsystemen gleichverteilt, so wird das Gesamtsystem als isotrop bezeichnet, in alen anderen

Falenist es anisotrop. Im Falle von Isotropie gilt
9=(9(6.9)) = 4(9.+9, + 9.) (1.23)

A=(AB.9))=3(A+A, +A,) (1.239

[val. Galla, 198§. Fir die kombinierten Resonanzbedingungen aus GI. 1.18 und 1.21

hv = g, [{By + m [A) (1.29
gilt ebenso
hw = g, [, (B;), +m A, | (1.249)

und Entspredhendes fur die y- undz-Tensorelemente von g undA.

Die Form der Absorptionglinien bzw. Gestalt des Spektrums werden bestimmt durch

i) Relaxationsprozesse, wie sie in Kap. 1.1.6 leschrieben wurden. Diese beanfluf®en de
Halbwertslinienbreite Aw der Signale. Es gilt

A_w: 1 +i:i (15)
2 2 T, T

[Schreider & Plato, 197]. Hierbel ist 1" die dfektive Lebensdauer der Spinzustande, auch als
transversale Relaxationszeit bezeichnet. In Flissgkeiten ist die Kopdung des Spinsystems ans
Gitter geringer as in Festkorpern. T, ist hier deutlich kieiner as T,, und de transversale
Relaxationszeit entspricht etwa der Spin-Spin-Relaxationszeit.

i) molekildynamische Prozese mit Augenmerk auf die Rotationsdynamik. Als Mal3 fur die
Rotationsdynamik eines Ensembles von Spinsystemen steht die Rotationskorrelationszeit (tg).
Sie entspricht der Zeit, in der sich der Anteill 1/e dler Spinsysteme des Ensembles um 1 rad (ca
57°) aus ®iner Ausgangsorientierung gedreht hat. Das flr die Spektren mal3gebliche Zeitfenster
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der 0.g. Rotationsprozesse liegt bei etwa 107 (‘slow motion'-Spektren) bis 1011 s (‘fast motion'-
Spektren), fur spezielle Mefstechniken wie der Séttigungstransfer-ESR auch tbker 107 s.

Im Verlauf der zunehmenden Immohili sierung bzw. zunehmenden Rotationskorrelationszeit des
Spinsystem-Ensembles gehen die Parameter, welche die Position der Absorptionsbande(n) im
Spektrum  bestimmen, also Landé-Faktor und Kernspin-Hyperfeinkopdungskonstante,
sukzessve in ihre entspredhenden Tensorelemente Uber. Sie verandern damit, wie in Abb. 1.11
ersichtlich, de Form des resultierenden Spektrums, da die Tensorelemente im allgemeinen
unterschiedliche Werte aanehmen. Abb. 1.12zeigt die Bestimmung dieser Elemente aus einem
Spektrum.

_JHHM_
R /5

I

magnetische InduktionsfluRdichte

derivative Absorption

Abb. 1.11 Abhéngigkeit des Erscheinungshbilds eines ESR-Spektrums fur 1 =1 von cbr
Rotationsdynamik der Spinsysteme [Kraft, 1995. Die Immohili sierung der Spinsonden nmmt
von oken nach urten hin zu. Fir die oberen zwei Spektren liegt die Rotationskorrelationszeit bel
etwa 1011 bzw. 10° s, beim untersten bei etwa 107 s.
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EXPERIMENTAL
******* LORENTZIAN LINE SHAPE
—-—-GAUSSIAN LINE SHAPE

——H
10 GAUSS

L 2Az;

Abb. 1.12(vorige Seite): Gemessene und simulierte "slow motion’-ESR-Spektren eines per-
deuterierten Nitroxylradikals (1 =1) mit Erlduterung der g- und A-Tensorelemente [Hwang et
al., 1979. Durch die geringe Linienbreiteist die Feinstruktur des Spektrums gut zu erkennen.

1.5 Organische Nitroxylradikale als ESR-Reportergruppen

Eine Sorte von Spinsonden, dein der ESR-Spektroskopie redht haufige Verwendurg findet, sind
die stabilen arganischen Nitroxylradikale. Ihr Einsatz erfolgt hauptsachlich bei biophysikali schen

Untersuchungen.
R
X
R* R?

H3C>|\ )<CH3 H3C>[ j<CH3 H,C CH,
H,C Iil CH, H,C Iil CH, H,C N CH,
o] o] o]

@ (b) (©)
R"? = Methyl X = CH,, CO R = COOH, NH,, OH
COOH H,C CH,
/
o] — N
Rl ><3<w3 H.C CH, H.C )<CH3
R? N CH, H,C N CH, H,C N CH,
I I I
o] o] o]
(d) (e) ()
R2 = Alkyl

Abb. 1.13 Einige Beispiele von Nitroxylradikalen auf Piperidin- (b, ¢) und Pyrrolidinbasis (d-f)
und eine dlgemeine Form, welche aich stell vertretend fir nichtzyklische organische Nitroxyl-
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verbindurgen steht (a). Die enfadiste stabile Verbindurg dieser Klase ist Di-(1,1-
dimethylethyl)amin-N-oxyl fur R12=CH,.[vgl. Breuer et al., 1989

1.5.1 Besondere Eigenschaften

Die recht hohe Stabilit & der Nitroxylradikale gegentiber Redox-Prozessen ist einerseits, wie in
Abb. 1.14illustriert, duch eine Mesomeriestabilisierung des ungepaaten Elektrons bedingt
sowie andererseits durch de sterische Abschirmung, welche durch de vier Methylgruppen an
den a-C-Atomen erzielt wird. Die primére Funktion deser Methylgruppen ist jedoch einfach de
Substitution der Wasserstoffatome an den a-Kohlenstoff en zwedks chemischer Stabili sierung der

Verbindurg.
R’ R? R' R?
HsC . | | _CH, HsC | | _CH,
e, < >0.@.<
HsC lil CH, -—> HsC lil CH,
o (o)
' ©
in unpolarem in polarem
Lésungsmittel Losungsmittel

Abb. 1.14 Mesomere Grenzstrukturen eines as Reportergruppe verwendeten Nitroxylradikals
[Breuer et al., 1989. Die Polaritdt des Lésungsmittels hat einen wesentlichen Einflul® darauf,
welche Resonanzstruktur der redlen Struktur des Radikals am @hnlichsten ist.

Resultierende Elektron-Kern-Wedhselwirkungen fur die oben beschriebenen Nitroxylradikale
wéren demnach zum einen die Wedselwirkung mit dem 14N-Kern (1 =1), welche um so stérker
ist, je pdarer die Umgebung der Molekiile ist, undzum anderen de Wedselwirkung mit einem
a-13C-Kern (1 = %). Dadie relative Haufigkeit dieses C-Isotops jedoch recht gering ist, fallt die

Wedhsalwirkung fir das Spektrum nicht stark ins Gewicht.

1.5.2 ESR-Spektren

Die ESR-Spektren der organischen Nitroxylradikale haben somit eine wie in Abb. 1.11
dargestellte Form und Gestalt. Fir die Definition der im vorigen Abschnitt  erlduterten
Tensorelemente von Landé-Faktor und Hyperfeinkopdungskonstante liegt die in Abb. 1.12
ill ustrierte Darstellung zugrunde.
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z Abb. 1.15 Molekulares Koordinatensystem eines organischen

A Nitroxylradikals [Nordio, 1976§. Die z-Achse beschreibt

R2 CH, hierbei die Langsadse des p-Orbitals vom Stickstoff, wahrend
4 R

w, : Y| dieN-O-Bindurg einen Teil der x-Achse darstellt .
y C\ V
3 N
R1 .‘Q ¢,,

N

H;C X
Abb. 1.16 Abhédngigkeit der ESR-Spektren von b
J\/\/\/" . o Orientierung eines  mit  Nitroxylradikalen  ddierten
Einkristalls im homogenen Magnetfeld [Nordio, 1978. Die
Spinsonden sind im Kristall einheitlich orientiert. Spektren:
JW ) | Magnetfeld parallel zur molekularen x-Koordinatenadse (a,
vgl. Abb. 1.15, zur molekularen y-Koordinatenachse (b)

und zur molekularen z-Koordinatenachse (C); gemitteltes

J\/"J\F_J\/' | Spektrum aus den Spektren ac (d), entspricht dem Fast-

Tumbling-Spektrum der freien Spinlabel in Losung; Summe
@ | der Spektren Uber alle moglichen Orientierungen (e, vgl.
GIn. 1.29, entspricht dem Rigid-Powder-Limit-Spektrum

o der Radikale. Aus den Spektren a-c sind de Tensorelemente
vong undA bestimmbar.

Charakteristische Werte fur die g- und A-Tensorelemente von Nitroxylradikalen in walirigen

Losungen sind

0,=2,009 g,=2,008 g,=2,003 A,=55G; A,=6,0G; A,=365G.

Wie in Abb. 1.12zu sehen ist, lasen sich de é@nzelnen Tensorelemente leicht aus einem
Spektrum mit gut aufgeldster Feinstruktur bestimmen. Diese wird fir X-Band-Spektren
besonders bei perdeuterierten Spinsonden aufgrund einer geringen Hyperfeinaufspaltung der
Elektronen-Energieniveaus durch den Deuteriumkern erzielt. Bei den gewdhnlichen Spinlabeln
verursachen de Wassrstoff- Protonen aufgrund einer im Vergleich zu Deuterium grof¥eren
Hyperfeinaufspaltung eine schleditere Aufldsung der ESR-Linien. Zusétzlich sorgt Sauerstoff in
der Losung fir eine Verbreiterung der Signale und somit fir eine schlechtere Auflésung der
Spektren-Feinstruktur.
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2. Problemstellung

Fur die Untersuchung der Interaktion zwischen F;-ATPasen verschiedenen Ursprungs und
spinmarkiertem ATP mit Hilfe der ESR-Spektroskopie wurde in der Vergangenheit in unserem
Arbeitskreis ein an der Ribose modifiziertes ATP mit und ohre Azid-Modifizierung am
Adenintell verwendet [Vogdl et al., 1992 Burgard et al., 1994 Motz, 1995 L0sel et al.,1996&
1997. Die Vermesaung des Enzym-Substrat-Systems lieferte zwel Uberlagerte ESR-Spektren,
welche sich insbesondere im Hoch- und Tieffeldbereich deutlich urterschieden. Mit Hilfe von
Bindurgsstudien konrte das Auftreten der verschiedenen Signale durch Binden der
Nucleotidanaloga an Bindurgsdellen urterschiedlichen Typs erklart werden. Es blieb letztlich
jedoch de Frage nach der exakten Ursache fir das Erscheinungsbild deser verschiedenen
Spektren offen. Sehr wahrscheinlich ist wohl die Annahme, dal3 Mohilit éseffekte, d.h. die
Rotationsdynamik der Spinsonden, de Hauptrolle spielen. Desweiteren konren sich aber auch
Einfluse von der Dielektrizitdt bzw. Polaritdt der Spinlabel-Umgebung im ESR-Spektrum
bemerkbar machen. AulRerdem ist die 2'/3'-1somerisierung des obigen SL-ATP-Derivats ein
weiterer patentieller Grundfir zwel koexistierende Spektren, da die Spinsonden je nadh Position
im ATP unterschiedlichen Umgebungen in der gleichen Bindurgsdelle ausgesetzt sein konren.
Fortgefthrte Untersuchungen zur Aufklarung des Doppel spektrums [Motz, 1995 haben ergeben,
dai’ dese Erscheinungsform off ensichtlich nicht allein von dn urterschiedlichen 2 /3'-1someren
abhéngig sein kann.

Kritisch betrachtet bleibt bei den oken genannten spinmarkiertem ATP-Derivaten en
moglicherweise unguinstiger Nebeneffekt bestehen: Durch de Art der Verknipiung von
Nucleotid-Ribose und Spin-Label besitzt letzterer eine grofRe Rotationsfreiheit, was sch
potentiell auf die Spektrenform auswirken kann. Durch den Einsatz eines (beziglich des
Spinlabels) rotationsimmohili sierten SL-ATP-Derivats wie z.B. dem 2',3-0-(1-Oxy-2,2,6,6
tetramethyl-4-piperidyliden)-adenosin-5'-triphosphat  [vgl. Aless et al.,, 1993 fur die
Untersuchung von Wedselwirkungen zwischen EF;, und ATP ist die Mdéglichkeit eines
Vergleichs gegeben, wobel neue Aussagen Uler die Bewegung der Spinsonden im gebundenen
Substrat ermoglicht werden konrten. Desweiteren sollte die Modelli erung des Spiroketal-SL-
Nucleotids in ener vergleichbaren Proteinumgeburng, wie sie in der Kristallstruktur der
mitochondialen F,-ATPase ais Rinderherzen [vgl. Abrahams et al., 1994 gezeigt ist, ein

niitzli ches Werkzeug sein, um die ehatenen Mef3ergebnisse besser interpretieren zu konren.
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Die Erforschurng von Struktur und Funktion der b-Untereinheit in EF, verlief bisher noch nicht
so weit wie bel den rontgenkristall ographisch urtersuchten a-, 3- undy-Untereinheiten der ATP-
Synthase [Abrahams et al., 1994. Die bisherigen Anstrengungen haben neben der
Strukturvorhersage Uber die Aminosdurensequenz und Querverknipfungsexperimenten mit
Cysteinmutanten hauptsacdlich zu Erkenntnissen Gker die Sekundarstruktur des Proteins gefiihrt
[Senior undWise, 1983 Dunn, 1992McLadlin & Dunn, 1997.

In urserem Arbeitskreis wurde bereits die Vorarbeit zur Erforschung der Struktur des
hydrophilen Carboxyterminus von bmit Hilfe von ‘ Site-Direded Spin Labeling’ der Untereinheit
und ESR-Meltedhniken getan [Kersten, 1999. Hierbei konzentrierten sich de Untersuchungen
auf spezifisch spinmarkierte Cystein-Mutanten von b[vgl. Dunn, 1992 McLadlin & Dunn,
1997. Es konnten Erkenntnisse Uber Mobilit &sverhdltnisse der Spinsonden verschiedener
Mutanten undsomit Uber Bereiche von b,welche in Wedhselwirkung mit EF; stehen, gewonren
werden. Mit weiteren neuen Mutanten von bsollten dese Untersuchungen fortgesetzt werden,
um ein Klareres Bild vonFunktion undStruktur der Proteinurtereinheit zu erhalten.

Weitere Erkenntnisse bezlglich der Struktur der Verknupfung von EF, undEF, im Bereich von b
sind dber die Untersuchung von moglichen dpoaren Wedselwirkungen benachbarter
Spinsysteme und deren Abstand innerhalb des Protein-Dimeren von b selbst sowie dessen
Komplex mit EF;, moglich. Hierbel besteht die Moglichkeit, durch de diemische Modifizierung
eines ausdchtsreichen Cysteinmutanten von EF, mit einer ESR-Reportergruppe aisgedehntere
Untersuchurngen dipolarer Interaktionen durchzufuhren. Eine wichtige Rolle kann her aul’erdem
die An- bzw. Abwesenheit der d-Untereinheit als patentiellem Vermittler der Bindurg von ban
F, spielen.



29

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Charakterisierung d er Enzym-Substrat-Wechselwirkung von EF; und 2’,3’-O-
(1-Oxy-2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidyliden)-ATP

ESR-Untersuchurngen zur Interaktion verschiedener F;-ATPasen und eren Substrat ATP wurden
in urserer Arbeitsgruppe in den letzten Jahren mit Hilfe der spinmarkierten ATP-Derivate 2’ ,3'-
0O-(2,2,5,5tetramethyl-3-pyrrolin-1-oxyl-3-caboryl)-ATP  (SL-ATP) und 2Azido-2',3-0O-
(2,2,5,5tetramethyl-3-pyrrolin-1-oxyl-3-carboryl)-ATP (2-N5-SL-ATP) durchgefuhrt [Burgard
et al., 1994 Losel et al., 1996 & 1997 Motz, 1995. Diese an der Ribose modifizierten
Nucleotide bewdahrten sich duch gute Bindurgseigenschaften, welche selbst durch ene
eingefiihrte Azidogruppe nicht beantraditigt wurden. Die resultierenden Raumtemperatur-
Mesaungen dfenbarten zwei Uberlagerte Spektren mit Hochfeld-Tieff el d-Signalabstanden
(2A,,-Werten) von 66G fur eine offensichtlich immobili siertere SL-Spezies und 51 law. 52 G
fur ein dem Anschein nach bewegli cheres Ensemble von Spinsonden.

Wie schonim vorigen Kapitel angeschnitten, war die Verwendurg von SL-ATP als ESR-aktives
Substrat unmittelbar mit dessen Eigenschaft verbunden, einem 2’,3'- SL-l1somerenglei chgewicht
zu urterliegen [Fischer, 192Q Onur et al., 1983. Untersuchungen mit 2’- Desoxy-3'-SL- und 3-
Desoxy-2'-SL-Analoga des SL-ATP im Komplex mit EF, [Motz, 1995 zeigten, dal3 de im
Rahmen der Isomerisierung potentiell mdogliche Fluktuation der Spinsonde innerhalb des
Substrats keinen markanten Einfluf auf die Spektrenform hatte. Die Unterschiede der 2A,,-
Werte im Vergleich von (2-N;-)SL-ATP und cn og. Desoxy-Derivaten von SL-ATP im
Komplex mit der F,-ATPase lagen in den spektralen Komporenten der mohileren Spinsonden.
Fur das 2-Desoxy-3'-SL-Analogon betrugen dese 4849 G und fir das 3-Desoxy-2'-SL-
Anaogon 4546 G.

Mit dem 2',3-0-(1-Oxy-2,2,6,6tetramethyl-4-piperidyliden)-ATP (SL*-ATP) sollte in dieser
Arbeit ein SL-Nucleotid als potentielles Nucleotidanalogon fur die F,-ATPase untersucht
werden, dem die Mdoglichkeit der Rotation der Spinsonde relativ. zum Rest des Molekuls
aufgrundeiner Spiroketalverknupfung fehit.
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3.1.1 Synthesevon 2',3-0-(1-Oxy-2,2,6,6tetramethyl-4-piperidyliden)-ATP

Ausgehend von 3mmol der freien Sdure von AMP wurden nach einer im Ablauf der Synthesen-
Reihenfolge modifizierten Vorschrift [Aless et al., 1993 ca 200 pmol des Endproduks
erhalten. Mit insgesamt rund P% fiel die Gesamtausbeute geringer aus as die entsprechend in der
Literatur angegebenen 12%.

NH, | Abb. 3.1  2,3-(1-Oxy-2,2,6,6tetramethyl-4-
piperidyliden)-ATP (SL*-ATP). Dieses SL-ATP-

N X
e O o 0 </ | | Derivat besitzt keine Moglichkeit der freien
ool oo \ N) Rotation ces SL-Rests relativ zum Riboseteil, es
le lo e © sind in molekildynamischer Hinsicht nur noch

Pseudarotationen in  Form von Torsions
schwingungen maoglich.

“SCQC“S
N
I
0.

3.1.2 Isolierung von EF, aus SWM1

Die Gewinnurg von EF; aus dem E. coli-Bakterienstamm SWM1 [Reo et al., 1988 gelang
nach einer von Wise (1990 modifizierten Vorschrift von Senior et al. (1979. Mit der
Fermenteraufzucht wurden aus 12 | Wadstumsmedium ca 90 g Zellen erhalten. Deren
Verarbeitung zu Vesikeln und de anschlief3ende Abtrennurg und Sdulenreinigung des F;-
Rohproteins ergab eine Ausbeute von 100120 mg reinem Enzym mit einer spezifischen
Aktivitét von 1623 U-mgl.
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Abb. 3.2 Elutionsdiagramm des Proteins Uiber eine DEAE-lonenaustauscher-Saule
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Abb. 3.3 12%iges SDS-Gel einer typischen EF,;-Isolierung. Gel-Bahren: #1: Marker - BSA (68
kDa), Pyruvat-Kinase (57), LDH (36), Chymotrypsinogen A (25), #2 F,F;-haltige E. coli-
Membranen (Vesikel), #3 Fq,-hdtige E. coli-Membranen (Vesikel), #4 Uberstand der
Behandung mit TES5-PAB, #5 Uberstand der Mg?*-Falung, #6 Resuspension der PEG-
Falung vor Auftragung auf die DEAE-lonenaustauscher-Séule, Eluat dieser Saule - #7:
Fraktionen 21-26, #8 Fraktionen 2731, #9 Fraktionen 3235. (Die genauen Schritte der
Isolierung sindin Kap. 5.2.3 @her beschrieben.)

3.1.3 Nucleotidbefreiung von EF; gy

Die isolierte, native F-ATPase aus SWM1 wurde nadh einer von Senior et al. (1992
modifizierten Vorschrift [Garrett & Penefsky, 1973 von intrinsischen Nucleotiden befreit. Bei
einem Einsatz von 8 mg Protein wurden 4-5 mg nadh der Gelfiltration zurlickerhalten, wovon

egtwa 1-2 mg das fur eine fast quantitative Nucleotidbefreiung charakteristische UV-
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Absorptionsverhaltnis A,gf/A,s, Von mindestens 1,8 (bei MF,: entsprechend 0,4:0,1 mol ANP
pro mol Protein [Garrett & Penefsky, 1973) erreichten. Die Bestimmung des Protein-
Nucleotidgehalts mit Hilfe von HPLC (vgl. Kap. 5.5.3 ergab 0,20,3mol ANP pro mol EF,. Mit
16-20 U-mg! lag die spezifische Aktivitét des nucleotidbefreiten Proteins im Bereich des Werts

von retiver F-ATPase.

3.1.4 Untersuchungen

Die Bindurg des Spiroketal-SL-Nucleotids (SL*-ATP) an retive EF,-ATPase mit verbleibenden
intrinsischen Nucleotiden in den nichtkatalytischen Bindurgsdellen [Weber et al., 1995 und
nucleotidbefreite EF,-ATPase (EF,[0,0]) wurde mit verschiedenen Titrationsexperimenten
untersucht. Hierbei wurde die Konzentration des ungebundenem SL-Nucleotids Uber dessen
Hochfeldsignal-Amplitude im ESR-Spektrum bestimmt und somit der Anteil von gebundenem
SL*-ATP ermittelt. Als Standards dienten verschiedene Konzentrationen von 60,8 mM SL*-
ATP.

In Anwesenheit von SL*-ATP mit 0,4 kzw. 2,5 mol Mg?* pro mol Nucleotid (SL*-ATP - 0,4
Mg2+ bzw. SL*-ATP - 2,5 Mg?*) wurden bei nativer EF; (s. Abb. 3.4 maxima 1,8 lzw. 2,9
Bindurgsdellen besetzt. Die Bestimmung der maximalen Bindurgsstochiometrien erfolgte mit
einem hyperbalischem Kurvenfit. Die entsprechend ermittelten K,-Werte der Substratbindurg
betrugen etwa 250 uM fir SL*-ATP - 0,4 Mg?* undetwa 90-100uM fur SL*-ATP - 2,5Mg?*.

Abb. 3.4 Titration von rativer
] EF, (Ausgangskonzentration: 50
275 UM) mit SL*-ATP - 2,5 Mg
2907 (quadratische MeRpunke) bzw.
SL*-ATP - 0,4 Mg?* (dreiecige
Mel3punke) und den jeweiligen
hyperbali schen Kurvenfits.
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Die Titration vonEF,[0,0] mit SL*-ATP in Gegenwart von 2,5mol Mg2* pro mol Nucleotid (s.
Abb. 3.5 ergab eine per hyperbalischem Kurvenfit bestimmte maximale Bindurgsstéchiometrie
von 2,9mol Nucleotiden pro mol Enzym. Der durch den Kurvenfit bestimmte Ky-Wert der
Bindurg von SL*-ATP an EF,[0,0] betrug 60 uM.

Abb. 3.5 Titration von
anfangs 50 uM nativer EF;
(quadratische  Mefjpunkie)
bzw. anfangs 40 pM
EF,[0,0 (runde Mef3punkie)
mit SL*-ATP - 2,5Mg?* und
den jewelili gen
hyperbadli schen Kurvenfits.

mol geb. SL*-ATP pro mol EF

0 ' 200 ' 400 ' 600 800
uM freies SL*-ATP

In Abb. 3.6sind de Mef3punke der Titration von rativer EF; mit SL*-ATP in Gegenwart von
2,5mM Mg? dargestellt. Der Kurvenfit erfolgte wie bel den vorangegangenen Titrationen mit
einer hyperbalischen Funktion und lieferte @nen Wert von 3,0 mol/mol fir die maximae
Bindurgsdochiometrie des Nucleotids und einen Kp-Wert von etwa 90 pM fur die
Substratbindurg. Die Substratbindurgskurve der Titration von EF,[0,0] mit SL*-ATP in
Gegenwart von 2,5 mM Mg#, in der gleichen Abbildung dargestellt, wurde mit einem
sigmoidalen Kurvenfit (Hill-Funktion) bestimmt, da &n hyperbdischer Kurvenfit nicht
zufriedenstellend verlief. Der ermittelte K,-Wert der Substratbindurg an EF,[0,0] lag bei 10-15
MM bel einem Hill-Exporenten von etwa 0,5. Fur die maximale Bindurgsgdchiometrie des
Substratanalogons an EF,[0,0] in Gegenwart von 2,5 mM Mgzt wurden entsprechend 3,2

mol/mol ermittelt.
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mol geb. SL*-ATP pro mol EF

1

T
200

T T T
400 600

uM freies SL*-ATP

Abb. 3.6 Vergleich der
Titrationen von anfangs 40
UM EF,[0,01 (quedratische
Mef3punke) und rativer
EF; (runde Mel3punke) mit
SL*-ATP bel einer Mg+
Konzentration von 2,5mM.
Die jeweiligen Mefdreihen
sind mit den zugehdrigen
sigmoidalen (oben) und
hyperbaolischen Kurvenfits
(unten) dargestellt

In Abb. 3.7ist die Titration vonEF,[0,0 mit SL*-ATP bei einer MgZ+-Konzentration von 5,0

mM dargestellt. Die Substratbindurgskurve wurde mit dem schon in der vorigen Titration

angewandten sigmoidalen Kurvenfit ermittelt. Die durch den Fit erhaltenen Betrdge der
Parameter waren praktisch identisch zu den von der Titration von EF,[0,0] mit SL*-ATP in

Gegenwart von 2,5mM Mg? ermittelten Werten. Im einzelnen wurden 3,2 mol/mol fir die

maximale Bindurgsd6chiometrie des Substrats, etwa 10 pM fir den Ky-Wert der
Substratbindurg undetwa 0,4-0,5fur den Hill -Exporenten bestimmt.

1

mol geb. SL*-ATP pro mol EF

T
200

400 ' 600 ' 800
uM freies SL*-ATP

Abb. 3.7 Titration von
anfangs 40 uM EF,[0,0] mit
SL*-ATP bei ener Mg?-
Konzentration von 2,5
(rautenformige  Mef3punkie)
bzw. 5,0 mM (quadratische
Mel3punke) mit den
jeweili gen sigmoidalen
Kurvenfits.
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Die Titrationsexperimente mit EF, und SL*-ATP zeigten, dal3 de Bindurg des Nucleotids ans
Enzym in starkem Mal3e von der Mg2+-Konzentration abhéngt. Die Titration von rativer EF; mit
SL*-ATP in Gegenwart von 0,4 lzw. 2,5 mol Mg?* pro mol Nucleotid (s. Abb. 3.9 ist ein
eindrucksvolles Beispiel hierfir. Bei Mg2+-Uberschul trat die Substratsittigung von EF; bei
deutlich geringeren Substratkonzentrationen ein als bei substdchiometrischen Verhdtnissen von
Mg2* und Nucleotid. Dies ist aus dem Vergleich der Ky-Werte aus den Kurvenfits der
Titrationen von EF,[0,0] mit SL*-ATP in Gegenwart von 2,5mM Mg?* (s. Abb. 3.9 bzw. mit
SL*-ATP - 2,5 Mg@g?* (s. Abb. 3.5 ersichtlich. Die Ergebnisse dieser Titrationen stitzen de
Vermutung, dal3 de Bildung des fur die Bindurg an EF, essntiellen Mg?*-SL*-ATP-Komplexes
nicht in dem Mal3e von statten geht wie vergleichsweise bei Mgzt und namalem ATP. Dies kann
verschiedene Ursadhen haben. Beim F;-gebundenen MgANP-Komplex liegt der Adeninrest des
Nucleotids in ener anti-Konformation relativ zur Ribosegruppe vor [Boos et al., 1976
Sundaralingam, 1979. Der Hydroxidrest an der 2'-Position der Ribosegruppe bildet bei dieser
anti-Konformation eine intramol ekulare Wasserstoff briicke mit dem Stickstoff in 3-Position des
Adeninrests aus, welche die Konformation stabilisiert [Tso, 1974. Beim SL*-ATP wird duch
die Einfuhrung der Spiroketal-SL-Gruppe die aiti-Konformation des Adeninrests nicht durch
Wassrstoffbriicken beglnstigt und stabilisiert. Diese Konformation kann aufferdem aus
sterischen Griinden urglinstig sein. Ferner mul3 ins Auge gefaldt werden, dal3 de fur die anti-
Konformation erforderliche Ringstruktur der Ribosegruppe durch de Anwesenheit des
Spiroketals gestort sein kann.

Offensichtlich spielt auch de Anwesenheit intrinsischer Nucleotide von EF, eine Rolle bei der
Abhangigkeit der Substratséttigung des Enzyms von der Substratkonzentration. Die in Abb. 3.6
illustrierten Titrationen von rativer und nuweleotidbefreiter EF; mit SL*-ATP, jeweils in
Gegenwart von 2,5 mM Mg#, sind im Vergleich miteinander ein Hinweis hierfir. Die
Bindurgskurven von EF,[0,0] mit SL*-ATP scheinen auf eine positive Kooperativitat der
Nucleotidbindurgsgellen bei dem nucleotidbefreiten Enzym hinzudeuten. M6glicherweise ist
dieser Effekt die Folge der Glyceinbehandung des Proteins bel der Nucleotidbefreiungs-
prozedur, denn de native EF, zeigt selbst bei Mg2+-Uberschul? lein solches Bindurgsverhalten.
Die maximale Bindurgsgochiometrie war bei allen Titrationen nie hdher als 3 mol SL*-ATP pro
mol EF, undsomit unabhéngig von der Anwesenheit intrinsischer Nucleotide im Enzym. Dieses
Resultat spricht fir eine massve sterische Einschrankung bzw. eine geringe Substrataffinitat
einiger Nucleotidbindurgsgellen auf EF; fur das verwendete Substratanalogon. Im Vergleich zu
SL*-ATP lag die maximale Bindurgsg6chiometrie von SL-ATP - 0,4 Mg?* bel etwa 2-3
mol/mol fur die Bindurg an native EF; und ke etwa 5-6 mol/mol fir die Bindurg an EF,[0,0]
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[Motz, 1995. Die fast vollstdndige Besetzung der Nucleotidbindurgsdellen von EF,[0,0] mit
SL-ATP spricht dafir, dal3 aufgrund der Flexibilit & der Spinsonden in desem ATP-Derivat eine
Bindurg in ale Nucleotidbindurgsdellen des Enzyms ermdglicht wird. Aufgrund deser
Tatsadhe ist wohl anzunehmen, dal? ein mangelndes Raumangebot bel manchen Typen von
Bindurgsdellen auf EF, eine Bindurg von SL*-ATP verhindert.

Um die Ergebnisse aus den Titrationsexperimenten sichtbar zu maden, wurde SL*-ATP-Mg?* in
den Nucleotidbindurgsdellen der von Abrahams et al. (1994 ermittelten Struktur von F;-
ATPase aus Rinderherz-Mitochondien (MF;) einmodelli ert (s. Abb. 3.&€). Hierzu wurden de
Nucleotide der Kristalstruktur durch SL*-ATP ersetzt und anschlieRend eine
Energieminimisierung in einer Sphire mit 5 A Radius um das Substrat durchgefiihrt. Als
Vergleichsmodell wurde das SL-ATP-Mg?+ im gleichen Proteinsystem und in der gleichen Art
undWeise engepalit.

Die Modélli erung von SL*-ATP-Mg?* in de Nucleotidbindurgsgellen von MF, fuhrte zu dem
Resultat, dald bei zwei der drel Bindurgsgelen in a, ndmlich ag und ap, eine deutliche
Verzerrung der Spinsonden-Piperidinringe auftrat. Besonders gut ist dies an den beiden verdreht
zueinander stehenden Methylgruppenpaaen der beiden a-Kohlenstoffatome in drekter
Nadbarschaft der Nitroxylgruppe zu erkennen. Das in de ape-Untereinheit modelli erte SL*-
ATP-Mg?+ zeigte keine wie oben beobadtete Verdrehung der Methylgruppen zueinander, wiein
Abb. 3.& zu sehenist. Auch der Piperidinring der Spinsonde wurde off ensichtlich nicht verzerrt

undwar in einer fir das Ringsystem bli chen Wannenform vorzufinden.

Abb. 3.& Modellierung von SL*-ATP-Mg?* in der
og-Untereinheit (blau) von MF;, wie sie durch
Rontgenstrukturuntersuchurngen  ermittelt  wurde
[Abrahams et al., 1994. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit wurde vom Protein nu das
Peptidrickgrat als Bandermodell dargestellt.
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Abb. 3.8b Modellierung von SL*-ATP-Mg2* in der
Op-Untereinheit (blau) von MF,

Abb. 3.&: Modellierung von SL*-ATP-Mg?* in der
Opp-Untereinheit (blau) von MF,

Die Modelli erung des Substratanalogons in den Nucleotidbindurgsgellen der -Untereinheiten
ergab bei keiner Bindurgsdelle éne ekennbare Verzerrung. Sowohl in der Bindurgsgelle von
Bpp as auch in der von 3, war wie beim Nucleotid in app (vol. Abb. 3.8) keine Torsion des
Substrat-Piperidinrings oder Verdrehung der Methylgruppenpaae in der Nachbarschaft der
Nitroxylgruppe zu erkennen. Die leae Nucleotidbindurgsdelle in der von Abrahams et al.
(1994 ermittelten Struktur (Bg) wurde nicht mit SL*-ATP-Mg2* modelliert, da die hohe
Bewegungsfreiheit des Nucleotids in deser Bindurgsdelle durch de Energieminimisierung des

Modell s zu einer relativ will kirlichen Positionierung im Strukturmodell gefuhrt hétte.
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Abb. 3.8d Modellierung von SL*-ATP-Mg2* in der
Bpp-Untereinheit (griin) von MF;

Abb. 3.& Modellierung von SL*-ATP-Mg?* in der
Brp-Untereinheit (grin) von MF;

Be den entsprechend angefertigten Molekilmodellen von SL-ATP-Mg?* in den
Nucleotidbindurgsdellen von MF, zeigte der Pyrrolinring des SL-Rests in keiner der
energieminimisierten Modelle aich nu ansatzweise @ne Verzerrung. Deutlich zu erkennen ist,
dad sich de Spinsonden jeweil sin de sterisch glnstigste Konformation drehten.
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Abb. 3.% und b Modellierung von SL-ATP-Mg?* in der ag- und ap-Untereinheit (blau) von
MF,. Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wurde vom Protein nu das Peptidriickgrat als
Bandermodell dargestellt.

Abb. 3.2: Modellierung von SL-ATP-Mg?* in der 0pp
Untereinheit (blau) von MF;

Abb. 3.9d unde: Modellierung von SL-ATP-M@?* in der Bpp- und Brp-Untereinheit (grin) von
MK,

Die Ergebnise der Molekilmodelle von SL*-ATP-Mg2* in den Nucleotidbindurgsdellen von
MF, erklérten de Resultate der durchgefuhrten Titrationsexperimente mit EF, undSL*-ATP. Es
zeigte sich, dai3 dfensichtlich duch de Proteinumgebung erzeugte sterische Einschrankungen in
manchen nichtkatalytischen Nucleotidbindurgsstellen von MF; die Bindurg von SL*-ATP nur
unter starker Deformation der Nucleotide zulasen. Unter der Vorausstzung zweier sehr
ahnlicher Strukturen der Nucleotidbindurgsgellen von EF, und MF, wirde das bedeuten, dai3
die Bindurg von SL*-ATP in den nichtkatalytischen Bindurgsdellen beider Enzyme sterisch

verhindert wirde.
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Wie zu erwarten war, zeigten de Moddlierungen von SL-ATP-Mg® in den
Nucleotidbindurgsgellen von MF;, da3 SL-ATP wesentlich flexibler auf die durch de
Proteinumgebung verursachten sterischen Zwange reagieren kann. Dieses Verhalten ist wohl der
Moglichkeit einer freien Drehbarkeit der SL-Gruppe relativ zum Nucleotidrest zuzuschreiben.
Somit erklért sich auch de Besetzung fast aler Bindurgsdellen von EF,[0,00 mit SL-ATP
[Motz, 1995.

Den Molekilmodellen nach zu utelen, it aso das mangelnde Raumangebot der
nichtkatal ytischen Bindurgsdellen bzw. die fehlende Flexibilit & des SL-Rests von SL*-ATP fir
die unvdlsténdige Substratséttigung von EF; mit dem Spiroketal-SL-Nucleotid verantwortlich.

Zur Untersuchung des ATP-Hydrolyseverhaltens von EF;, mit SL*-ATP als Substrat und der
Abhangigkeit der ATP-Hydrolyse von der MgZ-Konzentration wurden Aktivitéts-Assay-
Experimente mit 1,0 mM Nucleotid in Gegenwart von 0, 0,4,1,0, 2,5, 5,0 und 10,00M Mg2*
durchgefuihrt. Als Referenz-Substrat wurde 1,0 mM ATP mit 0,4 mM Mg?* verwendet. Das
Verhdltnis der spezifischen Aktivitdt von EF; mit SL*-ATP as Substrat zur spezifischen
Aktivitdt von EF; mit ATP a's Substrat entspricht der relativen spezifischen Aktivitét von EF,
mit dem SL-Substrat.

Es zeigte sich, dal3 das Aktivitdtsmaximum von EF; mit SL*-ATP as Substrat bei Mg?*-
Konzentrationen von etwa 4-5 mM lag. Mit ungeféhr 0,6% der spezifischen Aktivitat von EF,
mit ATP - 0,4Mg?* als Substrat war die maximale spezifische Aktivitét von EF; mit SL*-ATP -
X Mg?+ etwa um den Faktor 10 Keiner as die entsprechende Hydrolyseaktivitat mit SL-ATP - 0,4
Mg?+ als Substrat. Diese liegt bei ca 6% der spezifischen Aktivitét von EF, mit ATP - 0,4 Mg2*
als Substrat (personli che Mitteilung von C. Motz).
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Abb. 3.10 Mg?*-Abhang-
igkeit der relativen
0,6 spezifischen Hydrolyse-
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Die Hydrolyse&ktivitdt von EF; mit SL*-ATP als Substrat liegt etwa in der GroRenordnurg der
Bisite-Katalyseektivitdt von EF; mit ATP as Substrat (ca 2% der spezifischen ATPase-
Aktivitét; vgl. Weber & Senior, 1997. Die sehr geringe Hydrolysetétigkeit des Proteins kbnrne
das Resultat der in den Bindurgsgudien beobaditeten, sehr méaigen Bindurgstendenz des
Spiroketal-SL-ATP  sein. Unter den Bedingungen der Aktivitdistests, d.h. bel
Nucleotidkorzentrationen von 1 mM, werden trotzdem nahezu ale drel katalytische
Bindurgsgellen mit SL*-ATP besetzt, wie desweiteren aus den Bindurgsdudien hervorgeht. In
diesem Fall i st eine Bisite-Katalyse von EF; auszuschlief3en.

Der inhibierende Einflul? vonMg?* in hoher Konzentration auf die ATPase-Aktivitét von EF,
kann ein weiterer Grund fur die geringe spezifische Aktivitdt des Enzyms mit SL*-ATP als
Substrat sein. Die Titrationsexperimente von EF, mit SL*-ATP haben jedoch ergeben, dal3 das
Spiroketal-SL-Nucleotid andererseits diese hohen Mg?*-Konzentrationen bendtigt, um mit
maximaler Stéchiometrie in de Katalysezentren von EF, zu hinden. In desem Fdl ist eine
maximale Bindurgsdochiometrie die Vorausstzung fir eine maximale Katalyseativitét des
Enzyms [Weber & Senior, 1997. Somit kbnnten sich hier die Inhibierung und de Verstarkung
der ATPase-Aktivitét des Enzyms durch Mg?+ die Wagage halten.

Zusétzlich zu den Titrationsexperimenten mit EF; und SL*-ATP wurden ESR-Spektren bei den
verschiedenen Enzym-Substrat-Verhdtnisen aufgenommen. Mit diesen Spektren sollten de
Mohilités- und Umgeburngsverhdltnisse der Spinsonden am proteingebuncenen Nucleotid
untersucht werden. Alle ESR-Spektren der Titration von rativer EF; mit SL*-ATP - 2,5 Mg2*
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zeigten nu ein Teilspektrum einer Spinsonden-Popuation von enzymgebundenem SL*-ATP.
Der 2A - Wert dieses Spektrums (Signalabstand 1-1' in Abb. 3.1) liegt bel etwa 57-58 G.

Abb. 3.11 Titration von
nativer EF; mit SL*-ATP -
2,5 Mg?*. Spektrum A: 50
UM EF,, 24 yM Nucleotid,
B: 49 uM EF,, 48 uM
N Nucleotid; C: 48 pM EF,,
f 106 uM Nucleotid; D: 47

P UM EF;, 196 uM Nucleotid,

WMWWW E: 45 uM EF, 408 uM
33I60 I SSISOII 34I00 34IZO I 34I40! I 34I60 I 34IBO

Magnetfeld [G]

Absorption

A
B
C
E Nucleotid.

Die entsprechenden Werte fir SL-ATP - 0,4Mg?* liegen wie a@nleitend erwahnt bel 66 und 51G,
d.h. mit jewells etwa 6-8 G Unterschied vom hier ermittelten 2A,,-Wert. Diese deutliche
Differenz legt die Vermutung nahe, dal3 de Spiroketal-Spinsonden vonenzymgebundenem SL*-
ATP mehr Bewegungsfreitheit besitzen als die potentiell flexibleren Spinsonden von
enzymgebundenem SL-ATP. Letztere scheinen sich der Proteinumgebung besser anzupassen und
somit eine starkere Immobilisierung zu erfahren. Bemerkenswert sind aulerdem die im
Vergleich zu SL-ATP redit grofen Linienbreiten der Tief- und Hochfeldsignale (/1) in den
Spektren von SL*-ATP, welche moglicherweise fur eine hydropholere Umgebung der
Spinsonden und draus resultierenden Verdnderungen in den Relaxationsbedingungen der
Spinsysteme sprechen. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Uberlagerung mehrerer
unterschiedlicher Tell spektren, welche durch mehrere verschiedene Zustéande der Spinsonden

hervorgerufen werden.

Die ESR-Spektren von EF,[0,0] mit SL*-ATP in Gegenwart von 5,0mM Mg?+ off enbarten fir
die ezymgebundenen Nucleotide bei substtchiometrischen  Nucleotidkoreentrationen
Teil spektren zweier unterschiedlich mobiler Spinsonden-Popuationen (s. Abb. 3.12. Die genaue
Bestimmung der Lage von den Hoch- und Tieffeldsignalen deser Spektren war aufgrund deren
starker Uberlagerung nur mit einer GauRkuvengruppen-Analyse moglich (s. Abb. 3.1Zund .
Diese lieferte 2A,,-Werte von etwa 52 G fir die mobil ere Spezies der Spinsonden (Abstand der



43

Signale 2 und 2 in Abb. 3.13 undetwa 59-60 G fir eine stéarker immobhili sierte Popuation von
SL-Gruppen (Abstand cer Signale1 und 1in Abb. 3.12.

Abb. 3.12 Titration von
EF,[0,0] mit SL*-ATP bei
12 einer  Mgz-Konzentration
N von 5,0 mM. Spektrum A:
40 pyM EF, 29 uM

/ Nucleotid; B: 39 uM EF,, 56
m UM Nucleotid; C: 39 puM
M 3L EF;, 123 pM Nucleotid; D:

A 38 uM EF, 229 pM
Nucleotid.
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Wie schon ke den Spektren von rativer EF; mit SL*-ATP ist die grof3 Linienbreite der Hoch-
und Tieffeldsignale des Teil spektrums der immohil eren Spinsonden-Komporente (Signale 1 und
1" in Abb. 3.12 aufféllig. Die Ursadhe fur dieses Erscheinungsbild der Signale ist allem
Anschein nach deselbe wie im vorherigen Fal, d.h. Mobilit &tseff ekte und mdogli cherweise ene
hydropholere Umgebung der Spinsonden.

Abb. 3.1& Anadyse des Tieffeld-
signals aus Spektrum A in Abb. 3.12
mit Gaul3kuvengruppen-Analyse

Absorption

3375 3380 3385 3390 3395
Magnetfeld [ G
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Abb. 3.13b Anayse des Hochfeld-
signals aus Spektrum A in Abb. 3.12
| mit Gaul3kuvengruppen-Analyse
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Der 2A,,-Wert der mobil eren Spinlabel-Popuation vongebundenem SL*-ATP (Abstand 22’ in
ADbb. 3.12 liegt mit 52 G im Bereich der Mel3werte von SL-ATP und desen 2-Azido-Derivats
[vgl. Motz, 1993. Allem Anschein nach herschen in desem Fal &hnliche
Mobhilit &tsverhaltnisse fur die verschiedenen SL-Reste. Der 2A,,-Wert der mobil eren Spinlabel -
Popuation vongebundenem SL*-ATP konrte jedoch aufgrund einer hydropholeren Umgebung
der Spinsonden geringer ausfallen, so da3 er Uber die wahren Mohilit &sverhdtnisse
hinwegtauscht. Die Mohilitét der Spinsonden wéare in desem Fall geringer as angenommen.
Allerdings gredien de nicht sehr grofen Linienbreiten des Tief- und Hochfeldsignals dieser
Spinsonden-Popuation (berechnete Banden 2 und 2 in Abb. 3.1%& und b eher gegen dieses
Argument. Die Beweglichkeit der Spinsonden in SL*-ATP konrte durch de von Alesg et al.
(1992 NMR-spektroskopisch entdedkte bogenférmige Bewegung der SL-Gruppe relativ zur
Ribosegruppe zustande kommen. Diese Bewegung verursadit laut den spektroskopischen
Ergebnisen eine schnell e Interkonversion zweier Konformationen vonSL*-ATP.

Der 2A,,;-Wert der immobileren Komporente von EF;-gebundenem SL*-ATP ist mit 59-60 G
(Abstand 1-1' in Abb. 3.12 um etwa 6-7 G geringer as der entsprechende Wert von SL-ATP
oder 2-N;-SL-ATP (66 G, vgl. Motz, 1995 undL0sdl et al., 1997. Dieser 2A,,-Wert von SL*-
ATP ist ungewthrich gering fur die an stérksten immodhili sierte Spinsonden-Spezies. Aufgrund
der potentiell fehlenden Rotationsféhigkeit bzw. stéarkeren Immobilisierung der Spiroketa -
Spinlabel im Vergleich zur Spinsonde von SL-ATP wéren zumindest éhnlich grofe 2A,,-Werte
fur das Signalpaa 1/1' in Abb. 3.12wie bel SL-ATP zu erwarten gewesen. Zusammen mit den
hohen Linienbreiten der Signale 1 und 1 ist der 2A,,-Wert von krepp 60G fur SL*-ATP unter
diesen Umsténden ein deutlicher Hinweis auf folgende Gegebenheiten: Zum einen, wie bereits
angesprochen, eine hohere Beweglichkeit der Spinsonden von gebundenem SL*-ATP im
Vergleich zu gebundenem SL-ATP; zum anderen de Abnahme der Dielektrizitét bzw. Zunahme
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der Hydrophobe in der unmittelbaren molekularen Umgebung der Spinsonden. Letztere kann
darauf zurlickzufihren sein, dal3 de Nitroxylgruppen der Spinlabel in eine relativ hydrophole
Region ks Proteins ragen.

Die durchgefuhrten Gaul3kuvengruppen-Analysen des Tief- und Hochfeldbereichs vom
Spektrum von EF,[0,0] mit SL*-ATP (Spektrum A in Abb. 3.12 ergaben desweiteren, dald cer
Hauptanteil der Gesamtsignale von en jewelligen Banden der immobili sierteren Spezies
gebil det wurde. Diesist an den einzelnen berechneten Signalen in Abb. 3.1Zund bzu sehen. Im
Verlauf der Titration zeigte sich, dal3 der Anteil der mobileren Spinsonden-Spezies von
enzymgebundenem Nucleotid im Gesamtspektrum im Verhdltnis zum Antell der immobileren
Spezies off ensichtli ch zurtickging (s. Spektren A-D in Abb. 3.13.

Die gemesenen ESR-Spektren sind ein Hinweis dafir, dal3 de Anwesenheit intrinsischer
Nucleotide in EF, offenbar einen Einflufd auf die Dynamik eines Teils der Spinsonden von SL*-
ATPin den katalytischen Bindurgsdellen hat. Erst bei Abwesenheit der intrinsischen Nucleotide
tritt das Spektrum einer mobil eren Spezies von enzymgebundenem SL*-ATP in Erscheinung. Es
darf allerdings nicht aulfer adht gelasseen werden, dald de Behandung von EF, wéhrend cer
Nucleotidbefreiungsprozedur Auswirkungen auf deren Struktur hat. Dies konrte Verénderungen
in den ESR-Spektren von nueleotidbefreiter EF, mit SL*-ATP verursadhen.

Es kann zusammengefaldt werden, dal3 SL*-ATP als ESR-aktives Substratanalogon fur ATP nur
in maximal drei der sedhs Nucleotidbindurgsdellen von EF, bindet, und des snd sowohl bei
nativer as auch bei nucleotidbefreiter EF, offensichtlich de katalytischen Bindurgsgellen auf
den B-Untereinheiten des Enzyms. Molekilmodelle von SL*-ATP  in  den
Nucleotidbindurgsgellen der Kristal struktur von MF, ergaben Verzerrungen der Spiroketal-SL -
Gruppen in zwel der drei a-Untereinheiten, was die Ergebnise der Bindurgsexperimente
beziglich der maximalen Bindurgsgochiometrie unterstitzt und tellweise eaklart. Die
Substratséttigung von EF; wird bei Mg2+-Uberschuf? und nadleotidbefreitem Protein schon kel
wesentlich geringeren Konzentrationen von SL*-ATP erreicht. Die relative spezifische ATPase-
Aktivitat von EF, mit SL*-ATP als Substrat ist ebenfall s bei Mg2*-UberschuBmaximal und liegt
im Bereich der Hydrolyseaktivitéten, wie sie durch ‘Bisite-Katalyse azielt werden. Die ESR-
Spektren des EF,-SL*-ATP-Komplexes zeigten bei nativem Enzym mit intrinsischen
Nucleotiden nu eine Mobilitéa der Spinsonden von gebundenem SL*-ATP, wahrend beim
nucleotidbefreiten Enzym zwel Spinsonden-Spezies unterschiedlicher Mobilit & und Umgeburg

in Erscheinung traten.
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3.2 Strukturuntersuchungen an der b-Untereinheit von EF, und dem b-EF,-

Komplex

Die Tatsadhe, dal3 es sch bei der F F,-ATP-Synthase um ein Protein handelt, dessen Funktion
auf einer Rotationsbewegung basiert, wurde durch eine Vielzahl von Experimenten mit dem
isolierten F;-Tell des Enzyms aufgekléart [Duncan et al., 1995 Sabbert et al., 1996& 1997 Noji
et al., 1997. Durch dese Untersuchurngen konrte zum Teil auch geklart werden, welche
Untereinheiten vonF, die Aufgabe des Stator- und Rotor-Elements innehaben. Bezlglich des F-
Tells der ATP-Synthase stellen solcherlel Experimente immer noch eine Herausforderung an de
Forschung dar. So existieren zur Zeit aufgrund fehlender Detail s Gber Struktur, Funktion und
Zusammensetzung der Proteinurtereinheiten von Fy nur Hypothesen Uker dessen Stator-Rotor-
Zusammensetzung [Junge et al., 1997 Dimroth et al., 199§, die sich in den letzten Jahren
konkretisiert haben. Nach dem derzeitigen Stand der Forschung geht man davon aus, dald3 der
Stator-Teil aus den Untereinheiten aund b vonF, unda, 3 undd von F; gebildet wird, wahrend
der Rotor-Teil des Enzyms aus den Untereinheiten ¢ von F, undy unde von F, zusammengesetzt
ist [Engelbrecht & Junge, 1997 Junge et al., 1997.

Uber die b-Untereinheit ist bisher in Erfahrung gebradcht worden, dal? sie neben y eine zweite
Verbindurg von F, undF, darstellt, welche die designierten Statorelemente dieser funktionalen
Proteinkomplexe verbindet [Wilkens & Capaldi, 199&, Rodgers & Capaldi, 199§. Von cer
konkreten Tertiarstruktur dieser langlichen, grof¥enteils aphahelikalen Untereinheit [Dunn,
1997, welche in der ATP-Synthase ds Dimer vorliegt [Sorgen et al., 199&), ist bislang wenig
bekannt, genauso wenig weild man Uber ihre genaue Funktionsweise ds Bindeglied in der FyF;-
ATP-Synthase.

Der per Mutagenese vom membranintegralen Aminoterminus abgetrennte Teil der b-Untereinheit
von EF,, bezeichnet as by, sowie énige Cystein-Mutanten von R, (by,, vgl. McLadlin &
Dunn, 1997 wurden bereits in urserem Arbeitskreis untersucht, um einen ersten Einblick von
der Struktur und der Funktion des Proteins zu erhaten [Kersten, 1999. Als Meldtechnik wurde
hierbei die ESR-Spektroskopie aigewendet. Die b-Untereinheiten wurden jeweils als
ortspezifisch (an der Cystein-Seitenkette) spinmarkiertes Protein (by, IAAT) alleine und im
Komplex mit EF; vermessen. Die durchgefiihrten Experimente zeigten, dal3 beim Komplex von
b-Dimeren mit EF, im Bereich der Aminosaurenpasitionen 125, 130 undl55 von Q,, eine
verstarkte Immobhili sierung der Spinsonden auftritt, was durch eine Wedhselwirkung von b mit
EF, zu erkléaren ist [Kersten, 1999. Andere Untersuchungen haben ergeben, dal? de gegen
Cystein ausgetauschten Aminosauren 124, 128, 132und 139 von fJ, unter Einflu eines
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gedgneten Oxidationsmittels (Cu?*) eine sportane Tendenz zur Disulfid-Verknlipfung zeigen
[McLadlin & Dunn, 1997. Die Untersuchungen deuten darauf hin, dal3 dese Aminosauren im
b-Dimer-Komplex sehr nahe beieinander stehen und ar Bereich der Aminosduren 124139 zur
Dimerisierung von b leitragen kann. Allerdings £hmélern de teil weise sehr geringen Ausbeuten
an den querverknipften b-Untereinheiten die Aussagekraft dieses Experiments. Die Abstande der
Aminocsduren 124, 128, 132 und 13Bh der Sequenz (4 bzw. 7 Aminosduren) stitzen de
Annahme, dal3 de Struktur der b-Untereinheit in desem Bereich einen alphahelikalen Charakter
hat (3,6 Aminasduren pro Helixumlauf).

Um dies ndher zu erforschen undein deutlicheres Bild von dr Struktur der b-Untereinheit zu
erhalten, wurden in deser Arbeit Mutanten von ly,, die @nzelne Cysteine im carboxyterminalen
Bereich enthalten, mit Spin-Labeling und verschiedenen ESR-spektroskopischen Mefdtechniken
genauer untersucht. Die Cysteine in b, waren im einzelnen in den Positionen 84, 109, 124, 125,
128, 130, 132, 138, 139, 146, 150, 151, 155 und 1B&ifraden.

3.2.1 Transformation der by ,-Plasmidein JM 109

Funf Plasmide mit eingebautem Ampicilli n-Resistenzgen, im einzelnen pAC1, ppM31, [DM22,
pDM38 und M 13, welche fir die by, -Mutanten byooc, Byo40, Bioges Bizxc UN Bz koderende
Gene tragen (personliche Mitteilung von Prof. S. D. Dunn), wurden nach der Vorschrift von
Sambrook et al. (1989 transformiert. Die transformationskompetenten Zellen des E. coli-
Stamms JM 109 wurden freundicherweise von K. Fromknedt im Arbeitskreis zur Verfigung

gestellt.

3.2.2 Isolierung von b, aus JM109

Die Isolierung der wasserl6slichen Cysteinmutanten von baus JM 109 wurde nach der Vorschrift
von McLadlin & Dunn (1997, welche aif einer friheren Vorschrift [Dunn, 1992 basiert,
durchgefuihrt. Aus 2 | Wadhstumsmedium wurden mit Schiittler-Aufzucht 8-10 g Zellen erhalten,
deren Weiterverarbeitung erbrachte 10-15 mg Protein.
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Abb. 3.14 Typisches Elutionsdiagramm von h -Mutanten auf einer DEAE-Ionenaustauscher-
Séaule. Die b-Proteinurtereinheiten eluierten etwa bei knapp der Hélfte des 0-250 mM NaCl-
Gradienten, des entspricht dem ersten Pesk im Diagramm (hier etwa bel Fraktion 20
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Abb. 3.15 15%iges SDS-Gel der by,-Isolierung. Gel-Bahnen: #1: Pellet der Ultrazentrifugation
(Membranfragmente), #2 Uberstand der Ammoniumsulfat-Falung, #3 Resuspension der
Ammoniumsulfat-Fallung, #4 by -Fraktionen nach Aufreinigung mit lonenaustauscher-
Chromatographie, #5. Marker - BSA (68 kDa), Ovalbumin (45), LDH (36), Cytochrom ¢ (12,5.
(Die genauen Schritte der Isolierung sindin Kap. 5.2.5 @her beschrieben.)



49

3.2.3 Chemische Modifizierung von by,

Von cen isolierten b-Cysteinmutanten wurden 2-3 mg fir die chemische Modifizierung mit 4-(2-
lodo-acgamido)-1-oxy-2,2,6,6tetramethylpiperidin (IAAT-SL-Reagens) eingesetzt. Nadh der
Umpufferung in HMK-Puffer (s. Kap. 5.3.2 und va der Re&tion wurde die Anzahl der freien
Thiolgruppen des Proteins zu 0,9%0,05 ermittelt. Nach der Re&ktion, der Abtrennurg des
Reagens und e Aufkonzentrierung des Proteins wurden 1-1,5 mg modifiziertes Protein

erhalten, dessen Anzahl freier Thiolgruppen auf 0,08:0,03mol pro mol Protein bestimmt wurde.

3.2.4 Untersuchungen

Mit der ESR-spektroskopischen Untersuchung der an den Aminasaurenpasitionen 109, 124, 128,
132 und 13%pinmarkierten Cysteinmutanten von h, bel Raumtemperatur stellte sich heraus,
dal3 b, as einzige der funf vermessenen Mutanten sowohl alleine ds auch im Komplex mit
EF, eine stark immobili sierte Spinsonden-Popuation kesitzt (s. Abb. 3.16 und 3.1)7Der 2A_,-
Wert des betreffenden Spektrums liegt bel etwa 62 G. Das ist deutlich mehr a's der hdchste Wert
anderer bisher untersuchten spinmarkierten Cysteinmutanten von L, welcher bei etwa 57 G
liegt [Kersten, 1999. Im EF;-b-Komplex nimmt der Anteil dieses 62 G- Spektrums im
Gesamtspektrum ab, was fir eine zunehmende Mobilisierung der Spinlabel spricht. Nur eine
weitere der funf Mutanten, rémlich by 54, weist ein Kar erkennbares immobili siertes Spektrum
auf. Allerdings tritt dieses nur beim b-F,-Komplex in Erscheinung, was auf die Immobili sierung
eines Tells der Spinsonden von ko IAAT bei der Bindurg an EF,; schlief3en 183t. Der 2A,, -
Wert liegt hier bei ca 50 G. Dieses Ergebnis gricht fir eine verstérkte Wecdselwirkung von b
und EF, in desem Bereich. Fur die Spektren der mobileren Spinsonden-Spezies wurden de
2A,- (bzw. 2A-) Werte anheitli ch zu 34 G ermittelt.
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Abb. 3.16 ESR-Spektren vonje 40 uM (b, |AAT), bei Raumtemperatur

b109C

\J\/\/\ﬁf*“ b124C

b128C

Absor ption

b132C

% b139C

I L I L I L I L I L I L I )
3400 3420 3440 3460 3480 3500 3520

Magnetfeld [ G

Abb. 3.17 ESR-Spektren von je 35 pM EF, in Gegenwart von je 35 uM (by,-1AAT), bei
Raumtemperatur.

Die mit der empirischen Formel aus Gleichung 3.1 [XU et al.,, 1983 bestimmten
Rotationskorrel ationszeiten (1) der mobil eren Spinsonden liegen all esamt in der Gréenordnurg
von Nanosekunden (s. Tab. 3.1). Beim Vergleich deser Werte mit den Werten der mobil eren
Spinsonden anderer spinmarkierter Cysteinmutanten von ky, [Kersten, 1999 sind de fir die hier
untersuchten by IAAT mit 0,815 rs leicht erhoh, aber trotzdem in der gleichen
Groflenordnurg. Insgesamt nicht sehr unterschiedlich sind de Verhdtnisse bel by, IAAT im
Komplex mit EF,. Dort sind de Rotationskorrelationszeiten der mobil eren Spinlabel, mit 0,6-1,2
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ns wieder in der gleichen Gréfenordnurg, eher im unteren Bereich des Wertespektrums
angesiedelt (s. Tab. 3.2.

— -10 N ho _ [
T, =6500"[AB, ] — -1 (3.0
h, O

AB, Linienbreite des ESR-Signals
ho Amplitude des Zentralfeld-ESR-Signals
h, Amplitude des Hochfeld-ESR-Signals

by |AAT 2Aa [Cl | wIngl | Tab. 3.1 Auflistung der 2A,,-Werte von den

brooc |AAT 34,0/ 62,0 1,01 Spinsonden der rr_lodifizier_ten Cy_steinmutanten
von hk, und ihrer mit Gleichung (3.1

b1osc |AAT 34,0 1,53 | berechneten Rotationskorrelationszeiten

by |AAT 34,0 1,11

bisc |AAT 34,0 0,82

b3 |AAT 34,0 0,96

EF + by IAAT | 2A4, [G] | 1r[Ng] | Tab. 3.2 Auflistung der 2A,,-Werte von ¢en

CE b 1AAT | 340/620 0.96 Spinsonden der modifizierten Cysteinmutanten
17 e ’ ' ’ von hy, im Komplex mit EF, und ihrer mit

EFy + by |AAT 34,0 1,18 | Gleichung (3.1 berechneten Rotations-
EF, + b, IAAT 34,0 1,12 | korrelationszeiten

EF, + b3 IAAT | 34,0/50,0 0,66

Die grof¥en Differenzen der Rotationskorrelationszeiten von iy -IAAT im Vergleich zu denen
des by, IAAT-EF;-Komplexes snd kel by, und hsq- zu beobadtten (s. Abb. 3.18. Die
Erniedrigung der Rotationskorrelationszeiten der Spinsonden von k,-IAAT bel der Bindurg an
EF, sprechen hier fir eine leichte Mobhilisierung der Spinlabel-Gruppen. Ein Nadteil bei der
Bestimmung dieser Zeiten besteht jedoch darin, dal3 de dafir benutzte Gleichung (3.1) eine
hydrophole Umgebung der Nitroxylradikale vorausstzt und de Mefdl ésungen wasgig sind.
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Abb. 3.18 Die Mef3grofen aus Tab. 3.1 und 3.2m Diagramm dargestellt

Alles in dlem sind de oben erwdhnten grof¥en Differenzen in den Rotationskorrelationszeiten
mit etwa 0,3 rs recht gering, wenn sie mit den vonKersten (1999 ermittelten Werten verglichen

werden. Diese liegen entsprechend bei ca 1-2 rs.

Mit Hilfe der ESR-Spektroskopie wurden auch padentielle dipolare Wedselwirkungen zweier
SL-Gruppen im spinmarkierten Protein-Dimer von hy,, untersucht, um Informationen Gker die
Proteinstruktur von b zu erhalten. Die Spinsonden der gelabelten Proteine haben in Lésung
aufgrund cer freien Drehbarkeit von IAAT um enige seiner Atombindurgen eine hohe
Bewegungsfreiheit und sind somit nicht stark in der Proteinstruktur von b aientiert. Da somit
dipodare Wedhselwirkungen in den Spektren bei Raumtemperatur schwer auszumadien sind,
ergibt sich de Notwendigkeit, die Untersuchung dieser Wedselwirkungen im gefrorenen
Zustand bei tiefer Temperatur durchzufiihren. Kokorin und Mitarbeiter haben 1972 leobadtet,
dad sich bel Tieftemperatur-ESR-Spektren das Verhdtnis von aufsummierten Tief- und
Hochfeldsignal-Amplituden zur Amplitude des Zentralfeldsignals (d,/d-Verhdtnis in Abb. 3.19,
bezeichnet als ‘ Kokorin-Zamaraes-Parameter’) bei Spinsystem-Absténden zwischen 8 und 254
charakteristisch @ndert [Kokorin et al., 1972 s. auch Likhtenshtein, 1976& 1993. Dies aul3ert
sich in einem Anstieg des d,/d-Verhdtnisses bei abnehmenden Absténden der Spinsysteme bzw.
umgekehrt mit einer Senkung bei zunehmenden Spinsystem-Absténden. Dieser empirische Wert
kann as ein tendenzielles Mal3 fir den Abstand zweier Spins verwendet werden.

Mit der Untersuchung potentieller dipolarer Wedsalwirkungen zwischen SL-markierten
Aminosduren der b-Untereinheiten mittels Tieftemperatur-ESR-Spektroskopie (s. Abb. 3.20
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3.22 ergaben sich weitere Informationen Uber die Proteinstruktur von b im Bereich des
Carboxyterminus. So ist bel den Spektren von spinmarkiertem by, -Dimer zwischen den
Aminosduren 124 und 158n der Sequenz (s. Abb. 3.2Q eine Schwankurng der Betrage der
Kokorin-Zamaraes-Parameter in ihrer Abfolge zu erkennen (s. Abb. 3.23. Im Bereich der
Aminosduren 124139 madte sich eine Regelmal3igkeit bemerkbar, die én Hinweis auf eine a-
Helix in desem Abschnitt der Sequenz ist. Die spinmarkierten Aminoséuren 124, 128, 132 und
139 Iesitzen de grof¥en di/d-Verhdtnisse dler untersuchten spinmarkierten by, undsindin der
Sequenz 4 bzw. 7 Positionen voreinander entfernt. Fir die dazwischen liegenden Aminosauren
125, 130und 138 wurden deutlich kleinere d,/d-Verhdltnisee bestimmt. In Richtung des
Carboxyterminus, d.h. & den Aminosdurenpasitionen ab etwa 140, tendieren de Werte dieser
Parameter etwas zur Abnahme. Dies richt fur eine Zunahme der Distanz der jeweili gen
Spinsysteme und mdgli cherweise fir die Zunahme der Distanz der beiden Proteinurtereinheiten

des b-Dimers.

Abb. 3.19 Darstellung der Komporenten
des Kokorin-Zamarae/-Parameters eines
— Tieftemperatur-ESR-Spektrums [Kokorin et
T al., 1972 Likhtenshtein, 1976& 1993. Der
Parameter ist definiert as das Verhdltnis
d d, d/d und stellt ein Mal3 fur dipoare
Wedselwirkungen zwischen Spinsystemen
mit einem Abstand von 825 A dar. Mit
abnehmendem Spinsystem-Abstand
vergrolert sich hierbel der Betrag des
Magnetfeld Kokorin-Zamaraev-Parameters.

Absorption
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Abb. 3.20 ESR-Spektren vonje 40 uM (by,'|AAT), bei 193K

Die Ergebniss der Untersuchung der dipdaren Wedselwirkungen bei (by, |AAT), korrelieren
mit den aus der Cystein-Quervernetzungsgudie von McLadlin und Dunn (1997 gewonrenen
Erkenntnissen, dald sich de Seitenketten der Aminosauren 124, 128, 132 und 138 der Sequenz
beim b-Dimer jewell s shr nahe kommen. Somit wird deutlich, dal3 de diemische Modifizierung
des Proteins mit den ESR-Reportergruppen bel diesen Cysteinmutanten keine @nschneidenden
Auswirkungen auf die Struktur des Protein-Dimeren ocder auf dessen Dimerisierungstendenzen
hat.

Die Kokorin-Zamaraev-Parameter der in Abb. 3.21gezeigten Tieftemperatur-ESR-Spektren der
spinmarkierten by, im Komplex mit EF, anderten sich gegenlber den Parametern der
spinmarkierten by, fur jede der Mutanten und teilweise deutlich (s. Abb. 3.23. Diese
Veradnderungen sind ein kKlarer Hinweis fur die Bindurg von b an F;. Desweiteren ist fur den
Bereich der Aminosauren 124158 in der Sequenz aufféllig, dald de kleineren Betrége der
Kokorin-Zamaraev-Parameter vieler spinmarkierter by -Mutanten bei der Bindurg an EF;
anstiegen, wohingegen sich de grolieren Betrage vieler entsprechender Mutanten im Komplex

mit EF, verringerten. Die Abfolge der Kokorin-Zamaraey-Parameter von spinmarkiertem by, im
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Komplex mit EF, ist vor alem im Bereich der Aminaosdurenpasitionen 124 s 139 in der
gleichen Art alternierend wie die der entsprecnenden Parameter von hy, aleine. Die
Unterschiede der Parameter-Werte von benachbarten Aminosauren sind Her bel by, im Komplex
mit EF, tellweise nicht so gro3 wie bel by, Die Resultate der ESR-Messungen weisen auf
folgende Situation hin: Im Bereich der Aminasdurenpasitionen 124 s 139 \erdrehen sich beide
b-Untereinheiten-Helices, vermutlich zusammen mit dem restlichen carboxyterminalen Ende,
gegeneinander um ihre Langsachsen, sobald das by,-Dimer an EF, bindet. Die Struktur der
Helices <heint sich hierbel nicht auffallig zu verandern. In dieser neuen Konformation haben
sich Aminosauren in der gleichen Position der b-Sequenz, die im by, -Dimer ohre EF; weit
voneinander entfernt waren, stérker angendhert. Dagegen entfernen sich entsprecnende, im by -
Dimer recht nahe zueinander stehende Aminosauren bei der Bindurg vom by, -Dimer an EF;
stérker voneinander. Die Untersuchungen zeigen, a3 dbs caboxyterminade Ende der b-
Untereinheit off enbar sehr flexibel ist.

b84C

b109C
b124C
b125C

b128C
b130C
b132C
b138C

Absor ption

b139C

b146C
b150C
b155C

b158C
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3400 3420 3440 3460 3480 3500 3520 3540

Magnetfeld [ G

Abb. 3.21 ESR-Spektren vonje 35 uM EF; mit je 35 uM (by, IAAT), bel 193K

Frihere Arbeiten zeigten, dal3 der d-Untereinheit von F, eine wesentliche Rolle bei der Bindurg
des Fy-Teils an den F;-Teill der ATP-Synthase beizumessen ist [Engelbredit & Junge, 199Q.
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Zusammen mit den b-Untereinheiten von F, bildet sie @n Verbindurgselement fir F, und F;
[Dunn& Chander, 1998. Es wurden ferner Wedselwirkungen zwischen b unda bzw. 3 vonF;
diskutiert, welche déenso fir die Bindurg von F, und F; verantwortlich sind [Rodgers &
Capaldi, 1998 Wilkens et al., 1994. Die vorher erhaltenen Ergebnisse bezlglich dpoarer
Wedselwirkungen bei spinmarkiertem by, und ceren Veranderung bei der Bindurg von ban
EF, sind ein gutes Werkzeug fur den Nadhweis der Bindurg von ban &-freie EF,. Wie bei den
vorangegangenen Untersuchurgen sollte die Tieftemperatur-ESR-Spektroskopie ds Mefdtechnik
verwendet werden. Die von & befreite EF, wurde von C. Motz im Arbeitskreis zur Verfigung
gestellt.

Die Tieftemperatur-ESR-Untersuchungen von spinmarkiertem by, im Proteinkomplex mit EF;,,
welche keine &-Untereinheit besal3, wurden fir die an den Aminosdurepaositionen 124, 128, 130,
132, 139, 146 und 158L-markierten Cysteinmutanten von b duchgefuhrt (s. Abb. 3.23. Die
aus den Spektren ermittelten Betrage der Kokorin-Zamaraev-Parameter waren fast ausschliefdlich
geringer as die der entsprechenden spinmarkierten hy,-EF;-Komplexe mit vorhandener &
Untereinheit (s. Abb. 3.23. Es war ebenso zu erkennen, dal? sich de d,/d-Verhdtnisse der by -
Dimere in Gegenwart von d-freier EF, bei jeder by, -Mutante von den entsprechenden Werten fir
by, ohre EF; unterschieden. Damit war einerseits bestétigt, da3 hy,, an d-freie EF; bindet und
diese Bindurg andererseits zu einer Struktur von h, fuhrt, welche sich sowohl von cer bg,-
Struktur aleine ds auch von der im Komplex mit EF, deutlich urterscheidet. Ahnliche, die
Bindurg von b an EF,-0 betreffende Ergebnisee wurden von Motz (1999 erzielt. Der
Unterschied in den Betragen der Kokorin-Zamarae/-Parameter von cen &-freien by -EF;-
Komplexen und en entsprechenden &-haltigen Komplexen gab Anlald zu der Annahme, dal3 der
Abstand cer beiden b-Untereinheiten-Helices bei Abwesenheit von & im Bereich der letzten 20

30 Aminosduren des Carboxyterminus etwas ansteigt.
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Abb. 3.23 Ubersicht all er Kokorin-Zamaraev-Parameter der verschiedenen Systeme

Um ein visueles Modell von der carboxyterminalen Region von bzu erhaten, wurde en

Molektlmodell mit dem Programm ‘Quanta 97 angefertigt. Von h, wurde én Untereinheiten-
Fragment, bestehend aus den Aminosduren 120145 dr Sequenz des Proteins, urter der

Annahme @aner alphahelikalen Struktur dieses Fragments angefertigt. Die Cysteinmutationen
betrafen de Positionen 124, 125, 128, 130, 132, 138 uh89. Zur Ermittlung der Ausrichtung

der beiden Helices zueinander wurden urter Berticksichtigung der Ergebnisse von McLadlin &

Dunn (1997 beide Helixfragmente jeweils mit den zweifachen Cysteinmutationen an den
Positionen 128 und 13%0 zueinander bewegt, dal3 sich der Abstand der Schwefelatome der
beiden pasitionsgleichen Cysteinpaae bei etwa dem doppelten Abstand der Schwefelatome ener
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Disulfidbindurg bewegte (ca 4 A). AbschlieBend wurde eéne Energieminimierung der
Aminocsduren-Seitenketten bel fixiertem Protein-Ruckgrat durchgefiihrt. Es ergab sich nach der
Ausrichtung der Helices eine zueinander verdrehte Stellung, d.h. de Helixadhsen kippten um
einen Winkel von etwa 20° zueinander (s. Abb. 3.26. Die ehaltene Struktur des b-Dimeren-
Fragments diente ds Basis fir all e weiteren Modedlli erungsexperimente.

Zur Korntrolle dler Absténde der sequenzkonformen Cystein-Schwefelatome wurden de
urspringlichen Aminosauren in den oben erwédhnten sieben Positionen der Aminosaurensequenz

durch Cystein substituiert und s Gesamtsystem erneut einer Energieminimierung unterzogen.

Die Untersuchung ergab, dal3 bei den vonMcLadlin undDunn urtersuchten Cysteinmutanten in
den Positionen 124,128, 132 und 139id Schwefelabsténde an geringsten waren (vgl. Tab. 3.3,
wahrend sich de Abstande fir die restlichen Cysteinmutanten in den Positionen 125, 130 und
138 ceutlich davon abhoben.

ADbb. 3.24 Ansicht des b-Dimerenfragments mit allen verwendeten Cystelnmutationen von vane
(@ und vonder Seite (b). Der Aminaterminus der Sequenz ist im Bild jewells unten und abr
Carboxyterminus oben abgebildet. Im rediten Bild ist eine deutliche Verdrehung der beiden
Helixachsen zueinander zu erkennen. Von den Thiolgruppen der Cysteine sind nu die
Schwefelatome (gelb) dargestellt.
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Cys-Position | S-S-Abstand[A] | Tab. 3.3 Schwefelabstande der positi onsgleichen Cysteine
124 5 im b-Dimerenfragment in Abhangigkeit von der Cystein-
’ Position (vgl. Abb. 3.20
125 15,3
128 4.6
130 20,8
132 5,5
138 15,4
139 4.0

Die Modellierung der entsprecnenden spinmarkierten hy,-Systeme egab eine redt gute
Korrelation cer erhaltenen Spinsystem-Abstande und der ermittelten d,/d-Werte (s. Abb. 3.26.
Die langliche Form und de hohe Bewegungsfreiheit der Spinsonden-Verknipfungen vonlAAT-
SL-markiertem bg,, ermdglichen desen einen relativ hohen Bewegungsradius. Fur die Abstande
zweier Spinsysteme in einem by -IAAT-Dimer bedeutet das, dal starke Schwankungen madglich
sind. Eine genauere Quantifizierung der Spinsystem-Distanzen auf der Basis der Kokorin-
Zamaraev-Parameter wird somit ungemein erschwert, zumal durch de Art der Modelli erungen
nur jewells eine Konformation, d.h.ein bestimmter Abstand errechnet wird. Es muf3 auch in
Betracht gezogen werden, dal3 der Abstand der beiden Helices des Proteinriickgrats von b
aufgrund fehlender Strukturdaten nur undeutlich festgelegt werden konrte und hermit ein nicht
zu urterschatzender Fehlerfaktor eingeht.

Im Vergleich mit den aus den Spektren von Rabenstein & Shin (1995 erhaltenen Werten (s.
Abb. 3.26 lagen de d,/d-Verhdtnisse der IAAT-Spinlabel vor alem bei grofieren Spinsystem-
Abstdnden sehr hoch. Rabenstein und Shin benutzten einen Methanthiosulfonat-Spinlabel as
ESR-Reportergruppe, welcher im Vergleich zum IAAT-Spinlabel eine geringere Lange besitzt.
An ein Protein gebuncen zeichnet sich der Methanthiosulfonat-Spinlabel folglich durch einen
geringeren Bewegungsradius aus, welcher eine genauere Quantifizierung von Spinsystem-
Abstdnden zulasen sollte ds der IAAT-Spinlabel. Die Redktivitat des Methanthiosulfonat-
Spinlabels beziiglich der Thiolgruppen ist jedoch vergleichsweise gering, so dald in deser Arbeit
der IAAT-Spinlabel als ESR-Reportergruppe bevorzugt wurde. Die groferen d,/d-Verhdtnisse
der IAAT-Spinlabel bel gleichen berechneten Spinsystem-Absténden sind wohl auf die
Flexibilitat von IAAT zurtckzufthren. Im by, IAAT-Dimer konren sich auch bei weiter
voneinander entfernten spinmarkierten Cysteinen de Spinsonden aufgrundihres vergleichsweise
hohen Bewegungsradius teil weise sehr nahekommen. Dadurch kann dbs d,/d-Verhdtnis géarker
erhéht werden a's entsprechend kel der Verwendurg von M ethanthi osulfonat-Spinlabel .
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Abb. 3.25 (s. auch vaige Seite): Modellierung
einiger by, IAAT-Dimeren-Helixfragmente. Von

oben nmach urten: by, Biose, Bioges Bizees Praac
B1sacs Praec-

1,6 4

1,4+

1,24
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Spinsystem-Abstand [10-10 m]

Abb. 3.26 Mit Tieftemperatur-ESR-Spektroskopie emittelte d,/d-Verhdtnisse von k IAAT,
aufgetragen gegen deren mit Molekil-Modellierung ermittelten Abstande der Spinsysteme
(quadratische Mel3punke) und ein Ausschnitt der aus den ESR-Spektren vonRabenstein & Shin
(1995 ermittelten dy/d-Verhdltnisse, aufgetragen gegen deren mit Molekil-Modelli erung
ermittelten Abstéande der Spinsysteme (runde Mel3punke)

Wiein Abb. 3.26zu sehen ist, gestaltet sich de Abschétzung gr6Rerer Spinsystem-Abstande (ca
15-25 A) bei spinmarkierten Molekiilen ohre bevorzugter Spinsonden-Orientierung mit Hil fe der
Kokorin-Zamarae/-Methode ds <hwierig. In desem Bereich verursachen schon HKeine
Schwankungen der d,/d-Verhaltnisse grol¥e Ungenauigkeiten bei den Spinsystem-Abstanden.
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3.3 Untersuchung der Nucleotidbindungsstellen von F; und F;-bg, -Komplex

syn
In den letzten zwei Jahren wurden in urserem Arbeitskreis ESR-Untersuchungen an der Cystein-
Mutante Bys3,c VOn EF; [Wise, 1994, welche spezifisch mit 0PI gelabelt war (hier als
EF,.'|OPI bezeichnet), aleine und als Komplex mit b, durchgefiihrt [Kersten, 1999. Das Ziel
dieser Untersuchurgen war, Informationen Gker den Einflu3 der b-Untereinheit auf die
Konformationen der Nucleotidbindurgsdellen auf den [-Untereinheiten zu erhaten. Die
Aminosaurenpasition 331in der B-Untereinheit von EF, befindet sich in direktem Kontakt zu der
Nucleotidbase in der Bindurgsdelle aif derselben Untereinheit. Sie ist daher ein gedgneter
Ansatzpunk fur spezifisches Spin-Labeling, da éne kovaent verknipfte Spinsonde an desem
Ort wertvolle Informationen z.B. Uber die Hydrophlie der molekularen Umgebung oder
dynamische Parameter der Bindurgsgell e liefern kann. Die Untersuchurgen von Kersten (1999
haben gezeigt, dal’3 de Konformation der Nucleotidbindurgsgellen sich bel der Bindurg von hy,
an EF, merklich andert, da die Bewegungsfreiheit der immobil sten Komporente der Spinsonden
offensichtlich erhéht wurde. Es konrte jedoch mit den Mesaungen bei Raumtemperatur nicht
festgestellt werden, wie nahe sich de Nucleotidbindurgsgellen auf 3 und ds Proteinrickgrat
von h, im F;-b-Komplex kommen. Somit blieb eine weitere Information Uker die Struktur
dieses Komplexes ungeklért, welche in deser Arbeit erhalten werden sollte.

Um en Bild vom Abstand zwischen b und F, zu erhaten, bd sich an, wie mit den
vorangegangenen Mesaingen de dipoaren Wedselwirkungen zweier im Proteinkomplex
benachbarter Spinsonden mit Tieftemperatur-ESR-Spektroskopie zu urtersuchen. Als
Proteinsysteme fir die Messungen wurden spinmarkierte EF,-b-Komplexe mit Spinlabeln

sowohl in Position 353, als auch an verschiedenen Stellen an by, eingesetzt.

3.3.1 Isolierungvon EF; gyg3c (EF;c) aus K12 JP17

Die Gewinnurg von EF, aus dem E. coli-Bakterienstamm K12 JP17, welcher das Plasmid
pJW1 mit vollstdndigem unc-Operon aus E. coli enthdlt [Wise, 199Q, gelang im wesentlichen
nadh dem Verfahren von Wise (1990 [vgl. Kersten, 1999. Es wurden mit Fermenteraufzucht
90-100g Z€llen aus 10 | Wadhstumsmedium erhalten. Deren weitere Verarbeitung erbrachte 30-
35 mg F,-ATPase mit einer spezifischen Aktivitét von 710 U-mgL.
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Abb. 3.27 Elutionsdiagramm von EF, - nach der DEAE-lonenaustauscher-Séule
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Abb. 3.28 12%iges SDS-Gel der Isolierung von EF,. Gel-Bahnen: #1: Marker - F,-ATPase, #2
Uberstand cer Behandlung mit TEM, #3 Uberstand cer Behandiung mit TESS0+PAB, #4
Uberstand der Behandlung mit TES5+PAB, #5 FyF,-Membranen (Vesikel), #6 Uberstand der
Behandung mitTES5-PAB, #7. F;-Membranen (Vesikel), #8 Pellet der Mg2-Féalung, #9
Uberstand cer Mg2+-Félung, #10 Uberstand cer Resuspension der PEG-Félung, #11 Pellet der
Resuspension der PEG-Fallung, #12 lonenaustauscher-Saule: Fraktionen 1832, #13
lonenaustauscher-Saule: Fraktionen 1317 und33-43, #14 Marker - F;-ATPase. (Die genauen
Schritte der Isolierung sindin Kap. 5.2.3 @her beschrieben.)

3.3.2 Chemische Modifizierung von EF,. an Position (355, mit | OPI-SL

Die spezifische demische Modifizierung von EF,. an der gentechnisch eingefuhrten
Cysteinseitenkette der Aminosdure [333; mit 4-(3-lodo-2-oxo-1-propyliden)-1-oxy-2,2,3,5,5
pentamethylimidazolidin  (IOPI-SL) wurde nach ener Vorschrift von Kersten (1999
durchgefiihrt. Aus etwa 12 mg eingesetztem Protein mit einer spezifischen Aktivitét von etwa 9
U-mg?! wurden nach der NEM-Maskierung in Gegenwart hoher ATP-Konzentrationen und ar
Nucleotidbefreiung etwa 5-6 mg zurlickerhalten, de spezifische Aktivitét betrug 10-11 U-mg?
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und de Anzahl freier Thiolgruppen wurde mit 3,1+0,2 mol pro mol Enzym ermittelt. Nach der
chemischen Modifizierung der Position 355, mit IOPI-SL wurden 4-5 mg Protein mit 8-10 U-mg-
1 gpezifischer Aktivitét erhalten, als Anzahl freier Thiolgruppen pro Enzym wurde 0,2+0,1
ermittelt.

3.3.3 Untersuchungen

Zunachst wurde von EF,;'IOPI ohre b, en ESR-Spektrum bei 193 K gemessen. Um den
Einflufd cer Bindurg von h,, an EF,'|OPI auf die Tieftemperaturspektren zu urtersuchen, wurde
as Kortrolle EF,:IOPI zusammen mit by, bei der gleichen Temperatur vermessen (s. Abb.
3.29. Dieses Spektrum diente ébenso als Referenz fur die Tieftemperatur-ESR-Spektren von
EF,'10PI im Komplex mit by,-IAAT.

Absorption

L I L I L I L I L I L I L 1
3400 3420 3440 3460 3480 3500 3520 3540

Magnetfeld [G]

Abb. 3.29 ESR-Spektren von 40 pM nucleotidbefreiter EF,:IOPI (A) und 40 pM
nucleotidbefreiter EF,-1OPI mit 60 uM (by,), (B) bei jeweils 193K

Beim Tieftemperatur-ESR-Spektrum des nucleotidbefreiten EF,. 10OPI-Systems lag der 2A_,-
Wert unabhéngig von der Bildung eines EF,;-b,-Komplexes bei 69 G (s. Abb. 3.29. Verglichen
mit den 2A,,-Werten der Tieftemperatur-ESR-Spektren der by, |AAT-Systeme, welche bel etwa
73 G lagen (vgl. Abb. 3.2022), fiel dieser Wert recht gering aus. Der off ensichtliche Grund daf Ur
ist, dal3 de IAAT-Spinsoncen der by,-Mutanten mehr oder weniger frel in de wal¥rige
Umgeburg ragen. Die I0PI-Spinlabel in den Nucleotidbindurgsdellen von EF,. hingegen
befinden sich aufgrund einer ausgedehnten Proteinumgebung in einem weniger hydrophlen
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Milieu. Der Betrag des Kokorin-Zamaraev-Parameters wurde durch de Bindurg von hk, an
EF,c'IOPI nicht verandert undlag in beiden Féllen bei 0,38.

Die genauere Analyse der Hoch- und Tieffeldbereiche des Spektrums von EF,-IOPI mittels
Gaul3kuvengruppen-Analyse egab, dal3 de jeweligen Signade ais je zwei Komporenten
zusammengesetzt waren (s. Abb. 3.30. Die Analyse wurde mit dem Programm ‘Origin’ von Fa.
Microcd durchgefihrt. Neben dem Spektrum mit 69 G Hochfeld-Tieff eld-Signal abstand existiert
offensichtlich nach ein weiteres Spektrum mit einem 2A,,-Wert von 67 G. Dieses fdlt
besonders durch seine hohe Linienbreite auf, welche wohl durch de hydropholere Umgeburg
eines Tells der IOPI-Spinsonden zustande kommt [vgl. Hwang et al., 1973. Die Ursache dafUr
kann urter anderem auch in der unterschiedlichen Beladung der Bindurgsgellen mit
Wassrmolekilen liegen. Folglich bedeutet das, dal de Katalysezentren auch ohre
Nucleotidbeladung in zwei unterschiedlichen Konformationen vorliegen. Durch de Bindurg von
by, an EF,-10PI schien sich das Profil des Tieftemperatur-ESR-Spektrums nicht signifikant zu
andern.

Absorption

Y\U U’\ m
m"“‘fm.‘ﬁn.mﬁm
PV

1 s 1 s 1 s 1 s 1 s 1
3425 3430 3435 3440 3445 3450

Magnetfeld [G]

Abb. 3.3@ GauBkuvengruppen-Analyse des Tieffeldbereichs vom EF,--10PI-Tieftemperatur-
spektrum (Spektrum A in Abb. 3.29
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Absorption
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Abb. 3.30b Gauf3kuvengruppen-Analyse des Hochfeldbereichs vom EF, - 1OPI-Tieftemperatur-
spektrum (Spektrum A in Abb. 3.29

Fur die Vermesaung der EF,10OPI-by,-IAAT-Proteinkomplexe wurden im einzelnen de bg,-
Mutanten b, goe, Broses Broges Bioges Bisaes Biaxes Bisee UNd Qe ausgewdhlt (s. Abb. 3.3, dain
diesem Abschnitt der Aminosdurensequenz von b de gréfden Eff ekte der Bindurg an EF, auf die
ESR-Spektren entdedkt wurden [Kersten, 1999.

Abb. 3.31 ESR-Spektren von 35 uM
EF,c'IOPI  im Komplex mit 35 pM
(bgyn'lAAT), (A-H) sowie die
Aufsummierung der Einzelspektren von 35
UM  EF,IOPI mit by, zum einen unc
andererseits 35 UM (by,/IAAT), (A’-H’) bei
193K

Absor ption

3400 3420 3440 3460 3480 3500 3520 3540

Magnetfeld [ G
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Die ESR-Tieftemperaturspektren der EF,.-10PI-by,-IAAT-Proteinkomplexe wurden mit den
aufsummierten Tieftemperaturspektren einerseits von EF,-|OPI mit by, und andererseits von
by |AAT verglichen (s. Abb. 3.3). Es gellte sich heraus, dal3 de Spektren sich nicht signifikant
unterschieden. Dies galt sowohl fur die Spektrenform as auch fir die Betrage der Kokorin-
Zamarae/-Parameter. Daraus lat sich  schlu¥olgern, da3 dxr Abstand  cbr
Nucleotidbindurgsgellen auf B zur an F; gebuncenen by,-Untereinheit im Bereich der
Aminosauren 109 bis 139 von R, bei alen urtersuchten spinmarkierten by ,-Mutanten grofer
as25A sein mulke.

Zusammenfasend konre festgestellt werden, dald de wassrlosliche, verkirzte Form der b-
Untereinheit (bg,s,,) VOn EF, im Bereich der Aminosauren 124139 in der Sequenz offenbar
alphahelikalen Charakter hat und in Losung as paralleles Dimer vorliegt. Die Strukturen des
Protein-Dimers aleine in Losung, an EF; und an &-freie EF, gebunden, urterscheiden sich
jeweil s merklich voreinander. Die Bindurg an EF; verursadht im Bereich des carboxyterminalen
Endes von b offensichtlich eine gegenseitige Verdrehung der Monamere um ihre Langsachsen.
Der carboxyterminale Bereich von bscheint ein holes Mal3 an Flexibilit& zu besitzen. Das an
EF, gebuncene by, ist von den Nucleotidbindurgsgellen auf den (-Untereinheiten von EF;

offensichtlich weiter als 25 A entfernt.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Im ersten Tell der hier vorliegenden Arbeit wurde die Bindurg des an der Ribaose modifizierten,
rotationsmmohili sierten SL-ATP-Derivats 2',3- O-(1-Oxy-2,2,6,6tetramethyl-4-pi peridyli den)-
ATP (SL*-ATP) an namale F,-ATPase aus dem E. coli-Stamm SWM1 urtersucht. Sowohl die
Isoli erung des Proteins aus den Bakterien als auch seine Befreiung von intrinsischen Nucleotiden
erbrachte ausreichende Mengen an Enzym mit guter Aktivitét und Reinheit. Das SL-Derivat des
Nucleotids konrte éenso in ausreichenden Mengen synthetisiert werden.

Die Charakterisierung der Bindurg des Spiroketal-SL-ATP an rative EF,, die dwa drei
verbleibende, intrinsisch gebundene Nucleotide enthélt, ergab, dal3 po Enzym-Molekdl nur
anndhernd de  SL-Nucleotide gebunden wurden. Zu dem gleichen Resultat flhrten
entsprechende Untersuchungen mit nucleotidbefreiter EF,. Das SL*-ATP wird offensichtlich nur
in den drel katalytischen Nucleotidbindurgsdellen auf den f—Untereinheiten des Enzyms und
nicht in den drel nichtkatalytischen Bindurgsgellen gebunden. Unterstitzt und teilweise ekléart
wurden dese Ergebnisse durch de Resultate der Computer-Modelli erungen vonSL*-ATP in den
Nucleotidbindurgsdellen des Rontgenstrukturmodells von MF; [Abrahams et a, 1994. Die
Modédlli erungen ergaben, dal3 de Spiroketal-SL-Gruppen von SL*-ATP in zwel der drei a—
Untereinheiten von MF, deutlich verzerrt wurden. Dies geschieht offenbar aufgrund eines durch
die Proteinumgebung eingeschrankten Raumangebats.

Die Bindurgsdudien zeigten desweiteren, dald de maximale Bindurg von SL*-ANP an EF,
schon ke geringeren Konzentrationen vonSL*-ATP erreicht wird, wenn ein UberschuRan M g2+
vorhanden war und de EF; von Nucleotiden befreit vorlag. Im Fall der nucleotidbefreiten EF;
schien sich abzuzeichnen, dal3 de Nucleotidbindurgsgellen eine paositive Kooperativitét fur die
Substratbindurg besitzen. Es <heint moglich, dal3 de Mgz+-Affinitdt des modifizierten ATP
durch de Verzerrung der Ribosestruktur, bedingt durch den Spiroketal-Spinlabel, herabgesetzt
wurde. Dies wirde die Notwendigkeit hoherer Mg2+-Konzentrationen fir die quantitative
Bildung eines Komplexes mit SL*-ATP erklaren.

Die durchgefihrten Aktivitétstests mit SL*-ATP as Substrat von EF, zeigten, da3 de
spezifische Aktivitét des Enzyms dark von der Mg?+-Konzentration abhéngig ist. Eine maximale
spezifische Aktivitét wurde bei 4-5 mol Mg2* pro mol Nucleotid erreicht. Diese lag im Bereich
der Bisite-Katalyseektivitdt des Enzyms mit ATP - 0,4 Mg?* as Substrat. Aufgrund cbr
ermittelten Bindurgssochiometrie von SL*-ATP an EF; war eine Bisite-Katalyse jedoch wenig

wahrscheinlich. Die geringe spezifische Aktivitat des Enzyms ist wohl darauf zurtickzufihren,



69

dal sich de hohen Mgz*—Konzentrationen, welche fir eine maximale Bindurg des Substrats
erforderlich sind, inhibitorisch auf die Katalysetétigkeit der ATPase auswirken.

Die Analyse der ESR-Spektren vonEF, im Komplex mit SL*-ATP ergab maximale 2A,-Werte
von 5758 G fur natives Enzym und 5960 G fur nucleotidbefreites Enzym. Die 2A ,-Werte sind
un etwa 6-8 G geringer ads die eaitsprechenden Werte von SL-ATP. In  den
Nucleotidbindurgsdellen von EF; scheinen de an starksten immobili sierten Spiroketal-SL -
Gruppen von SL*-ATP eine hohere Beweglichkeit zu besitzen als die immobil sten Spinsonden
von SL-ATP. Letztere sind dfenbar aufgrund holerer Fexibilitdt in der Lage, sich der
Proteinumgebung besser anzupasen und werden so starker immohilisiert. Die grofReren
Linienbreiten der Signale von gebundenem SL*-ATP sind auf¥erdem ein Hinweis daflr, dal? sich
die Spiroketal-Spinlabel in einer hydropholeren Umgebung befinden als die Spinlabel von SL-
ATP.

Im zweiten Tell der Arbeit wurde die Struktur einer verkirzten und am Carboxyterminus
modifizierten, wasserldslichen Form der b-Untereinheit vom Fy-Teil der ATP-Synthase (by,) as
isoli ertes Protein undim Komplex mit dem F,-Teil der ATP-Synthase eforscht. Ein besonderes
Augenmerk wurde hierbei auf das carboxyterminale Ende des Proteins gerichtet, welches die
Bindurg von b an F; vermittelt. Der untersuchte Bereich von R, erstreckte sich uber die
Aminosdurenpasitionen 84 bis 158 in der Sequenz. Die Cysteinmutanten von k, und EF;
konrten in ausreichenden Mengen aus E. coli isoliert und spezifisch kovalent mit den SL-
Reagenzien IAAT (fur b) undIOPI (fur EF,) markiert werden.

Die ESR-spektroskopische Untersuchung der an den Aminoséuren-Positionen 109, 124, 128, 132
und 139 spinmarkierten Cystein-Mutanten von R, bei Raumtemperatur ergab, dald de
errechneten relativen Rotationskorrelationszeiten des b-Dimeren alleine und im Komplex mit
EF, etwa in derselben GréRenordnurg lagen. Die gréf¥e Differenz der Rotationskorrelations-
zeiten von R, IAAT mit und ohre EF; betrug nur etwa 0,5 rs. Im Vergleich dazu sind de
maximalen Unterschiede der Rotationskorrelationszeiten bei anderen spinmarkierten
Cysteinmutanten von ky, [Kersten, 1999 ohre und mit EF; deutlich gréfeer und somit ein
Anzeichen auf Protein-Wedselwirkungen zwischen b, undEF,.

Die Tieftemperatur-ESR-Messungen an den spinmarkierten b, -Systemen bestétigten de
algemeinen Voraussgen Uber die Sekundirstruktur des Proteins. In der Abfolge der
Spinsonden-Positionen am carboxyterminalen Ende der Cysteinmutanten schwankten de
Verhdltnisse von den Hoch- und Tieff eldsignal-Amplituden zu den Zentralfeldsignal-Amplituden

(Kokorin-Zamaraev-Parameter bzw. d,/d-Verhéltnisse) deutlich. Zwischen den Aminoséauren-
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pasitionen 124 und 13%varen periodisch im Abstand von dei bis vier Aminosauren varii erende
d,/d-Verhdtnise en deutlicher Hinweis fur zwel paralele dphahelikale Strénge von
unterschiedlichen b,,-Untereinheiten. Durch de Bindurg von k., an EF; wurde das Profil der
d,/d-Verhdtnise in der Aminosdurensequenz des b-Carboxyterminus nachhaltig verandert. Die
Resultate sprechen fir eine gegenseitige Verdrehung der b-Untereinheiten des Dimers um ihre
Langsadisen im carboxyterminalen Bereich. Im Bereich der Aminosauren 124139 scheint die
Struktur der a—Helices von b hierbei offenbar strukturell nicht merklich veréndert zu werden.
Die EF;-bg,-Komplexe ohre &-Untereinheit zeigten d,/d-Verhdtnisse, welche sich deutlich von
den Werten fir by, unterschieden undaul¥erdem fast alle geringer waren als die entsprechenden
Werte fur die by,-Komplexe mit der vollsténdigen ATPase. Das |&3t darauf schlief3en, dald sich
die Strukturen von k,-Dimer dleine, an EF; und EF,-6 gebunden, deutlich urterscheiden und
die b-Untereinheit folglich sehr flexibel ist.

Aus der Analyse der ESR-Tieftemperaturspektren von EF,.-IOPlI ohre Nucleotid in den
Katalysezentren gehen zwel existierende Konformationen der Nucleotidbindurgsgellen hervor.
Der Unterschied in den 2A,-Werten wies darauf hin, da3 de beiden Konformationen
unterschiedli che hydrophle Umgebungen an den Spinsonden erzeugen. Die Bindurg von h,, an
F, zeigte keine signifikanten Anderungen des Tieftemperaturspektrums von EF,--IOPI, was wohl
darauf zurtickzufuhren ist, dal? sich in desem Zustand de Konformationen der Bindurgsdellen
nicht deutlich gedndert haben. Der Abstand der Nucleotidbindurgsstellen in den (-
Untereinheiten der ATPase vom Proteinrickgrat der b-Untereinheit im Bereich ihrer
Aminosduren-Positionen 109139 wurde entsprechend den vorherigen Tieftemperatur-ESR-
Messungen mit Komplexen von cn jeweils pinmarkierten EF,- und hy,-Systemen urtersucht.
Da im Vergleich zu den Einzelspektren von EF,-IOPI mit by, und von R, IAAT keine
signifikanten Unterschiede zu erkennen waren, konrte davon ausgegangen werden, dald cer
Abstand der Nucleotidbindurgsdellen vom Proteinriickgrat von bin desem Bereich stets mehr
as20-25A betragt.

Die astellten Molekilmodell e des b-Dimerenfragments im Bereich der Aminosauren 120145in
der Sequenz unter Berticksichtigung der Ergebnisse von McLadlin & Dunn (1997 unterstiitzten
die Ergebnisee aus den Tieftemperatur-ESR-Mesaungen. Die Abstdnde der Spinsonden-
Nitroxylgruppen in den Molekilmodellen der b-Dimerenfragmente korreli erten recht gut mit den
Werten der mit ESR erhaltenen d,/d-Verhdtnissen. Die vergleichsweise hohen Betrége der d,/d-
Werte sind wohl auf die Eigenschaften der Spinlabel-Reste von IAAT-spinmarkiertem b,
zurlckzufuihren. Selbst bei zwei relativ weit voneinander entfernten spinmarkierten Cysteinen

koénren sich de Spinsonden aufgrundihrer Lange und Flexibilit & sehr nahe kommen undsomit
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das d,/d-Verhéltnis erhéhen. Wie aus der Abhéangigkeit des d,/d-Verhdtnisses vom Abstand
zweier Spinsysteme hervorgeht, ist die Abschétzung von Spinsystem-Abstanden tber 15 A
ohrehin sehr ungenau. Verhadtnismaliig kleine Verénderungen der d,/d-Werte fihren in desem
Bereich zu grol¥en Schwankungen der Interspin-Distanzen.

Die Site-Direded Spinlabeling-Methode hat sich in Kombination mit Tieftemperatur-ESR-
Spektroskopie ds ein gedgnetes Werkzeug fur Strukturuntersuchungen an by, erwiesen. Um
mehr Informationen dker die Struktur von b zu erhdten, ist die Vermesang weiterer
spinmarkierter by -Varianten ndwendig. Erst wenn de noch ausdehenden Aminosduren-
pasitionen auf dipolare Wedhselwirkungen urtersucht sind, ergibt sich ein préziseres Gesamtbil d
von cer Struktur der Untereinheit.

Die Tieftemperatur-ESR-Methode kann ebenso wertvoll fir Untersuchungen an der hydrophotlen
aUntereinheit vom F,-Teil sein, da deren Struktur ebenfalls noch nicht vollstandig bekannt ist.
Diese Methock ist generell als eine Erganzung zur Strukturaufkldrung von Proteinen mit NMR-
Spektroskopietechniken und Rontgenstrukturanalyse aawendbear. Monamere
Proteinurtereinheiten konren as inmarkierte Cystein-Doppelmutanten auf dipoare

Interaktionen urtersucht werden, um Strukturinformationen zu erhalten bew. zu erganzen.
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5. Experimentelle Methoden

5.1 Allgemeines

5.1.1 Chemikalien

Die aul¥er den urten aufgeli steten Chemikalien verwendeten Substanzen waren entweder im
Arbeitskreis oder in der Chemikali enausgabe der Universitét Kaiserslautern vorhanden. Die

Aufbereitung bzw. Trocknurg der Losungsmittel wurde nadh den gangigen Vorschriften

durchgefihrt.

Firma
Acros
Boehringer
Fluka
Merck
Roth
Serva

Sigma

5.1.2 Materialien

Firma

Dow Chemicd
Madherey-Nagel
Merck

Pharmada Biotech

Sigma

Chemikalie

Aceonitril, Triethylamin

ADP, ATP, BSA, SDS

PAB, Pyridin

Agar-Agar, CDI, Toluolsulfonsdure, Trioctylamin
Acrylamidldsung fur PAGE (Rotipharese Gel 30)

Coomasse Brilli ant Blue G-250,EDTA, EGTA, DTT, Glycin,
Mercaptoethand, PEG 6000, TES, Tris

AMP (freie Saure), Ampicillin, PMSF, Uradl

Material

Dowex 50W-X 8

Polygram SIL G/UV ,¢, DC-Fertigfolien (80 x 40 0,25mm)
RP-18 F,¢,s DC-Fertigplatten (200x 50 x 0,25mm)
DEAE-Sepharose CL-6B, (DEAE-)Sephadex-Gele

DNAse|

Die Saulenmateriali en wurden nach Herstell ervorschrift vorbehandelt und kondtki oniert.
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5.1.3 Bakterienstamme und Plasmide

Protein E. coli-Stamm Plasmid
EF, SWM1 (PAN45)

EF, gaaic K12JP17 pIW1

by, JM103 pDM3
Beuc JM103 pDM29
D05 pDM32
braae pDM36
by sec pDM12
Y pDM40
bys1c pDM41
Y pDM42
bioge pSD120

b1oac JM109 pACl
B2 pDM31
boae pDM22
byax pDM38
byaac pDM13
b4 pDM14

5.1.4 Gerate
Autoklaven

Zur Sterili sierung der Materialien undGeréte wurde en Schnell kochtopf mit ca 10l
Fasaungsvermdgen vonFa. Sitram sowie eén Dampfsterili sator der Marke Varioklav 500mit ca

1301 Fassungsvermogen vonFa. H+P Labortechnik verwendet.

Computer
Als Plattform fir das Molekulmodelli erungs-Programm Quanta 97 dente @ne Workstation des
Typs IRIS Indy von Fa. Sili con Graphics mit dem Betriebsg/stem IRIX 5.3 vongleichnamiger

Firma
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Druckzelle
Fur den Aufschlul3 der Bakterien wurde @ne French Presaure Cell mit einem Fasungsvermégen
von ca 50ml von Fa. Aminco verwendet. Diese wurde mit einer hydrauli schen Presse

angetrieben.

Elekrophaese

Diefur die SDS-PAGE benutzten und von én Metall werkstétten der Universitét Kaiserslautern
hergestellten Kammern aus Kunststoff hatten de Ausmal3e 140x 80x 2 und 80x 80 x 2 mm,
die Elektrophaese wurde ca 3-3,5 h k&l einer konstanten Stromstérke von 16mA durchgeftihrt.

Elementarandysen
Elementaranalysen wurden an einem Analysator des Typs EA 240 vonFa. Perkin-Elmer
durchgefihrt.

ESR-Spekrophdometer und Zubehér

Fur die ESR-Mesaungen wurde eén X-Band-Spektrophdometer des Typs ESP300E der Fa.
Bruker verwendet. Die Frequenz der erzeugten Mikrowellen betrug 9,6-9,7 GHz. Als Cavity
diente sowohl das Modell 4102ST/8410als auch das Modell ER 4118SPT-NI der Fa Bruker.
Die Vermesaung der Proben erfolgte in 40ul-Flachzell kiivetten der Fa. MGW bzw.
Quarzkapill aren (100x 0,9mm) der Fa. Spintec

Fermenter
Der zur Bakterienaufzucht im grof¥en Mal3stab verwendete Fermenter war vom Typ Microferm

der Fa. New Brunswick Scientific mit einem Fassungsvermdgen von 13.

Filtrationssystem fur Elutionsmittel

Die fur die HPLC verwendeten mohil en Phasen wurden mit einem Filter des Typs HV (0,45um)
als Teil eines Filtersystems der Fa. Milli pore von Mikropartikeln befreit. Bei Anwesenheit
organischer Ldsungsmittel wurden die Filter mit wenigen ml der entsprechenden L ésungsmittel

vorgewaschen.

Fraktionsamnier
Eluate von saulenchromatographischen Prozeduren wurden in einem Sammler vom Typ 2111

Multiracder Fa. LKB Brommafraktioniert.
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HPLC-Anlage und-Saden

Zur quantitativen Bestimmung von Nucleotiden bzw. der Bestimmung ihrer Retentionszeiten
wurde @ne mmputerunterstiitzte HPL C-Anlage des Typs ‘ System Gold’ der Fa. Bedkman mit
einem Pumpenmodu vom Typ 125 undeinem Detektormodu vom Typ 168 \erwendet.

Fur die Anaytik wurden eine Anionentauscher-Saule des Typs Partisil 10 SAX (25¢cm x 4,6
mm) von Fa. Whatman undeine Reversed Phase-Saule des Typs Spherisorb C8, 5um (25 cm x

6 mm) von Fa. Bischoff verwendet.

Inkubaionschittler
Die Aufzucht der Ubernadht-Zell kulturen erfolgte @nerseits mit einem Luftschiittler vom Typ
INnnova 4000 abr Fa. New Brunswick Scientific undandererseits mit einem Wasserbadschiitler

des Typs HT von Fa. Infors.

Konzentratoren fir Proteinldsungen

Zum Aufkonzentrieren kleiner Mengen vonProteinldsungen (bis 10 ml) wurden
Mikrokorezentratoren des Typs Centricon 10 kzw. Centricon 30 vonFa. Amiconmit ca 2ml
Fassungsvermdgen verwendet. Diese wurden bei max. 6000rpm in einem JA 20-Rotor
zentrifugiert. FUr die Aufkonzentrierung gréRerer Mengen vonProteinldsungen (ab 10ml) wurde
eine Druckzell e des Typs 8050mit Membranen des Typs PM-10 kezw. PM-30, jewell svon Fa.
Amicon, mit einem Fassungsvermdgen von 50ml verwendet. Die Zell e wurde mit 3-5 bar

Stickstoff gas betrieben.

Lyophii sator
Fur die Gefriertrocknung wasgiger Losungen wurde en Lyophili sator des Typs LyovacGT 2

von Fa. Leybold-Heraaus verwendet.

NMR-Spekrophdometer
Die IH-NMR-Spektren wurden an einem 60 M Hz-CW-Spektrophdometer des Typs EM-360L
von Fa. Varian aufgenommen. Alsinterner Standard diente der Chloroform-Anteil von

Chloroform-d.
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Reinstwasser -Gener ator

Die Vollentsalzung von cestilli ertem Wasser wurde mit einer Reinstwasser-Anlage des Typs
Clea-Plus von Fa. SG Wassraufbereitung und Regenerierstation duchgeftihrt. Das Wassr
hatte nach der Behandung einen durchschnittli chen Leitwert von 54 1&/cm.

UV-Bestrahlungslampe
Die Detektion der Nucleotidbanden auf den Duinnschichtchromatographie-Platten wurde mit

einer UV-Lampe der Fa. Camag bei einer Wellenlange von 254 m vorgenommen.

UV-Detekor und Shreiber

Fur die quaitative Erfasaung des Stoff gehalts der Protein- und Nucleotidel uate von
saulenchromatographischen Prozeduren wurden UV-Durchflu3cetektoren der Marken 2138
Uvicord Sund 2238Jvicord Sl vonFa. LKB Bromma verwendet. Zwel Lampen generierten
UV-Strahlung mit herausgefilt erten Well enlangen von 254 und 277m. Das Detektionsprofil
wurde mit einem Ein-Kanal-Schreiber des Typs Servogor 120 odr SE 120 vonFa. BBC Goerz
Metrawatt aufgezeichnet.

UV/VIS-Spektrophdometer
Fur die Messungen im UV- undVIS-Bereich (Well enlangen-Bereich: 200-700 nm) wurde én
Spektrometer des Typs DU-640 d&r Fa. Bedkman verwendet.

Ultraschall -Generator mit Zubehor

Die Zertrimmerung der Bakterienzellen wurde u.a. mit einem Ultraschall -Generator des Typs B-
12 vonFa. Branson undeinem zyli nadrischen Ultraschall -Ubertrager durchgefiihrt. Die
Optimierung der Beschall ungsleistung wurde mit einem halb mit Wasser gefillten 50ml-
Bedherglas als Probenersatz vorgenommen. Das Ende des Ultraschall -Ubertragers wurde éwa 1
cm Uber dem Boden des Gefél3es positioniert. Beim Start jeder Beschall ung wurde die Leistung

innerhalb von 2s von Stufe 0 auf Stufe 8 erhoH.

Zentrifugen

Firma Zentrifuge Rotoren
Hettich Universal (Tischzentrifuge)
Eppendaf 5415C (Tischzentrifuge)

Bedkman J2-21 JA 10,JA 14,JA 20
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Bedman Optima LE-80K (Ultrazentrifuge) SW 60Ti, 70Ti

5.2 Molekularbiologische und enzymologische Arbeiten

5.2.1 Plasmid-Isolierung und Transformation in E. coli

DieIsolierung des fir die by ,-Cystein-Mutante b, oo~ codierenden Plasmids pAC1 (personliche
Mitteilung von Prof. S. D. Dunn) aus E. coli-Zellen des Stamms DH5a erfol gte weitestgehend
nadh der Alkalischen Lyse-Methode [Sambrook et al., 1989.

TEG-Puffer mit Lysozym

25mM (3,03¢g/l) Tris

10mM (3,72g/l) EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
50mM (9,019/l) Glucose

pH 8,0 mit HCI, steril autoklaviert

Ca 4 mg/ml Lysozym, frisch zugesetzt

Lyse-Reagens

0,2M (8,09g/l) NaOH, steril autoklaviert

10%(v/v) 34,7mM (10,0g/l) SDS, steril autoklaviert
frisch angesetzt

Kaliumaceat-Ldsung (pH 5,8)

60%(v/v) 5M (490¢/l) Kaliumaceat-Losung
11,3%(v/v) Essgsaure

28,96(vIv) H,O

steril autoklaviert

TE-Puffer

10mM (1,21g/l) Tris

1 mM (372mg/l) EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
pH 8,0 mit HCI

steril autoklaviert
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TE-Puffer mit RNAse
98%(v/v) TE-Puffer
2%(v/v) 1 mg/ml RNAse (pankredisch, DNAse-frei) in TE-Puffer

Nadfolgende Arbeitsschritte wurden durchgehend urter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.
Drei auf 0-4°C gekiihite Proben vonje 1,5ml einer Anzucht-Ubernactkultur (LB mit Amp)
wurden in 2 ml-Eppendaf-Gefél3e Gberfuhrt undfir 20 s evtl. bel 0-4°C zentrifugiert (14000
rpm). Die Uberstande wurden griindich abgesaugt und de Zentrifugation undEntfernung des
Uberstands ein weiteres mal wiederholt. Sodannwurden je 100l eiskalter TEG-Puffer mit
Lysozym zugegeben und de Zellen durch kurzes Schiitteln resuspendiert und 5min inkubiert.
Anschlief3end erfol gte die Zugabe von je 200 ul Lyse-Reagens, dreifadches kréftiges Schiitteln per
Hand und 5min Inkubetion auf Eiswasser. Nach der Zugabe vonje 150 ul einer eiskalten
Kaliumacdat-L6sung (pH 5,8) wurden de Eppendaf-Gefél3e in umgedrehter Position 10slang
sanft geschittelt und 5min bei 14000rpm und G4°C zentrifugiert, um den Niederschlag aus
Zelltrimmern, Kaliumdodegylsulfat, Proteinen undchromosomaler DNA abzutrennen. Die
Uberstande mit Plasmid-DNA und-RNA wurden in 1,5ml-Eppendarf-GefaRe tberfuhrt, jeweil s
mit dem gleichen VVolumen einer gektihiten Phenol-Chloroform-Lésung fur DNA-Isoli erungen
versetzt und kuz geschiittelt. Nadh 2min Zentrifugation bei 14000rpm und G4°C wurden de
oberen, wasgigen Phasen in frische 1,5 ml-Eppendarf- Gefél3e Gberfuhrt. Zur Falung der
Doppelstrang-DNA wurden de Losungen jeweil s mit dem doppeltem Volumen an Ethand
versetzt, geschittelt undfir 30-60 min in Eiswasser oder bei

-80°C gelagert. Nach 1520 min Zentrifugation bei 14000rpm und G4°C wurden de Uberstande
grandich entfernt undmit je 1 ml 70%(v/v) Ethand durch griindiches Mischen gewaschen.
Nach 5min Zentrifugation urter den og. Bedingungen wurden de Uberstande entfernt und de
Pell ets vorsichtig 30 min im Exsikkator oder 15 min im Lyophili sator getrocknet. Schliefdich
wurden de Ruckstande in je 20 pl RNAse-haltigem TE-Puffer aufgenommen und kuz
geschiittelt, bis sch de Niederschlage aifgel0st hatten. Nach 3060 s war die RNA hydrolysiert
und de Eppendaf-Gefalie wurden bei -20°C eingefroren gelagert.

Die Transformation der von Prof. S. D. Dunn,University of Western Ontario, London(Ontario),
Kanada ehaltenen Plasmide flr b, 5o (PACL), bypsc (PDM31), byog- (PDM22), by 5o (PDM38),
b;39 (P)DM13) und b 45 (DM 14) [vgl. McLadlin & Dunn, 1997 in kompetente E. coli-Zellen
des Stamms JM 109 erfolgte weitestgehend rach der Vorschrift von Sambrook et al. (1989. Die
kompetenten Zell en standen im Arbeitskreis zur Verfugung.
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Nadfolgende Arbeitschritte wurden urter halbsterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die bel
-80°C gefroren gelagerten kompetenten Zell en wurden auf Eiswasser aufgetaut (30-40 min) und
bei 0-4°C in Portionen von 100200 ul in Eppendaf-Gefélde aufgeteilt (ein Aliqua fir jedes
Plasmid undein Aliquat fur die Kontroll €). Sodannwurden je 5-10 ul gekiihlter RNAse-halti ger
TE-Puffer mit den Plasmiden zugegeben und de Lésungen kurz gemischt, das Aliqua fir die
Kontrolle blieb ohre Plasmidzusatz. Nach 1 hinkubetion auf Eiswasser wurden die Losungen 2
min bei 42°C inkukiert undsofort fir einige Minuten auf Eiswasser gestellt. Anschlief3end
wurden de Loésungen zu Reagenzglasern mit je 1 ml sterilem LB-Medium gegeben und 1 h bi
37°Cinkuliert. Von desen Kulturen wurden je 100 ul auf Agarplatten mit LB-Amp-Medium
ausgestrichen. Die restlichen Flussgkulturen wurden durch Umfllen in Eppendaf-Gefalie, 5
min Zentrifugation bei 0-4°C und 14000pm, Entfernen der Uberstande bis auf ca 100l und
kurzes Mischen aufkonzentriert undebenfall s auf Agarplatten mit LB-Amp-Medium
ausgestrichen. Nadh 1215 hinkulbetion kel 37°C bil deten sich Zell kolonien, mit denen eine
Aufzucht gestartet und Glycerinkulturen angel egt werden konrien.

5.2.2 Aufzucht und Ernteder E. coli

Diein deser Arbeit verwendeten E. coli-Stamme SWM1, K12 JP17 undJM 109 mit den
zugehdrigen Plasmiden fur die Expresson der entsprechenden Proteine wurden al's
Glyceinkultur bei -80°C gelagert. Als Wachstumsmedium zur Aufzucht der Stéamme SWM1 und
JP17 wurde @n Minimalmedium (GEAU) undfur IM109ein LB-Medium verwendet, als
Antibiotika wurden Chloramphenicol fur SWM1 undAmpicilli n fir JP17 undJM109 kenutzt.

Minimalmedium mit Uradl (MinUra)
60mM (10,46g/l) K,HPO,

40mM (5,52g/1) NaH,PO,

150mM (1,98¢/1) (NH,),SO,

pH 7,0 mit NaOH

200pM (22 mg/l) Uraal

steril autoklaviert

27%(w/v) Glucose
1,5M (2709d/1) Glucose, steril autoklaviert




1M MgSO,

1M (2469/1) MgSO,-7 H,0, steril autoklaviert

ArgEntThi

40mM (6,179/1) 2,3-Dihydroxybenzoesaure
800mM (168,69g/1) L-Arginin-Hydrochlorid
2mM (675mg/l) Thiamin-Hydrochlorid

pH 7,0 mit NaOH; steril filtriert

TraceElements (TE)

14mM (4,03g/l) ZnSO, - 7 H,0

1 mM (170mg/l) MnSO, - H,O
3mM (190mg/l) H3BOs

700pM (120mg/l) CaSO, - 2 H,0
2,9mM (370mg/l) CaCl, - H,0
1,8mM (290mg/l) FeCl,

steril autoklaviert

Ampicilli n (Amp)

50 mg/ml Ampicilli n, steril filtriert

Chloramphenicol (Cm)
15 mg/ml Chloramphenicol, steril filtriert

GEAU-Medium

pro ml sterilem MinUra:
20yl 27% Glucose

1pl 1M MgSO,

1 pl ArgEntThi

1ul TE

Luria-Bertani-(LB-)Medium
10 g/l Bado-Trypton
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5 g/l Hefeextrakt
109/l NaCl
pH 7,5mit NaOH; steril autoklaviert

GEAU- bzw. LB-Medium mit Antibiotikum
pro ml GEAU- bzw. LB-Medium:

1 pl Cm bzw. Amp

Agarplatten mit GEAU- bzw. LB-Medium und Antibiotikum

pro Platte ca:

25 ml GEAU-Medium (ohne ArgEntThi) bzw. LB-Medium

500mg Agar

im Medium suspendiertes Agar steril autoklavieren undabkiHen lassen, urter Ruhren bei 40-
50°C pro ml Lésung

1 pl Cm bzw. Amp

bei GEAU (ohre ArgentThi) Zugabe von

1 pl ArgEntThi

Die Platten wurden gegossen und rach der Verfestigung des Gels Giber Nadht bei
Raumtemperatur oder 37°C belasen.

Beimpfte Agar-Platten

Die Platten wurden mit einer gefrorenen Glycerinkultur des gewiinschten Bakterienstamms
beimpft. Der Aufstrich wurde 2-3 mal auf derselben Platte verdiinrt. Nach 1-2 Tagen Inkubetion

bei 37°C sind de asten Bakterienkolonien sichtbar gewachsen.

Anzucht-Ubernadchtkulturen

20 ml GEAU- bzw. LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum werden mit isoli erten,
kreisrunden Bakterienkolonien von den beimpften Agarplatten inkukiert undfir 15-18 h kel
37°C geschiitelt.

Glycerinkulturen

0,5ml der fertigen Anzucht-Ubernachtkulturen wurden zu 0,5ml sterilem Glycerinin einem

Eppendaf-Rohrchen gegeben, verschlossen undgut gemischt. Das R6hrchen wurde nadh ca 30-
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60 min Inkuketion bei Raumtemperatur in flissgem Stickstoff 2-3 min schockgefroren und & -
80°C gelagert.

IPTG-L6sung
1M (242mg/ml) Isopropyl-p-D-thiogalacdopyranosid

Weiterzucht-Ubernachtkulturen bzw. GroRkuturen

1 ml (bei SWM1 undJP17) bzw. 20ml (bei IM109) der fertigen Anzucht-Ubernachtkulturen
wurden zu 500ml GEAU- bzw. LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum gegeben.

Die Weiterzucht-Ubernadhtkulturen (SWM1 bezw. JP17 in GEAU-Medium mit Chloramphenicol
bzw. Ampicilli n) wurden fir 15-18 h kel 37°C geschittelt.

Die Grof3kturen (IM109in LB-Medium mit Ampicilli n) wurden bei 37°C geschiittelt. Alle 30

min wurde die optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 m (ODg,,) gemessen. Bei einer
ODgqo grofer als 0,5 (nach 2-3 h) wurde pro ml Kulturmedium 1 pl IPTG-L6sung zugegeben und
bis zu einem kaum mehr zunehmenden ODg,-Wert weitergeschiitelt (3-4 h). Sodannwurden de
Kulturen auf 0-4°C abgekihit.

Fermentermedium (5 x MinUra mit optionalen Zusétzen)
300mM (52,3g/l) K,HPO,

200mM (27,69/l) NaH,PO, - H,O

75mM (9,9g/l) (NH,),SO,

evtl. 1,25g/l Bado-Trypton (fir SWM1)

evtl. 630mg/l Hefeextrakt (fiur SWM1)

pH 7,0 mit NaOH

2mM (220mg/l) Uradl

steril autoklavieren

Fermenter-Zusatzmedium
1,5M (2709g/1) Glucose
2,5%%(v/v) 1M MgSO,
2,%%(vIv) TE

steril autoklavieren
5%(v/v) ArgEntThi
2,5%%(v/v) Cm bzw. Amp




83

Fermenter-Aufzucht

In einem auf 37°C erwdrmten 141-Fermenter mit 2 | Fermentermedium, 81 sterilem Wasser und
400ml Fermenter-Zusatzmedium wurden 2| der Weiterzucht-Ubernachtkulturen gegeben. Alle
30 min wurde die ODg,, gemessen. Kurz vor Erreichen des dationdren Zustands der
Zellvermehrung, d.h. levor die Stagnation vonODyg,, erreicht war (nach etwa 4-6 h), wurde das

Kulturmedium aus dem Fermenter entfernt und auf 0-4°C abgekiihit.

STEM-Puffer

100mM (22,9¢/1) TES

20mM (4,07¢/l) MgCl, - 6H,0
250uM (95 mg/l) EGTA

40mM (5,0g/l) EACA

6 mM (1,09/l) PAB-Hydrochlorid
500uM (77 mg/l) DTT (fur JPL7)
250mM (85,5¢g/l) Sucrose

pH 7,0 mit NaOH

TM-Puffer

50mM (6,06g/l) Tris

10mM (2,03g/l) MgCl,, - 6 H,O
pH 8,0 mit HCI

Ernte undReinigung der Zellen

Alle weiteren Schritte bis zu den isoli erten undaufgereinigten Proteinen wurden urter Kihlung
(0-4°C) durchgefiihrt. Die Zellen wurden duch 5min Zentrifugation bei 10000<g (Bedman JA
10, 8000rpm) vom Medium getrennt und deren Nal3gewicht bestimmt. Die Zell pell ets wurden
pro Gramm Zellen in 1ml STEM-(bei SWM1 undJP17) bzw. 510 ml TM-Puffer (bei IM109)
resuspendiert underneut wie oben zentrifugiert, vom Uberstand getrennt undresuspendiert. Die

Suspensionen wurden bei -80°C eingefroren undmax. 10 Tage gel agert.
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5.2.3 Isolierung und Aufreinigung der F,-ATPase aus E. coli

Dielsolierung und Aufreinigung der F;-ATPase ais den Zellen vonSWM1 undJP17 erfolgteim
wesentlichen nadch einem Verfahren vonWise (1990, welches an wenigen Stell en modifiziert

wurde.

TEM-Puffer

100mM (22,9¢/1) TES

20mM (4,0g/l) MgCl,, - 6 H,O
250uM (100mg/l) EGTA

40mM (5,0g/l) EACA

6 mM (1,09/l) PAB-Hydrochlorid
500uM (77 mg/l) DTT (fur JPL7)
pH 7,0 mit NaOH

TES50-Puffer mit PAB

50mM (11.46g/1) TES

5%(v/v) Glycerin

1 mM (372mg/l) EDTA-Dinatriumsal z-Dihydrat
40mM (5,09/) EACA

6 mM (1,0g/l) PAB-Hydrochlorid

500uM (77 mg/l) DTT

pH 7,0 mit NaOH

TES5-Puffer mit PAB

5mM (1,15¢/1) TES

5%(v/v) Glycerin

1 mM (372mg/l) EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
40mM (5,0g/l) EACA

6 mM (1,09/l) PAB-Hydrochlorid

500pM (77 mg/l) DTT

pH 7,0 mit NaOH




85

TES5-Puffer ohre PAB
s. Angaben zu ‘ TES5-Puffer mit PAB’, ohre PAB-Antell

PM SF-L dsung
200mM (31,6 mg/ml) Phenylmethylsulfonylfluorid in Isopropanol

10 x Salze

500mM (60,6g/l) Tris

20mM (7,45¢/l) EDTA-Dinatriumsal z-Dihydrat
10mM (6,05g/l) ATP-Dinatriumsalz-Trihydrat
10mM (1,54g/) DTT

40mM (5,09/) EACA

pH 7,4 (fir EF,) bzw. 7,0(fir EF,c) mit HCI

Saulenpufer A

10%(v/v) 10 x Salze

10%(v/v) Glycerin

pH 7,4 (fiir EF,) bzw. 7,0(fur EF,.) tiberpriifen

Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden urter Kiihlung (0-4°C) durchgefirt. Die aifgetauten
Suspensionen der E. coli-Zellen wurden mit einer Spatel spitze (2-4 mg) DNAse | sowie 5-10 pl
PM SF-L6sung pro Gramm Zellen versetzt undzweimal mit zwischenzeitiger Kuhiung (2-3 min)
bei einem Druck von 250300 kgcm? (French Presaure Cell) aufgeschlossen. Nach 20min
Zentrifugation bei 40000<g (JA 20, 15000 pm) wurde der Uberstand mit den dabei entstandenen
Inside-Out-Vesikeln vorsichtig abdekantiert, je nach Volumen mit 30-40%(v/v) TEM-Puffer
aufgefullt undeiner Ultrazentrifugation bei 130000¢g (70Ti, 62000rpm, 3h) unterzogen. Das
Pell et wurde in PAB-haltigem TES50-Puffer aufgenommen, varsichtig mit einem Pinsel
resuspendiert, mit PAB-haltigem TES50-Puffer aufgefuillt undwie oben utrazentrifugiert.
Nadfolgend wurde das Pell et zunadhst in PAB-haltigem TES5-Puffer resuspendiert, mit
gleichem Puffer aufgeflllt undwie oben utrazentrifugiert (2 h). Das nach diesem Schritt
erhaltene Sediment enthélt die weitgehend vonldsli chen Proteinen gereinigten Membranvesi kel
mit der FyF,-ATPase, die ds Suspensionin PAB-haltigem TES5-Puffer fir mehrere Monate bel -
80°C haltbar ist. Sodann wurde der obige Arbeitsschritt mit PAB-freiem TES5-Puffer zweimal
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wiederhalt (2 und 1,5 HUJltrazentrifugation), um den F,-Teil der ATP-Synthase vom Fy-Teil zu

trennen. Die Uberstande dieser Schritte wurden urter Riihren pro ml Volumen nacheinander mit

50l 1M (229g/l) TES (pH 7,0),
2l 1M (154g/1) DTT und
50 pl 1M (203,3g/1) MgCl, - 6 H,0

versetzt, der entstehende Niederschlag wurde azentrifugiert (JA 14, 13000pm, 20min) und de

Losung unter Ruhren pro ml mit

280l 50%(w/v) Polyethylenglykol (PEG) 6000-L6sung

versetzt, um die F;-ATPase auszuféllen. Nach 10min Rihren und 30min Zentrifugation (JA 14,
13000rpm) wurde das Pell et von der PEG-LOsung getrennt undin den JA 14-
Zentrifugenbedhern kopftiber Gber Nadt gelagert, um die restliche Losung griindich
abzutrennen. Das Pell et wurde schliefdlich in 1520 ml Saulenpufer A resuspendiert und
nochmals zentrifugiert (JA 20, 15000pm, 30min). Der Uberstand wurde direkt auf eine mit
Saulenpufer A equili brierte DEAE 52-lonentauscher-Saule (16 x 1,5cm) aufgetragen, mit etwa
200ml Saulenpufer A gewaschen undmit insgesamt 400ml eines lineaen, 0500mM (0-71g/l)
Na,SO,-Gradienten in Saulenpufer A eluiert. Die Elution wurde mit einem UV -Detektor bel
einer Wellenlange von 277 m verfolgt und es werden Fraktionen zu je 3-4 ml gesammelt. Das
gewunschte Protein eluierte bei 100-200mM Na,SO,. Zur zuverlassgen Bestimmung der
Proteinfraktionen wurden dese auf Proteingehalt und ATPase-Aktivitét hin urtersucht. Die
Hauptfraktion der Proteinbande enthalt die am besten gereinigte F,-ATPase (s. Abb. 3.2 und
3.27). Die verschiedenen ATPase-halti gen Fraktionen wurden bis zu einem Volumen vonca 1-2
ml aufkonzentriert (Amicon 8050K onzentrator mit PM-30-Membran) und konrten bei -80°C

eingefroren gelagert werden.

5.2.4 Nucleotidbefreiung der F,-ATPasevon SWM 1

Die Befreiung des Proteins von intrinsischen Nucleotiden wurde nach einer von Senior et al.
(1992 modifizierten Vorschrift nach Garrett & Penefsky (1979 vorgenommen.

TE-Puffer
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100mM (12,1g/l) Tris
4 mM (1,499g/l) EDTA-Dinatriumsal z-Dihydrat
pH 8,0 mit HCI

TEG-Puffer

100mM (12,1g/l) Tris

4 mM (1,49¢g/l) EDTA-Dinatriumsal z-Dihydrat
50%(v/v) Glycerin

pH 8,0 mit HCI, entgast

Ca 510mg der ATPasein 1-3 ml Lagerungspuffer (Saulenpufer A mit Na,SO,) wurden bei O-
4°C mit dem doppelten Volumen an kalter, geséttigter Ammoniumsulfat-Losung versetzt und
gemischt. Der Niederschlag wurde fur 1-2 h gekihit und dann abzentrifugiert (15 ml-Corex-
Zentrifugenglasin JA 20, 15000pm, 30min, 0-4°C). Sodann erfolgte die Aufnahme in 500pl
TE-Puffer undeine eneute, wie oben beschriebene Fallung und Zentrifugation. Schliefdlich
wurde der Niederschlag, nachdem er sorgfalti g vom Uberstand getrennt wurde, bei
Raumtemperatur in 50-80 pl TEG-Puffer aufgenommen und rach Abtrennurg des restli chen
Niederschlags durch Zentrifugation (Tischzentrifuge, 510 min bei 15000rpm) auf eine mit
TEG-Puffer equili brierte Gelfiltrationssiule (Sephadex G-50fine, 100x 1,0cm) aufgetragen.
Die Elution des Proteins erfolgte bel einer Fluf¥ate von 0,51,0 ml/h undwurde mit einem UV-
Detektor bei einer Wellenlénge von 277 mn verfolgt. Es wurden Fraktionen zu je ca 400pl
gesammelt und deren UV -Absorptionsverhéltnis 280'260 rm bestimmt, zur Null punkteinstell ung
diente @ne nicht proteinhalti ge Fraktion. Die proteinhaltigen Fraktionen mit
Absorptionsverhdtnissen von Uler 1,8 enthielten Protein mit einem Nucleotidgehalt unter 0,3
mol/mol undwurden gesammelt, bei 0-4°C auf 50-80 ul (Proteingehalt: 20-25 mg/ml)
aufkonzentriert und lel -80°C eingefroren gelagert.

5.2.5 Isolierung und Aufreinigung von by , aus E. coli
Die Isolierung und Aufreinigung der wasserldsli chen Cysteinmutanten von b(bg,,) aus den

Zellen vonIM 109 erfolgte im wesentlichen nach einer Vorschrift von McLadlin & Dunn

(1997, welche stell enweise leicht modifiziert wurde.

PMSF-LGsung
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(s. oben)

TED-Puffer

50mM (6,06g/l) Tris

1 mM (372mg/l) EDTA-Dinatriumsal z-Dihydrat
1mM (154mg/l) DTT

pH 8,0 mit HCI

Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden unter Kiihlung (0-4°C) durchgefirt. Die aifgetauten
Zellen wurden mit 5-10 pul PMSF-Losung pro g Zellen versetzt und zweimal fur je 20-30 s mit
Ultraschall behandelt. Zwischen den Beschall ungen wurde die Losung einige min lang abkiHen
lassen. Die entstandenen Zelltrimmer wurden durch 30min Zentrifugation (JA 20, 15000 pm,
Bremsgufe 3) entfernt. Anschlief3end wurden feinere Niederschlage mit 1 h Zentrifugation bei
60000rpm (70Ti-Rotor) entfernt. Unter Rihren wurden langsam zwei Drittel des

Uberstandsvol umens an geséttigter Ammoniumsulfatlésung zugegeben. Nadh 2-3 hRiihren
wurde das ausgeféllte Protein mittels 30 min Zentrifugation kei (JA 20, 15000 pm) abgetrennt
undin 510 ml TED-Puffer aufgenommen. Diese Losung wurde mindestens 12 hgegen 11 TED-
Puffer dialysiert.

Die diaysierte Proteinlésung wurde auf eine Anionenaustauscher-Séule (DEAE-Sepharose CL-
6B, 20x 1,5cm, equili briert mit TED-Puffer) aufgetragen und rmch Waschen mit 2-3
Saulenvalumen TED-Puffer mit einem lineaen Gradienten voninsgesamt 300 ml 0-250mM (0-
14,649/1) NaCl in TED-Puffer eluiert. Die Elution des Proteins wurde mit eéinem UV -Detektor bel
einer Wellenlange von 277 m verfolgt. Das gewtinschte Protein eluierte bei etwa 120mM NaCl.
Die anzelnen Fraktionen wurden auf ihren Proteingehalt gepruft. Entspredhende Fraktionen des
gewlnschten Proteins waren ausreichend vonFremdproteinen befreit. Diese wurden gesammelt,
auf eilnen Proteingehalt von mindestens 3-5 mg/ml aufkonzentriert (Amicon 8050K onzentrator

mit PM-10-Membranen) und konmnen bei -80°C eingefroren gelagert werden.

5.3 Chemische Modifizierung der Proteine mit Spinlabeln

5.3.1 Chemische Modifizierung von B4, der F;-ATPase aus JP17 mit |OPI-SL

Die spezifische dnemische Modifizierung des Cysteinrestsin Position 331 @ 3-Untereinheit
von F; wurde nach der Vorschrift von Kersten (1999 durchgefuhrt. Als Reagens fur diese
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Prozedur wurde dieim Arbeitskreis g/nthetisierte Spinlabel-Verbindurg 4-(3-lodo-2-oxo-1-
propyliden)-1-oxy-2,2,3,5,5pentamethylimi dazolidin (IOPI-SL) verwendet [Kersten, 1999.

Nucleotid-Puff er

50mM (8,71g/l) K,HPO,

6 mM (3,63g/l) ATP-Dinatriumsalz-Trihydrat
6 mM (1,48g/l) MgSO, - 7H,0

10%(v/v) Methand

pH 7,0 mit HCI

N-Ethylmaeinimid-(NEM-)L6sung
300mM (37,5mg/ml) NEM in DMSO

TEG-Puffer mit DTT

S. unter ‘TEG-Puffer’, zusétzlich mit
500mM (77g/l) DTT,

pH 7,0 mit HCI

ESR-Puffer

50mM (6,06g/l) Tris

1 mM (247mg/l) MgSO, - 7 H,0
pH 7,0mit HCI, entgast

ESR-Puffer mit Glycerin
s. 'ESR-Puffer’, zusatzlich mit
10%(v/v) Glycerin

|0PI-SL-Reagens 6sung
20mM (6,74mg/ml) IOPI-SL in DMF

Zur NEM-Maskierung wurden 10-15 mg des AT Pase-Cysteinmutanten (EF,) im
Lagerungspuffer (Sdulenpuffer A) aufgetaut und kel Bedarf bel 0-4°C auf 0,5-1 ml eingeengt, mit
kaltem Nucleotid-Puffer auf 3 ml aufgefllt und 10min auf Eiswasser inkubiert. Sodann wurde
die Lésung 15 min bei 50000rpm (155000xg) zentrifugiert (SW 60Ti, 4°C), der Uberstand bei
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0-4°C auf ca 100pul eingeengt undin ein Eppendaf-Gefald Ukerflhrt. Der Proteingehalt der
Probe wurde bestimmt undein 144fadher molarer UberschufRan NEM hinzugesetzt. Nach
kurzem Mischen wird de Lésung 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle frel
zuganglichen Cysteinreste aul¥er denen in den katalytischen Nucleotidbindurgsgellen von3 mit
dem NEM reajierten. Das entstandene Pell et wurde im Eppendarf-Geféad 5min bei 14000rpm
abgetrennt. Der Uberstand wurde auf eine mit DTT-haltigem TEG-Puffer equili brierte
Gelfiltrationssiule (Sephadex G-50fine, 65x 1,0cm) aufgetragen undmit demselben Puffer bel
einer FluRrate von 500800 pl/h eluiert, um den UberschuRan NEM, ATP undintrinsischen
Nukleotiden zu entfernen. Die Elution wurde mit einem UV -Detektor bei einer Well enlange von
277 rm verfolgt undes wurden Fraktionen zu je 400 pl gesammelt. Von den proteinhaltigen
Fraktionen wurde das Absorptionsverhdtnis 280260 rm bestimmt. Fraktionen mit einem
Quoatienten grofer as 1.3 haben einen Nucleotidgehalt von weniger as 1,3 mol pro mol Protein,
welchesin den B-Untereinheiten praktisch nucleotidfrel ist [Kersten, 1999. Sie wurden vereinigt
und kel 0-4°C auf 300-500 ul aufkonzentriert. Nadh der Bestimmung des Proteingehalts und
einer quantitativen Uberpriifung der enzymatischen Aktivita wurde die Proteinlsung bei -80°C
eingefroren Ubker Nadt gelagert.

Vor der chemischen Modifizierung des Proteins mit dem Spinlabel-Reagens wurde dasin DTT-
haltigem TEG-Puffer aufbewahrte, NEM-maskierte Protein auf eine mit ESR-Puffer equili brierte
Gelfiltrationssiule (Sephadex G-50fine, 40x 1,0cm) aufgetragen undmit dem gleichen Puffer
equili briert. Die Elution der ATPase wurde eneut mit einem UV -Detektor bel einer Well enlénge
von 277 m verfolgt. Die este Bande im Elutionsdiagramm entsprach dem DTT-befreiten
Protein-Eluat. Dieses wurde unter Argon gesammelt, mit 10%(v/v) Glycerin versetzt und sofort
auf 0-4°C gekhit. Nadh der Bestimmung des Proteingehalts wurden etwa 300 ug Protein fir
einen Thiolgruppen-Test nadh Ellman entnommen. In desem Stadium hatte das Enzym drel frei
zugangliche Cysteinreste. Der Rest der Losung wurde mit einem auf die Proteinmenge vor der
letzten Gelfilt rationssiule bezogenen 30-fachen molaren UberschuRan IOPI-SL bei
Raumtemperatur versetzt, gut gemischt und 1015 min auf Eiswasser inkuhiert. Nach einer
Aufkonzentrierung des Gemischs auf 100-300ul bei 0-4°C wurden dreimal 2 ml glycerinhaltiger
ESR-Puffer zugesetzt und de Losung jeweil swie zuvor auf weniger als 100l aufkonzentriert,
um Uberschiissges SL-Reagens mdgli chst quantitativ zu entfernen. Schlief3lich wurden erneut
Proteingehalt und-Aktivitdt sowie mit etwa 300ug Protein de Anzahl der freien Thiolgruppen
ermittelt. Die Lésung wurde in Aliquae von 230250 ug F; aufgeteilt und konrte bei -80°C

eingefroren gelagert werden.
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5.3.2 Chemische Modifizierung von by, aus JM 109 mit IAAT-SL

Die spezifische dhemische Modifizierung der Cysteinmutanten der wasserl6slichen b-
Untereinheiten vonF, (b,,) an ihren freien Thiolgruppen wurde nach der Vorschrift von Kersten
(1999 durchgefuhrt. Als Reagens fir diese Prozedur wurde die im Arbeitskreis g/nthetisierte
Spinlabel-Verbindurg 4-(2-lodacgamido)-1-oxy-2,2,6,6tetramethyl piperidin (IAAT-SL)
verwendet [Kersten, 1999.

HMK-Puffer

10mM (2,38¢/l) HEPES

5mM (1,23g/l) MgSO, - 7H,0
300mM (22,4g/l) KCI

pH 7,0 mit NaOH, entgast

IAAT-SL-Reagensl Gsung
200mM (65,6 mg/ml) lodacgamid-TEMPO-Spinlabel in Aceonitril

Nadhfolgende Arbeitschritte wurden durchgehend urter Kiihlung (0-4°C) durchgefuhrt. 2-3 mg
bgyn in maximal 1-2 ml TED-Puffer wurden mit HMK-Puffer Gber eine Gelfiltrationssiule
(Sephadex G-25f, 15x 1,5cm, mit HMK-Puffer equili briert) umgepuffert. Die Elution wurde
mit einem UV -Detektor bei einer Well enlange von 277 m beobadtet. Die este auftretende
Bande im Elutionsdiagramm war das Absorptionssgnal des Proteins. Die entspredhende
Proteinfraktion wurde unter Argon gesammelt und deren Proteingehalt wurde bestimmt. Nach
der Entnahme von etwa 100 g Protein fur die Bestimmung der Anzahl der freien Thiolgruppen
wurde sofort die 20-fache molare Menge an IAAT-SL-Reagens, berechnet aus der anfangs
verwendeten Proteinmenge, zugesetzt. Nadh ca 1 hSchiitteln wurde das nicht umgesetzte IAAT-
SL-Reayens durch einen erneuten Saulengang mit 0.g. Gelfiltrationssaule und HM K -Puffer
abgetrennt und das Protein bis zu 510 mg/ml (100-300pl Losung) aufkonzentriert. Der
Proteingehalt wurde emittelt undfur die Bestimmung der Anzahl der verbli ebenen freien
Thiolgruppen wurden etwa 100 ug Protein entnommen. Der Rest der ProteinlGsung wurde bel -

80°C gefroren gelagert.
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5.4 Vorbereitung d er Protein-MelR3proben fir die ESR-Spektroskopie

5.4.1 Umpufferung der F;-ATPase

Vor der Vermesaung mit ESR-Spektroskopie wurde das in Saulenpufer A geldste Protein auf

zwel verschiedenen Wegen in einen Puffer frei von DTT und Nucleotid Gberflihrt.

TG-Puffer

50mM (6,06g/l) Tris
10%(v/v) Glycerin

pH 8,0 mit HCI

TMG-Puffer

50mM (6,06g/l) Tris

xmM (203x mg/l) MgCl,, - 6 H,0O
10%(v/v) Glycerin

pH 8,0 mit HCI

5.4.1.1 Umpufferung mit kleinen Gelfiltrationssiulen

Etwa 2 mg der in Sdulenpuffer A gelagerten F,-ATPase wurden zunécdhst auf 60-80 pl
aufkonzentriert (Proteingehalt ca 25mg/ml) undein- biszweimal tber Gelfiltrationssaulen
(Sephadex G-50fine, 5cm x 5 mm, equili briert mit TG- oder TMG-Puffer), welche vorher
entwasert wurden (Hettich-Tischzentrifuge, max. Beschleunigung, 3000rpm, 60s), umgepuffert
(Hettich-Tischzentrifuge, max. Beschleunigung, 3000rpm, 60-65 s) [vgl. Penefsky, 1977. Der
Proteingehalt der Losung wurde zuletzt bestimmt.

5.4.1.2 Umpufferung mit Mikrokonzentratoren

Etwa 2 mg der in Sdulenpuffer A gelagerten F,-ATPase wurden bei 0-4°C auf etwa 100l
aufkonzentriert undmit 2 ml TM- oder TM G-Puffer aufgefillt. Nadch zweimali ger Wiederholung
dieser Prozedur wurde die Losung auf 40-50 pl aufkonzentriert und schlief3lich deren
Proteingehalt bestimmt.
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Das Protein war nach einer der beiden oberen Prozeduren fir den Zusatz von SL-Substrat und de
ESR-Vermesaung vorbereitet.

5.4.2 Herstellung der Mel3proben von (spinmarkierter) F;-AT Pase mit spinmarkiertem
by
HMKG-Puffer

s. unter ‘HMK-Puffer’, zusétzlich mit
10%(v/v) Glycerin

KCI-Puffer mit Glycerin
50mM (6,06g/l) Tris
3M (224g/l) KCl
10%(v/v) Glycerin

pH 7,0 mit HCI

Ein 230ug-Aliqua von der F-ATPasein x pl TG-, TMG- oder glycerinhaltigem ESR-Puffer
wurde mit 18,4 g spinmarkiertem by, in'y pl HMK-Puffer, 0,11x pl glycerinhaltigem KCI-
Puffer und(15-1,11:x-y) ul HMKG-Puffer versetzt undgemischt. Die Probe war nach deser
Prozedur fertig fur die ESR-Vermessaung vorbereitet.

5.5 Analytik

5.5.1 Bestimmung des Proteingehalts einer L dsung

Die Konzentrationsbestimmung der verschiedenen Proteine efolgte mit der Methode nach
Bradford (1979.

Bradford-Reagens
400mg/l Coomasse Brilli ant Blue G-250
10%(v/v) Ethanol
34%(w/v) H3PO,

vor Gebrauch mit H,O auf ein Funftel des Volumens verdtinren undfiltrieren




94

BSA-Standardl6sung
50mM (6,06g/l) Tris
1 mg/ml BSA

pH 7,0 mit HCI

Ca 510pug Proteinin x pl einer Losung, deren Konzentration bestimmt werden sollte, wurden
mit Wasser auf 20 ul aufgefillt und urier Mischen mit 1 ml Bradford-Reagens versetzt. Zur
Quantifizierung der Proteinmenge lieferten je 0, 3, 5, 10 und 1fg BSA in gleich vielen pl
Losung, mit Wasser auf 20 pl aufgefiillt undmit 1 ml Bradford-Reagens versetzt, die Eichwerte.
Die Absorption der Proben wurde bei einer Wellenlange von 595 mn bestimmt.

5.5.2 ATPase-Aktivitatstest

5.5.2.1 Aktivitatstest mit ATP als Substrat

Die Aktivitédt des Enzyms wurde durch Bestimmung des frei gesetzten anorganischen Phosphats
(P,) bestimmt und tasierte auf einem von Taussky und Shorr (1953 entwickelten Verfahren.

ATPase-Cocktall |

50mM (6,06g/l) Tris

10mM (6,05¢g/l) ATP-Dinatriumsalz-Trihydrat
4mM (812mg/l) MgCl, - 6 H,O

pH 8,5mit HCI

Phosphet-Standardldsung
5mM (600mg/l) NaH,PO, (wasserfrei)

Stock-L 6sung

30%(w/w) H,SO,

10%W/w) (NH,)gM0,0,, - 4 H,0
in bidestilli ertem H,O

Phosphat-Reagens
10%(v/v) Stock-L6sung
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5%(w/v) FeSO, - 7H,0O
in bidestilli ertem H,O, frisch angesetzt

Eingesetzt wurden 1-2 ug F,, die bei 30°C mit 500l ATPase-Cocktail | inkuhbiert wurden
(kurzes Mischen) und deren Hydrolyseresktion rach einer genauen Zeitspanne zwischen 5 und
10 min mit Zugabe von 500ul 10% (w/v) SDS unter kurzem Schiitteln beendet wurde. Als
Referenzprobe diente jeweil sdie gleiche Menge F,, die bei derselben Temperatur zuerst mit 500
pl SDS-Losung und cann mit 500 ul ATPase-Cocktail | versetzt wurde. Zur Quantifizierung der
Phosphatmenge lieferten je 1 ml 0, 25, 50, 125 und 25@M Phaosphat-Standardlsung die
Eichwerte.

Zu allen og. Lésungen wurden je 500 ul Phosphat-Reagenz hinzugegeben (kurzes Mischen) und
flr eine genaue Zeitspanne zwischen 10 und 12nin belassen. Schliefdlich wurde die Absorption
aller Proben bei einer Well enlange von 700 m phaometrisch bestimmt. Die Aktivitét (Einheit:
Units, [U]) ist definiert als umol prodwziertes P, pro min. Die spezifische Aktivitét wird in Units
pro mg Enzym [U-mg-1] angegeben.

5.5.2.2 Aktivitatstest mit SL*-ATP als Substrat

Die Aktivitdt des Enzyms wurde durch Bestimmung der SL-Nucleosiddi- undtriphosphatmengen
mit Hilfe von HPLC ermittelt, da die Menge des umgesetzten Substrats bzw. des produzierten
Phosphats zu gering fur eine Erfasung mit der Tausky-Shorr-Methode war.

ATPase-Cocktail Il

50mM (6,06g/l) Tris

1 mM (747mg/l) SL*-ATP-Tetranatriumsalz
xmM (203x mg/l) MgCl,, - 6 H,0O

pH 8,5mit HCI

Eingesetzt wurden Proteinl6sungen mit ca 5 pg F;, welche mit ATPase-Cocktail I auf 250l
aufgefillt bei 30°C inkukiert wurden (kurzes Mischen) und deren Hydrolyseresktion rach exakt
2 h duch Hitze-Denaturierung (2 min, 100C) gestoppt wurde. Als Referenz diente das Volumen
der jewelili gen Proteinldsungen an TM-Puffer, welcher mit ATPase-Cocktail 1l auf 250l
aufgefillt undin der gleichen Art undWeise wie oben behandelt wurde. Nadh der Denaturierung
wurde das Pell et zweimal durch 15min Zentrifugation (Eppendarf-Tischzentrifuge, 15000rpm)
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abgetrennt. Die Stoff menge der Nucleotide im Uberstand wurde mit analytischer HPLC (System
[, s. Kap. 5.5.9 Uber definierte Volumina undIntegration der Pegkfladhen ermittelt, wobel zuvor
eine Standardkurve mit verschiedenen definierten Stoff mengen an SL-Nucleotid (5, 10, 25 und
50 mMmol SL*-ATP) aufgestellt wurde. Die Retentionszeiten (tg) fur SL*-ADP und SL*-ATP
betrugen 9,0 und 11,2nin.

5.5.3 Bestimmung intrinsisch gebundener Nucleotide der AT Pasen

Nad der Nukleotidbefreiung der ATPasen und aren Uberfiihrung in ESR-bzw. T(M)G-Puffer
wurden nadh der Bestimmung des Proteingehalts ca 200ug F, hitzedenaturiert (2 min, 100C)
und dbs Pell et zweimal mit 15 min Zentrifugation (Tischzentrifuge, 15000rpm) abgetrennt. Die
Konzentration der Nucleotide im Uberstand wurde mit analytischer HPLC (System 1, s. Kap.
5.5.8 Uber definierte Voluminaund Integration der Peakflachen ermittelt, wobel zuvor eine
Kalibrierung mit verschiedenen definierten Nucleotid-Stoff mengen (5, 10, 25 und 50mol ADP
bzw. ATP) durchgefiihrt wurde. Die Retentionszeiten fir ADP und ATP betrugen 4,4 und 6,9

min.

5.5.4 Bestimmung der Anzahl frei zuganglicher Thiolgruppen in den Proteinen

Die Anzahl der freien Thiolgruppen der verschiedenen Proteine wurde nach dem Verfahren von
Ellman (1959 bestimmit.

Phosphat-Puff er
50mM (8,71g/l) K, HPO,
pH 7,5mit HCI

Ellman’s Reagens
12mM (4,76g/l) DTNB in Phosphat-Puffer

Jeweils 100-150ug F, bzw. 100pug by, in DTT-freiem Puffer wurden mit Phosphat-Puffer auf
400 ul aufgeflllt undmit 100l Ellman’s Reagens versetzt. Als Referenz dient eine Lésung aus
400 ul Phospheat-Puffer mit 200l Ellman’s Reagens, die Einstell ung des Absorptions-Null werts
wurde mit Phasphat-Puff er vorgenommen. Probe und Referenz wurden urter gleichen

Bedingungen vermischt, in Quarzkivetten eingefillt und deren Absorption bei einer Well enlange
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von 412 m gemessen. Das Stoff mengenverhdltnis von Thiolgruppen undProtein errechnet sich

Zu

ng, _ AE
Np Emg [Cp [d

(5.1),

AE  Absorptionsdifferenz von Probe und Referenz
erng  Molarer Extinktionskoeffizient von 2Nitrobenzoesdure-5-thiophendat bel
A =412 m, pH 7,5 und uter Standardbedingungen
(= 13600M-1-cnl)
d Schichtdicke [cm]

Co Konzentration des Proteins [M]

5.5.5 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Uberprifung der Reinheit des Proteins wird mit einer SDS-PAGE nach der Methode von
Laemmli (1970 mit Modifikationen vonSmith (1984 durchgefiihrt.

5.5.6 UV-Spektroskopie

5.5.6.1 Nucleotid-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der Adenasin-Nucleotide und deren Derivate in wasgiger Losung wurde mit
Hilfe der UV-Spektroskopie bei einer Well enlange von 259 m bestimmt. Die Proben wurden
jeweil s mit 200mM Phaosphatpuffer (pH 7,0) verdiinrt und vermessen. Der Absorptions-
Nullwert wurde mit 200mM Phosphatpuffer (pH 7,0) eingestellt. Fur den molaren Extinktions-
koeffizienten vonAdenin bel A = 259 m gilt €, 4, = 15300M-1-.cm-1 unter Standardbedingungen.

5.5.6.2 Bestimmung der Well enlange des Absor ptionsmaximums

Die Well enlange des Absorptionsmaximums (A, ,) der Nucleotide wurde durch einen Well en-
langen-Scan von 200400 nm ermittelt. Die Nucleotidproben wurden wie oben mit 2L00mM
Phosphatpuffer (pH 7,0) verdiinrt und vermessen. Die Einstell ung des Absorptions-Null werts
erfolgte ebenfall s wie oben beschrieben.
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5.5.7 Dunnschicht-Chromatographie (DC)

Die Analytik von Nucleotiden mit Hilfe der Dtinnschicht-Chromatographie wurde mit zwei
Systemen durchgefihrt.

stem |
Stationére Phase: Polygram SIL G/UV 5, (80 x 40 0,25mm)
mobil e Phase: n-Propanad / 25%(v/v) NH,OH / H,0, 20:12:3 (v/v/Vv)
Detektion: A =254 ™m
stem I
Stationére Phase: RP-18F,;,5 (100x 50 % 0,25mm)
mobhil e Phase: 100mM LiCl in 10%(v/v) Isopropanal
Detektion: A =254 m
5.5.8 HPLC

Die Analytik von Nucleotiden mit Hilfe der HPLC wurde mit drei Systemen durchgefiihrt.

stem |
Saule: Partisil 10 SAX (25cm x 4,6 mm)
mobil e Phase: 0,8 M NaH,PO, (pH = 4,0
Detektion: A =259 mm
Flul¥yate: 1,0ml/min

stem lla
Saule: Spherisorb C8, 5pum (25 cm x 6 mm)
mobil e Phase: 10 mM Natriumacedat in 43%(v/v) Methanadl; pH 6,5
Detektion: A =259 mm
Flul¥yate: 1,5ml/min

System lIb
Saule: Spherisorb C8, 5pum (25 cm x 6 mm)
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mobil e Phase: 50 mM KH,PO, in 124(v/v) Aceonitril; pH 5,5
Detektion: A =259 rm
FluRrate: 1,5ml/min

5.6 Synthesen

5.6.1 1-Oxy-4-ox0-2,2,6,6-tetramethylpiperidin

Die Oxidation des Amins wurde weitestgehend rach einer Vorschrift von Briére et al. (1965
durchgefihrt.

Ansatz:

34,59 (223mmoal) 4-Oxo-2,2,6,6tetramethyl piperidin
1,259 Phosphawolframsaure

13,59 (400mmol) H,0,

34,59 (223mmol) 4-Oxo-2,2,6,6tetramethylpiperidin wurden in 170ml bidestilli ertem Wasser
gelost undmit 1,259 Phosphawol framsaure, gel6st in 10ml bidestilli ertem Wasser, versetzt.
Sodann wurden 41ml einer 30%(w/v) H,O,-Losung langsam zugetropft und de Mischung nach
15 min Ruhren unter Wasserbad-K iihlung weitere 3 his 4 Stunden gertihrt. Die Lésung wurde
nach Séttigung mit NaCl dreimal mit je 150ml Ether extrahiert und de eherische Phase wurde
danach zweimal mit je 100ml 0,5M H,SO, extrahiert. Die wasgige Phase wurde wiederum
dreimal mit je 50 ml Ether ausgeschiittelt, anschlief3end verworfen und de eherische Phase
zweimal mit je 125ml geséttigter K,CO,-Losung extrahiert, tber MgSO, getrocknet und
abfiltriert (MgSO,-Ruckstand mit wenigen ml Ether waschen). Nadh Entfernen des
Losungsmittels wurden 22,5g (132mmol) des Prodults in Form roter Kristalle wie nach
Literatur erhalten. Ausbeute: 61% (Lit.: 75%), Smp. 3536°C (Lit.: 36°C)

Alle nachfolgenden Synthesen bis zum 1-Acetoxy-4-methoxy-2,2,6,6tetramethyl-1,2,5,6
tetrahydropyridin wurden nach der Vorschrift von Aless et al. (1991 durchgefthrt.
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5.6.2 1-Acetoxy-4-0x0-2,2,6,6-tetramethylpiperidin

Ansatz:

14,29 (83,5mmol) 1-Oxy-4-oxo-2,2,6,6-+tetramethylpiperidin
26,79 (135mmol) Natriumascorbat

45,4ml (482mmol) Essggsaureanhydrid

14,29 (83,5mmol) 1-Oxy-4-0x0-2,2,6,6+tetramethyl piperidin wurden durch sadhtes Erwérmen
geschmolzen undmit einer Losung von 26,79 (135mmol) Natriumascorbat in 230ml H,O
versetzt. Die Losung wurde 5 min heftig gerihrt (Farbe wedhselt von dunlelrot bis bla’gelb),
anschli el3end mit 570ml geséttigter NaHCO,-L6osung verdiinrt undauf Eis gekihit. Innerhalb
von 2min wurden 45,4ml (482mmol) Essgsaureanhydrid zu der gertihrten Mischung (pH 8)
gegeben. Danach wurde portionswei se festes NaHCO; vorsichtig zugegeben, um den pH-Wert zu
halten, bis dieser sich nicht mehr &ndert (ca 1 h. Die Mischung wurde dreimal mit je 150ml
Chloroform extrahiert und de vereinigten etherischen Extrakte wurden zweimal mit je 200ml
geséttigter NaHCO,-L6sung gewaschen, tber MgSO,, getrocknet, filtriert undim Vakuum
getrocknet, um das Ketoacdat-Produkt al's blal3en Feststoff zu erhalten. Das Produk wurde aus
Hexan umkristalli siert. Es wurden 10,8g (51 mmol) des Produlds al's Feststoff erhalten.
Ausbeute: 61% (Lit.: 94%), Smp. 95T (Lit.; 95-95,5C)

1H-NMR (CDCl,): 8[ppm] = 1,15(s, 12H, CH,), 2,06(s, 3H, CH,CO), 2,75 und 2,15AX-q, 4
H, CH,), Standard: & = 7,23(CHCl,)

[Lit. (90 MHz, CDCl,): 8[ppm] = 1,21(s, 12H, CHy), 2,14(s, 3H, CH,CO), 2,78 und 2,2%AX -
0, 4H, Jgn = 12,7Hz, CH,)]

5.6.3 1-Acetoxy-4,4-dimethoxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin

Ansatz:

10,8g (51 mmol) 1-Acetoxy-4-oxo-2,2,6,6tetramethylpiperidin
0,979 (5,1 mmol) Toluolsulfonsdure-Monotydrat

115ml (1,05moal) Trimethylorthoformiat

10,89 (51 mmol) Ketoacdat-Rohprodukt des letzten Syntheseschritts und 0,979 (5,1 mmol)
Toludsulfonsaure-Monolydrat in 115ml Methand wurden mit 115ml (1,05mol)
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Trimethylorthoformiat versetzt und de Lésung unter Rickflul3 2 herhitzt. Nach AbktuHung der
Lésung wurden 345ml 3%(w/v) NaHCO,-L6sung zugegeben und de Reektionsmischung wurde
mit NaCl geséttigt. Nach dreimali gem Extrahieren der Losung mit je 100ml Ether wurden die
vereinigten etherischen Extrakte mit MgSO, getrocknet und dbs Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Anschli ef3end wurde der 6li ge Ruckstand im Vakuum destilli ert. Vom Ketal-Produkt
wurden 10,5g (41 mmol) als blal3e Flisggkeit erhalten. Ausbeute: 80% (Lit.: 91%), Sdp. 66
61°C bel 0,21 mmHg (Lit.: 84°C bei 0,5mmHQ)

1H-NMR (CDCl,): 8[ppm] = 1,1(s, 6H, CH,), 1,3(s, 6H, CH3), 1,95(AB-q, 4H, CH,), 2,15(s,
3H, CH;CO), 3,2(s, 6H, OCH,), Standard: & = 7,3 (CHCl,)

[Lit. (90 MHz, CDCly): 3[ppm] = 1,08(s, 6H, CHy), 1,28(s, 6H, CH,), 1,89(AB-q, 4H, Jg, =
12,6Hz, CH,), 2,08(s, 3H, CH,CO), 3,16(s, 6 H, OCH,)]

5.6.4 1-Acetoxy-4-methoxy-2,2,6,6-tetramethyl-1,2,5,6-tetrahydropyridin

Ansatz:
684 mg (3,6 mmol) Tolud sulfonsdure-Monolydrat
10,59 (41 mmol) 1-Acetoxy-4,4-dimethoxy-2,2,6,6tetramethyl piperidin

In einen Kolben mit Rihrer und Wasserabscheider mit Ruckflul3kiiHer wurde eéne Lésung von
684 mg (3,6 mmol) Toludsulfonsdure-Monoltydrat in 400ml Tolud unter Rickflu erhitzt, bis
kein Wasser mehr abgetrennt wurde (ca 30min). Das Wasser wurde agelassen und 10,5 (41
mmol) Ketal-Prodult des letzten Syntheseschrittsin 25ml Toluadl wurden zu der oberen Losung
gegeben. Die Mischung wurde 30 min urter RuckfluR erhitzt und de Inhalte der Falle wurden
wahrenddessen zweimal abgelassen, un vorhandenes Methanad zu entfernen. Nach der
AbklHhung wurde die Mischung zweimal mit 200 ml gesattigter NaHCO,-L 6sung gewaschen.
Die aherische Phase wurde mit MgSO, getrocknet undfiltriert. Nach Entfernen des
L6sungsmittelsim Vakuum wurde das erhaltene Ol durch Vakuum-Detill ation gereinigt (Sdp.
73°C bei 0,07mmHg). Eswurden 8,1g (35,6 mmol) des Endether-Produks al's blales Ol
erhalten, welches sch bei 4°C zu einem wadhsartigen Stoff verfestigte. Ausbeute: 87% (Lit.:
91%), Smp. 37%38°C (Lit.; 37-40°C)
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1H-NMR (CDCl,): §[ppm] = 1,13(s, 9H, CH,), 1,22(s, 3H, CH,), 1,73 und 2,07d, 1H, 1x 5
H), 2,05(s, 3H, CH,CO), 2,35 und 2,62dd, 1H, 1x 5-H), 3,45(s, 3H, OCH,), 4,33(d, 1H, 3
H), Standard: & = 7,23(CHCl,)

[Lit. (90 MHz, CDCl,): 3[ppm] = 1,16(s, 3H, CH,), 1,19(s, 3H, CH,), 1,21(s, 3H, CH,), 1,28
(s, 3H, CHy), 1,93(d, 1H, J= 16,5Hz, 1x 5-H), 2,11(s, 3H, CH,CO), 2,53(dd, 1H, J= 16,5
und 1Hz, 1x 5-H), 3,49(s, 3H, OCH,), 4,40(d, 1H, J= 1 Hz, 3-H)]

Elementaranalyse: Bruttoformel C,,H,;NO;, M, =227,3
Gewichtsanteil e, ber. (gef.) C 63,4 (62,9%), H 9,3% (9,0%), N 6,2% (6,5%)

5.6.5 2',3-0-(1-Acetoxy-2,2,6,6tetramethyl-4-piperidyliden)-AM P

Die Synthese des Acetoxy-Spiroketal-AMP wurde weitestgehend rach der Vorschrift von Aless
et al. (1992 mit einigen kleineren Modifikationen duchgefiihrt.

Ansatz:

1,19 (3 mmol) Adenasin-5"-monoph@phasdure-Monotydrat

2,869 (15 mmol) Toluad sulfonsiure-Monotydrat

10 g (44 mmol) 1-Acetoxy-4-methoxy-2,2,6,6tetramethyl-1,2,5,6tetrahydropyridin

1,19 (3 mmol) Adenasin-5"-monoph@phasdure-Monotydrat wurden in 25ml wasserfreiem
DMF suspendiert und kel 35°C im Hochvakuum getrocknet. Diese Prozedur wurde dreimal
wiederholt, um das Nukleotid vom Wasser zu befreien. Gleichzeitig wurden 2,869 (15 mmol)
Toluolsulfonsaure-Monohydrat analog zur oberen Prozedur viermal mit je 25 ml wasserfreiem
Acetonitril versetzt undgetrocknet, undzusammen mit 10 g (44 mmol) des Endether-Produkts
des letzten Syntheseschritts in 220ml wasserfreiem Aceonitril geldst. Diese Losung wurde
schnell der getrockneten AM P-Séure zugegeben. Die Mischurg blieb in einem verschlossenen
Glaskolben urter Riihren undSchutzgas bel Raumtemperatur fir 7 Tage stehen. Das ungel 0ste
AMP wurde &filti ert, der Rickstand mit wenigen ml Acetonitril gewaschen und as Filtrat mit
1,51 10mM TEAB (pH 7,4) versetzt. Danach wurde die Re&tionsmischung dreimal mit je 250
ml Petrolether extrahiert. Die wal3rige Phase wurde mit Triethylamin auf pH 7,4 eingestellt und
Uber eine Anionenaustauscher-Saule (DEAE-Sephadex A-25, 50x 2,5cm, Bicaborat-Form, mit
10 mM TEAB bel pH 7,4 equili biert) gegeben (Flurate: ca 80ml/h). Danach wurde die Saule
mit 10 mM TEAB (pH 7,4) gewaschen, bis die Absorption bei A = 254 rm auf Null
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zurlickgegangen war. Die Mischung wurde mit einem linearen Gradienten aus 1,51 10-250mM
TEAB (pH 7,4) euiert (Flul¥ate: jeweils ca 80ml/h). Die Elution wurde bei einer Wellenlange
von 254 m verfolgt, Produk und AMP eluierten bei etwa 130 kzw. 166170mM TEAB. Die
gesammelten Fraktionen wurden mit Duinnschichtchromatographie (System I) auf ihre relativen
Fli el3geschwindigkeiten (R,-Werte) untersucht. Fraktionen, de das Acetoxy-Spiroketal-AMP
enthielten, wurden vereinigt und gefriergetrocknet. Der restliche TEAB-Puffer in der
Trockensubstanz wurde durch wiederhdte Aufnahme in einigen ml Methanal mit

anschli elfendem Trocknen im Vakuum entfernt. Es wurden ca 370mg (ca 500umol) des
Acetoxy-Spiroketa-AMP als Triethylammoniumsalz erhalten und tei -80°C gelagert. Ausbeute:
17% (Lit.: 20%)

UV: Apm =259,5 m

DC: System| R; = 0,62(Produkt), 0,25(AMP)
System I R; = 0,53(Produl¢), 0,75(AMP)
HPLC: System | t, = 6,6 min (Produkt), 3,7min (AMP)

Systemlla  tg =3,4min (Produk), 1,5min (AMP) [Lit.: 3,3 kzw. 1,5min]
Systemllb  t; =17,0min (Produk), 1,7min (AMP)

5.6.6 2',3-0-(1-Oxy-2,2,6,6tetramethyl-4-piperidyliden)-AMP (SL*-AMP)

Die Entfernung der Acetylgruppe des Piperidyli den-Rests im AMP-Derivat wurde nach der
Vorschrift von Aless et al. (1992 mit geringfiigigen Anderungen durchgefuihrt.

Ansatz:
150mg (200pumoal) 2',3- O-(1-Aceoxy-2,2,6,6tetramethyl-4-piperidyli den)-AMP
660mg (11,8mmol) KOH

Ca 150mg (200pumol) des Acetoxy-Spiroketal-AMP als Triethylammoniumsalz wurden in 30
ml 50%(v/v) Methanal gel6st undzu einer Lésung von 10ml 6%(w/v) KOH in Methanal
gegeben. Ein auftretender Niederschlag wurde durch pationswei se Zugabe von einigen ml 50%
Methand in Lésung gebracht. Nach 60 hRedaktion bei Raumtemperatur im off enen Gefald und
unter gelegentlichem Umriihren wurde die Re&tionsmischung mit ca 10ml 1 M HCI
neutralisiert undmit 300ml 20mM TEAB (pH 7,4) verdiinrt. Anschlief3end wurde die Lésung
auf eine Anionenaustauscher-Saule (DEAE-Sephadex A-25, 30x 2 cm, Bicarborat-Form, mit 10
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mM TEAB bei pH 7,4 equili briert) gegeben (Flul¥ate: 75 ml/h). Die Saule wurde nach Waschen
mit 300ml 20mM TEAB (pH 7,4) mit einem linearen Gradienten von 11 10-300mM TEAB
(pH 7,4) eluiert. Die Elution wurde bei einer Well enlange von 254 m verfolgt. Das Produkt
eluierte bei 140-160mM TEAB. Die Fraktionen wurden mit DC (System |) und ESR-
Spektroskopie untersucht und dejenigen mit dem verseiften Spiroketal-AM P wurden gesammelt
undgefriergetrocknet. Pufferreste im Rickstand wurden duch wiederholte Aufnahme in einigen
ml Methanal mit anschli efendem Trocknen im Vakuum entfernt. Eswurden ca 120mg (ca 170
pmol) SL*-AMP als Triethylammonium-Salz erhalten. Ausbeute: 85% (Lit.: 90%)

UV: Apm =259,5 m

DC: System| R; = 0,60(Produkt), 0,26(AMP)
System I R; = 0,56 (Prodult), 0,75(AMP)
HPLC: System | t, = 8,1 min (Produkt), 3,7min (AMP)

Systemllb  t; =10,3min (Produk), 1,7min (AMP)
ESR: A=16,6G
Signalamplituden-Verhaltnis Hochfeldsignal/Mittelfeldsignal = 0,64

5.6.7 2',3-0-(1-Oxy-2,2,6,6tetramethyl-4-piperidyliden)-ATP (SL*-ATP)

Die Darstell ung des Bis-(trioctylammonium)-bis-pyridinium-pyrophacsphats fir die
Phosphaylierung von 2,3- O-(1-Oxy-2,2,6,6tetramethyl-4-pi peridyli den)-AMP wurde
basierend auf einer Arbeitskreis-Vorschrift [Zirkel, 1986 durchgefiihrt. Es wurden hierbei einige
zusétzliche Veranderungen vorgenommen.

Ansatz:

850mg (4,75mmol) Pyrophaspharsdure

4,2ml (9,5mmol) Trioctylamin

15ml (190mmol) Pyridin

Unter Schutzgas wurden 850mg (4,75mmol) Pyrophaspharsdure, 4,2ml (9,5mmol)
Trioctylamin und 15ml was=erfreies Pyridin in 15ml wasserfreiem Methana aufgenommen.
Das Losungsmittel wurde im Hochvakuum abgezogen. Sodann wurde der Rickstand zweimal in
je 15 ml wasserfreiem Pyridin undanschlief3end zweimal in je 15 ml wasserfreiem DMF
aufgenommen undjewell s wie oben getrocknet. Zuletzt wurde der Rickstandin 10ml

waszrfreiem DMF gel 6st.
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Die Darstellung von 2,3- O-(1-Oxy-2,2,6,6tetramethyl-4-piperidyli den)-ATP wurde nadch der
Vorschrift von Aless et al. (1992 mit geringen Anderungen durchgefiihrt.

Ansatz:

120mg (170pumol) 2',3- O-(1-Oxy-2,2,6,6tetramethyl-4-piperidyli den)-AMP (TEA-Salz)
7 ml (90 mmol) Pyridin

75 pl (170umol) Trioctylamin

56 mg (340umol) 1,1- Carboryldiimidazol

35 ul (2 mmol) Methanal

4,95¢ (4,75mmol) Bis-(trioctylammonium)-bis-pyridinium-pyrophacsphat

Ca 120mg (170pumol) des SL*-AMP-Triethylammoniumsalzesin 7 ml wasserfreiem Pyridin
wurden urter Schutzgas mit 75 pl (170umol) Trioctylamin versetzt und kel 35°C im
Hochvakuum zur Trockene @ngeengt. Der Riickstand wurde dreimal in je 7 ml wasserfreiem
DMF gel6st, wie oben getrocknet und danacdh schliefdlich in 3 ml wasserfreiem DMF gel Ost.
Diese L6sung wurde mit 56 mg (340umol) 1,1'- Carboryldiimidazol (CDI) versetzt undfur
mindestens 5 h unter Schutzgas geriihrt. Sodannwurden 35ul (1 mmol) wasserfreies Methanol
zugegeben und s gesamte Losungsmittel 45 min spater im Hochvakuum entfernt.

Zu der trockenen Mas® mit dem aktivierten AMP-Derivat wurden de 4,959 (4,75mmol) Bis-
(trioctylammonium)-bis-pyridinium-pyrophasphat in 10ml wasserfreiem DMF schnell zugesetzt.
Nad 48 h leftigem Rihren urter Schutzgas wurde die Regktionsmischung zu 300ml 10 mM
TEAB-L6sung (pH 7,4) gegeben, zweima mit 50 ml Ether extrahiert und der pH-Wert der
wéasgigen Phase mit Triethylamin auf 7,4 eingestellt. Danadh wurde die LOsung Uber eine
Anionenaustauscher-Saule (DEAE-Sephadex A-25, 25x 2 cm, Bicarborat-Form, wie oben
equili briert) gegeben (Fluf¥ate: s.0.) und rach Waschung mit 250ml 10 mM TEAB mit 800 ml
eineslineaen Gradienten von 16400mM TEAB (pH 7,4) duiert (Flul¥ate: s.0.). Die Elution
wurde wie gewohrt verfolgt. Das Produkt eluierte nach dem Edukt bei 330-350mM TEAB.
Nucleotidhalti ge Fraktionen wurden mit DC (System I) in der Gblichen Weise untersucht.
Fraktionen mit dem Produkt (SL*-ATP) wurden aufkonzentriert undwie oben mehrfadch mit
Methand im Hochvakuum vom Uberschissgen TEAB-Puffer befreit. Es wurden ca 85mg (80
pmol) des Produlds a's Triethylammoniumsalz erhalten. Ausbeute: 47% (Lit.: 68%).
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Vom Produkt wurden etwa 10 umol in 100l Wasser gel6st und Uker eine K ationenaustauscher-
Saule (Dowex 50W-X 8, 5cm x 5 mm, Nat-Form, Flul¥ate: ca 100ul/min) ins entsprechende
Natriumsal z tberfihrt.

UV: A, =259,5m

DC: Systeml R; = 0,12(Prodult), 0,05(ATP)
System I R; = 0,79(Prodult), 0,91(ATP)
HPLC: System | tz = 11,0min (Produkt), 6,9min (ATP)

Systemllb  t; =3,1min (Produk), 1,4min (ATP) [Lit.: 3,0min (Produkt)]
ESR: A=16,7G
Signalamplituden-V erhdltnis Hochfeldsignal/Mittelfeldsignal = 0,57

5.7 ESR-Spektroskopie

5.7.1 Raumtemperatur-Spektren

5.7.1.1 Cavity-Typ 4102 ST/8410

Geréte-Standardei nstell ungen:

Temperatur 295K
Recever Gain 5010
Modu ationsfrequenz 100 KHz
Moduationsamplit ude 1.0G
Konwersionszeit 164ms
Zeitkonstante 41ms
Zentralfeld 3420G
Spektrenbreite 120G
Aufldsung 2048 s
Mikrowell enfrequenz 9,59GHz
Mikrowell enleistung 6,32mwW

5.7.1.2 Cavity-Typ ER 4118 SPT-NI

Geréte-Standardeinstell ungen: s. urter ‘Cavity-Typ 4102ST/8410, mit den Anderungen



Zentralfeld 3460G
Mikrowell enfrequenz 9,70GHz

5.7.2 Tieftemperatur-Spektren mit dem Cavity-Typ ER 4118 SPT-NI

Gerste-Standardeinstell ungen: s. urter ‘Cavity-Typ 4102ST/8410, mit den Anderungen
Temperatur 193K

Moddationsamplitude 2.0G
Zeitkonstante 164ms
Zentralfeld 3470G
Auflésung 4096 s
Mikrowell enfrequenz 9,74GHz
Mikrowell enleistung 100pwW

5.8 Molecular Modelling

Die Molekulmodell e fur die Systeme EF,/SL-ATP und b ,'IAAT-Fragmente wurden mit dem

Programm Quanta 97 vonFa. Moleaular Simulations erstellt.
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