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1 Einleitung

1.1 Kinetische Kristallographie

Eine der wichtigsten Methoden zur Strukturaufklirung von biologischen Makromolekiilen
ist die Rontgenkristallographie. Dabei wird ein Kristall des zu untersuchenden
Makromolekiils hergestellt und die dreidimensionale Struktur des Molekiils anhand der
Diffraktion (Beugung) von Réntgenstrahlung (~ 1 A Wellenléinge) am Kristall bestimmt. Im
Gegensatz zu anorganischen Kristallen konnen Kristalle biologischer Makromolekiile nicht
als vollig starre, unbewegliche Gebilde angesehen werden. So bestehen die meisten
Proteinkristalle zu mehr als 50 % aus Wasser und beinhalten grofle Kanéle, durch die ein
Austausch von kleinen Molekiilen stattfinden kann. Einige Enzyme sind selbst in
kristallinem Zustand aktiv, konnen also ihre biologische Funktion, wie beispielsweise die
Katalyse einer Reaktion, auch im kristallinen Zustand ausfiihren. Dies erdffnet die
Moglichkeit, die Rontgendiffraktion auch fiir kinetische Untersuchungen an
Proteinkristallen einzusetzen. Im Idealfall kann so der vollstindige Reaktionsweg eines
Proteins mit atomarer Auflosung bestimmt werden (Hajdu et al., 2000; Mozzarelli und
Rossi, 1996; Ren et al., 2001; Scheidig et al., 1999; Schlichting, 2000; Stoddard, 1998). In
den letzten Jahren hat sich eine Vielzahl neuer Methoden entwickelt, um makromolekulare
Kristalle bei Raumtemperatur zu handhaben (Kiefersauer et al., 2000; Sjogren et al., 2002;
Stoddard und Farber, 1995), Reaktionen in einem Kristall zu initiieren und intermediére
Zustinde anzureichern (O'Hara et al., 1995; Scheidig et al., 1998; Specht et al., 2001;
Stoddard, 2001; Ursby et al., 2002), eine schnelle Datensammlung zu bewerkstelligen um
kurzlebige intermediédre Zustinde beobachten zu kénnen (Berglund et al., 2002; Duke et al.,
1994; Goody et al., 1992; Schlichting et al., 1990) und um herauszufinden, an welchem
Punkt eines Reaktionsweges sich ein Kristall gerade befindet (Bourgeois et al., 2002; Chen
et al., 1994; Hadfield und Hajdu, 1993; O'Hara et al., 1995; Sakai et al., 2002; Weik et al.,
2004).

In der kinetischen Rontgenkristallographie muss zundchst eine Reaktion in dem zu
untersuchenden Kristall initiiert werden. AnschlieBend werden zu verschiedenen Zeiten
nach Reaktionsinitiierung rontgenographische Datensidtze vom Kristall aufgezeichnet.
Durch Rontgen-Diffraktionsexperimente sind jedoch nur Momentaufnahmen der

Kristallstruktur moglich, und die Diffraktionsfahigkeit eines Kristalls nimmt meist bereits
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nach der Messung von einem oder wenigen vollstindigen Datensdtzen stark ab. Es ist
deshalb unerldsslich, den gemessenen Momentaufnahmen einen Punkt entlang eines
Reaktionsweges zuordnen zu konnen, um durch Kombination von vielen
Momentaufnahmen die vollstindige Dynamik des untersuchten biologischen
Makromolekiils rekonstruieren zu kénnen. Hiufig erfolgt diese Zuordnung iiber destruktive
Analyse-Methoden wie beispielsweise HPLC, bei denen der Kristall nach einem Rontgen-
Diffraktionsexperiment zerstort werden muss, um Informationen iliber den Kristall-Zustand
zu erhalten. Diese Methode hat den Nachteil, dass der Kristall nach der Analyse nicht mehr
fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung steht, was das Diffraktionsexperiment letztlich
auf einen Messpunkt pro Kristall reduziert. AuBerdem ist nicht sichergestellt, dass der
Kristall auch vor dem Rontgen-Experiment schon diesen Zustand eingenommen hatte, es
kann also nicht kontrolliert werden, ob die Rontgenbestrahlung selbst eine Verdnderung im
Kristall hervorgerufen hat. Dies ist insbesondere bei der Untersuchung von Redox-
Reaktionen relevant, da Rontgenstrahlung einen stark reduzierenden Einfluss auf
makromolekulare Kristalle hat, was in einigen Untersuchungen sogar direkt zur
Herbeifiihrung eines reduzierten Kristall-Zustands ausgenutzt wurde (Schlichting et al.,

2000).

Andere Methoden, wie Video-Absorptions-Spektroskopie (O'Hara et al., 1995),
Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie arbeiten zerstorungsfrei und kénnen dadurch
auch fiir eine Untersuchung des Kristalls vor dem Rontgen-Diffraktionsexperiment bzw. fiir
einen Vergleich des Kristallzustands vor und nach dem Experiment eingesetzt werden
(Bourgeois et al., 2002; Hadfield und Hajdu, 1993; Sakai et al., 2002; Weik et al., 2004).
Aber auch wenn eine Methode zerstdrungsfrei eingesetzt werden kann, kann der
Kristallzustand im Allgemeinen nur vor und/oder nach einem Diffraktionsexperiment
bestimmt werden. Nur in wenigen Fillen ist eine kontinuierliche Verfolgung des Zustands

eines Kristalls wihrend eines Rontgen-Diffraktionsexperiments moglich.
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1.2 Kombination von Fluoreszenzspektroskopie und Kinetischer

Kristallographie

Ein groBes Problem bei der Kombination von zusitzlichen Analysemethoden mit einem
Rontgen-Diffraktionsexperiment ist der stark limitierte Platz um den zu untersuchenden

Kristall (s. Abbildung 1).

Abbildung 1: Platzausnutzung um den Kristall in einem Rdntgen-
Diffraktionsexperiment an einer Xcalibur PX Ultra Labor-Rontgenquelle. 1: Rontgen-
Kollimator; 2: Goniometerkopf mit in einer Nylon-Schleife montiertem Kristall; 3: CCD-
Rontgen-Detektor; 4: Kamera zur optischen Begutachtung des Kristalls; 5: Spiegelobjektiv fiir
FLUMIX-Fluoreszenzexperimente (s. Kapitel 5.2.5); 6: Zufithrung eines kalten Stickstoff-
Stroms; 7: Zufiihrung eines feuchten Gas-Stroms

In einem kinetischen RoOntgen-Diffraktionsexperiment miissen viele unterschiedliche
Geritschaften in der Ndhe des Kristalls positioniert werden. Dies sind der Kollimator, aus
welchem der Rontgenstrahl austritt, der Goniometerkopf, worauf der Kristall montiert wird,
der Detektor, mit dem die Datensammlung erfolgt, eine Kamera zur optischen Kontrolle der
Kristall-Orientierung sowie die Zufiihrung eines Gasstroms, um den Kristall stabil zu halten.
Fiir letzteres kommt entweder ein kalter Stickstoft- oder Helium-Strom in Frage, der den
Kristall im eingefrorenen Zustand stabil hélt oder ein feuchter Gas-Strom, der den Kristall

bei Temperaturen oberhalb des Gefrierpunktes vor dem Austrocknen schiitzt. Zusétzlich
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kommt oft noch ein Detektor fiir Rontgenfluoreszenz-Messungen (s. Kapitel 2.3.3) hinzu.
Um neben all diesen Geritschaften noch einen zweiten Aufbau fiir ein weiteres, von dem
Diffraktionsexperiment unabhingiges Experiment in der Néhe des Kristalls unterzubringen,

muss der zweite Aufbau sehr kompakt sein.

Als Beispiel fiir eine kombinierte UV-VIS-Absorptionsmessung mit einem
Rontgenexperiment sei die Arbeit von Karlsson et al. (2000) genannt, bei welcher die
Rontgen-induzierte Reduktion von Eisen-Schwefel-Clustern untersucht wurde. Diese Arbeit
wurde in Kombination mit einer Rigaku RU100 (Labor)- Rontgenquelle durchgefiihrt.
UV/VIS Absorptionsmessungen an makromolekularen Kristallen sind mit vielen Problemen
verbunden. Zum einen muss sichergestellt werden, dass kein Anregungslicht durch
Reflektionen, Streuung oder einfach aufgrund einer ungenauen Fokussierung der
Strahlengédnge direkt in den Detektor gelangen kann, ohne vorher den Kristall durchstrahlt
zu haben. Da makromolekulare Kristalle fiir gewohnlich einen Durchmesser von etwa
50-300 pm aufweisen, ist diese Bedingung technisch nicht leicht umzusetzen. Zum anderen
sollte das Anregungslicht optimalerweise eine konstante Schichtdicke des Kristalls
durchstrahlen, um auswertbare Spektren zu erhalten. Die durchstrahlte Schichtdicke darf
aufgrund der hohen optischen Dichte von biologischen Kristallen nicht zu hoch sein, da
sonst das Anregungslicht vollstindig vom Kristall absorbiert wird. Schon bei einer
Schichtdicke von 50 um liegt die optische Dichte eines Proteinkristalls meist in der

GroBenordnung von OD ~ 1-5 am Absorptionsmaximum.

Fiir die genannten Anforderungen wiren also Kristalle in Form von ausgedehnten, diinnen
Plattchen ideal. Leider ist eine solche Kristallform fiir Rontgen-Diffraktionsexperimente
denkbar ungeeignet. Fiir die Rontgenkristallographie sind volumindse, kompakte Kristalle
zu bevorzugen, da diese eine bessere mechanische Stabilitit aufweisen und fiir
Diffraktionsexperimente ein mdglichst grofles Streuvolumen bendtigt wird. Man erkennt,
dass fir eine Kombination von UV-VIS-Absorptionsmessungen mit Rontgen-
Diffraktionsexperimenten in jedem Fall ein Kompromiss zwischen den beiden Extremen der
Kristallform eingegangen werden muss. Da die Form eines Kristalls nur selten gezielt
beeinflusst werden kann, sind solche kombinierten Untersuchungen nur an wenigen
Systemen leicht anwendbar. Oft flihrt eine ungeeignete Kristallform bei
Absorptionsmessungen zu Artefakten aufgrund einer inhomogenen Schichtdicke und/oder
aufgrund von Anregungslicht, das direkt in den Detektor gelangt, ohne den Kristall zu

durchstrahlen.
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Fir  Untersuchungen an  Kristallen biologischer = Makromolekiile hat die
Fluoreszenzspektroskopie gegeniiber der Absorptionsspektroskopie einige entscheidende
Vorteile. Zum einen ist das emittierte Fluoreszenzlicht gegeniiber dem Anregungslicht zu
hoheren Wellenldngen hin verschoben (Stokes-Verschiebung, s. Kapitel 2.1.1). Durch
geeignete optische Filter kann deshalb das Anregungslicht leicht vom Fluoreszenzspektrum
getrennt werden, wodurch Artefakte effektiv verhindert werden kénnen. Da Fluoreszenz ein
ungerichtetes Phdnomen ist, ist der Winkel zwischen Anregungslicht und Detektor frei
variabel, was die Integration des Spektrometers in den komplexen Aufbau eines Rontgen-
Diffraktometers stark vereinfacht. Es ist sogar moglich, Fluoreszenzanregung und Detektion
des Fluoreszenzspektrums durch dasselbe Objektiv zu bewerkstelligen (s. Kapitel 5.2.6).
Die Form des Kiristalls ist fiir die Fluoreszenz-Spektroskopie nur von untergeordneter
Bedeutung, da durch ,,Front-Face*“-Fluoreszenzmessungen (s. Kapitel 2.1.2) auch
Untersuchungen an Kristallen mit hoher optischer Dichte und an praktisch jeder denkbaren
Kristallform moglich sind. Hinzu kommt, dass die Fluoreszenz-Eigenschaften eines
biologischen Makromolekiils im Allgemeinen auf eine oder wenige funktionelle Gruppen
zuriickzufiihren sind, wodurch Fluoreszenz-Spektren tendenziell leichter zu interpretieren
sind als UV/VIS-Absorptionsspektren. Des weiteren zeigen viele Fluorophore schon bei
geringen Verdnderungen ihrer chemischen Umgebung sehr starke Verdnderungen in ihren
Fluoreszenzeigenschaften, was fiir kinetische Untersuchungen sehr von Vorteil ist.
Bourgeois et al. (2002) und Weik et al. (2004) entwickelten zeitgleich mit der Entstehung
dieser Arbeit ein Mikrospektrophotometer fiir kinetische UV/VIS-Absorptionsexperimente
und Fluoreszenzmessungen an Kristallen biologischer Makromolekiile, welches allerdings

nicht fiir die Kombination mit einem Rontgen-Diffraktometer konzipiert wurde.

1.3 H-Ras p21

H-Ras p21 ist ein kleines, Guanosin-Nukleotid bindendes Protein mit einer im Vergleich zu
anderen GTPasen relativ geringen GTPase-Aktivitét (¢, = 18,7 min bei 37 °C; (John et al.,
1989)). Es kann von einer aktiven, GTP-gebundenen Form zu einer inaktiven, GDP-
gebundenen Form hin- und herwechseln, und kann insofern als molekularer Schalter
verstanden werden. H-Ras p21 ist an einer Vielzahl von intrazelluldren Signal-
Transduktionswegen beteiligt, wobei es in seiner aktiven Form verschiedene Effektor-

Molekiile wie Raf, RalGDS und PI3K binden kann (Herrmann, 2003). Beim Ubergang
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zwischen der aktiven und inaktiven Form verdndert sich die Konformation des Proteins
hauptséchlich in zwei Regionen, den Schalter-Regionen I und II. Wie von Schlichting et
al. (1989) gezeigt wurde, kann die GTP-Hydrolyse in H-Ras p21 selbst im kristallinen
Protein stattfinden. Um die Hydrolyse-Reaktion in kristallinem p21 zu untersuchen, kann
das Protein mit dem hydrolysestabilen, lichtempfindlichen GTP-Analogon Guanosin-5'-
triphosphat-P’-[ 1-(2-nitrophenyl)-ethyl-ester] (caged GTP) kokristallisiert werden. Durch
Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenldnge A~350nm kann anschlieBend durch
photolytische Spaltung von caged GTP im Kristall GTP freigesetzt und damit die GTP-
Hydrolysereaktion gestartet werden (Scheidig ef al., 1998).

1.4 Zielsetzung

Die Rontgenkristallographie entwickelt sich in jiingster Zeit zunehmend von einer rein
statischen Methode zu einer Moglichkeit, kinetische Untersuchungen an biologischen
Makromolekiilen bei atomarer Auflésung durchzufiihren. Um einem rontgenographischen
Datensatz einen Punkt entlang eines Reaktionsweges zuordnen zu konnen, ist eine
unabhingige  Analysemethode  wichtig, mit der wéhrend eines Rontgen-
Diffraktionsexperiments kontinuierlich der Kristallzustand verfolgt werden kann. Bis zum
heutigen Zeitpunkt stehen nur sehr wenige Methoden zur Verfiigung, die eine solche
korrelierte Messung ermoglichen. Insbesondere eine Kombination mit dem meist recht
komplexen Aufbau eines Synchrotron-Rontgendiffraktometers ist aufgrund des benotigten
Platzbedarfs nur in Ausnahmefillen moglich. Ziel dieser Arbeit war es, ein
Fluoreszenzspektrometer zu  entwickeln, das fiir  fluoreszenzspektroskopische
Untersuchungen in Kombination mit Diffraktionsexperimenten an einer Synchrotron-
Rontgenquelle geeignet ist. Dazu war ein hoher Miniaturisierungsgrad und ein flexibler
Aufbau des Spektrometers notwendig, um die Kombination mit verschiedenen

Diffraktometer-Konfigurationen zu ermoglichen.

Als biologisches Modellsystem wurde eine modifizierte Form von H-Ras p21 verwendet.
Anhand des Modellsystems sollte gezeigt  werden, dass kinetische
Fluoreszenzuntersuchungen an Proteinkristallen sich nicht auf einige Spezialfille
beschrianken, sondern sich unter gewissen Voraussetzungen auch an Systemen anwenden
lassen, die wie H-Ras p21 im unmodifizierten Zustand weder iiber eine intrinsische

Fluoreszenz noch iiber eine Moglichkeit zur Reaktionsinitiierung im kristallinen Zustand
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verfliigen. H-Ras p21 sollte in einer geeigneten Art und Weise modifiziert werden, um am
kristallinen Protein kinetische Fluoreszenzuntersuchungen in Kombination mit Rontgen-
Diffraktionsexperimenten an einer Synchrotron-Strahlquelle durchfiihren zu kénnen. Um
die erhaltenen Daten richtig interpretieren zu konnen, sollte des weiteren die Kristallstruktur
des modifizierten Proteins im Komplex mit verschiedenen Nukleotiden bestimmt und auf

etwaige Unterschiede zum Wildtyp-Protein hin untersucht werden.
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2 Theorie

2.1 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektroskopie ist eine der meistverwendeten spektroskopischen Methoden im
Bereich der Biochemie und molekularen Biophysik. Die hohe erreichbare Empfindlichkeit
und ein meist relativ unkomplizierter Versuchsaufbau ermdglichen eine Vielzahl von
Anwendungen, die von einfachen Messungen der Gleichgewichts-Emissionsintensitét bis
hin zu komplexen zeitaufgeldsten Untersuchungen reichen. Viele Fluorophore zeigen eine
hohe Sensitivitdt in Bezug auf Umgebungsidnderungen, was man sich bei der Untersuchung
von strukturellen und dynamischen Eigenschaften von fluoreszenten Biomolekiilen oder

biomolekularen Komplexen zunutze machen kann.

2.1.1 Allgemeine Grundlagen

Fluoreszenzspektroskopie beruht auf dem Riickfall eines Molekiils von einem elektronisch
angeregten Singulett-Zustand S, _; zum elektronischen Grundzustand S, bei dem Energie in
Form von Licht freigesetzt wird. Die relevanten Energieiibergdnge werden oft vereinfacht in

einem Jablonski-Diagramm dargestellt (s. Abbildung 2).

s A
S, A )
o1l
2IC
S, A
é VR
777—:
s, —a — ISC,wR
2
T,
hV |C F
P IC
A 4 \éR V.
v v :sz
S, A Vo

Abbildung 2: Vereinfachtes Energieniveau-Schema (,.Jablonski-Diagramm®) zur
Darstellung der wichtigsten energetischen Ubergiinge, die zu Fluoreszenz (F) oder
Phosphoreszenz (P) fithren. IC: internal conversion (strahlungslose Deaktivierung); ISC:
intersystem crossing (Interkombination); VR: vibrational relaxation (Schwingungsrelaxation);
So.n: Singulett-Zustinde; T, ,: Triplett-Zustinde. Die diinnen waagerechten Linien sind
verschiedene Schwingungsniveaus vy , der entsprechenden elektronischen Zustinde (dicke
waagerechte Linien). Rotationsniveaus sind zur Vereinfachung nicht dargestellt.
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Fluoreszenz-Anregung eines Molekiils erfolgt nach dem Franck-Condon-Prinzip (Atkins,
1990) von besetzten (niedrigen) Schwingungszustinden des elektronischen Grundzustands
So in hohere Schwingungszustidnde eines elektronisch angeregten Zustands S; ,. Diese
Ubergiinge finden in einem Zeitbereich von etwa 107" s statt und sind auch verantwortlich
fiir die Struktur des Absorptionsspektrums im UV- und sichtbaren Bereich. In Losung
relaxieren angeregte Molekiile nach der Kasha-Regel (Kasha, 1950) sehr schnell (~ 1072 s)
in eine Boltzmann-Verteilung der Schwingungszustinde des ersten angeregten Singulett-
Zustands S; zurlick. Diese Relaxation verlduft strahlungsfrei unter Abgabe von
Schwingungsenergie an benachbarte Losungsmittelmolekiile. Der als Stokes-Verschiebung
oder Stokes-Shift bekannte Unterschied zwischen den Maxima der Absorptions- und
Emissions-Wellenldngen eines Fluorophors beruht unter anderem auf dem bei der
Schwingungsrelaxation auftretenden Energieverlust. Ein weiterer Faktor, der mit fiir die
Stokes-Verschiebung verantwortlich ist, ist eine energetische Absenkung des angeregten
Zustands durch Umorientierung von Losungsmittelmolekiilen innerhalb von etwa 10™'s

(Solvatochromie).

Wihrend fiir den Riickfall von S, , nach S; die strahlungslose Deaktivierung der weitaus
wahrscheinlichste Mechanismus ist, kann ein Riickfall von S; nach Sy sowohl strahlungslos
als auch unter Emission eines Fluoreszenz-Photons erfolgen. Das Verhéltnis zwischen
beiden Vorgidngen bestimmt dabei die Quantenausbeute des Fluorophors. Substanzen, die
nahezu ausschlieBlich durch strahlungslose Deaktivierung in den Grundzustand
zuriickkehren, bezeichnet man als nicht fluoreszent, wéahrend Fluorophore mit einer

Quantenausbeute von eins zu 100 % unter Emission eines Photons nach Sy zuriickkehren.

Die Fluoreszenzlebensdauer 7 repréasentiert die mittlere Verweilzeit (<r>) eines Fluorophors
im angeregten Zustand und liegt meist bei etwa 7= 10" s. Der groBtmogliche Wert, den t
unter Abwesenheit aller strahlungslosen Prozesse annehmen kann, wird als ,,natiirliche*
Fluoreszenzlebensdauer 77 bezeichnet. Verschiedene molekulare Prozesse wie
StoBl6schung, chemische Reaktionen aus dem S;-Zustand oder Komplexierung im Grund-
und angeregten Zustand konnen eine Fluoreszenzloschung (quenching) hervorrufen. Dabei
wird durch strahlungslose Deaktivierung die Fluoreszenzlebensdauer und damit auch die

Quantenausbeute eines Fluorophors herabgesetzt.
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Eine Sonderform der Fluoreszenzldschung stellt der resonante Energietransfer (Fluoreszenz-
Resonanz-Energietransfer, FRET) dar. Dabei regt ein Donor-Fluorophor bei der Relaxation
von S; nach Sy strahlungslos iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen einen Akzeptor-
Fluorophor an, der seinerseits dann durch Fluoreszenz in den Grundzustand zuriickfallen
kann. Da dieser Energieiibertrag stark vom Abstand zwischen Donor und Akzeptor abhéngt,
lassen sich durch FRET-Analysen molekulare Distanzen (~ 10-100 A) messen, was in den
letzten Jahrzehnten zu einer wachsenden Bedeutung dieser Methode im Bereich der

Biochemie und molekularen Biophysik gefiihrt hat.

Eine weitere Moglichkeit der Relaxation des angeregten Zustands S; in den Grundzustand
ist die Phosphoreszenz. Dabei geht zunéchst ein Molekiil vom S;-Zustand unter Spinumkehr
in einen Triplett-Zustand T; iiber. Dieser Interkombinationsiibergang erfolgt isoenergetisch
in ein schwingungsangeregtes Niveau von T;. Durch Schwingungsrelaxation wird schnell
eine Boltzmann-Verteilung der Schwingungszustinde erreicht, was also eine weitere
Rotverschiebung der Phosphoreszenz gegeniiber der direkten Emission eines Fluoreszenz-
Photons aus S; bedeutet. Da die Emission eines Phosphoreszenz-Photons bei der Relaxation
von T; in den Grundzustand Sy ein spinverbotener Interkombinationsiibergang ist, ist der T}-

Zustand sehr langlebig (t > 10™ s, bis hin zu mehreren Minuten).

2.1.2 Aufbau eines Fluoreszenzspektrometers

Im einfachsten Fall besteht ein Fluoreszenzspektrometer aus einer Anregungslichtquelle, der
Fluoreszenzkiivette, einem Detektor und geeigneten Monochromatoren und/oder optischen
Filtern zur Wellenldngenselektion vor und nach der Fluoreszenzkiivette. Diese

grundlegenden Einheiten sind in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

&—W

Lichtquelle ]‘ ‘

Probenkammer

Wellenlangen-
Selektion >

Detektor

Abbildung 3: Die wichtigsten Komponenten eines Fluoreszenzspektrometers
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Anders als bei einem Absorptionsspektrometer wird in der Fluoreszenzspektroskopie in der
Regel monochromatisches Licht fiir die Anregung genutzt. Bei der Verwendung einer
weillen Lichtquelle ist deshalb eine Wellenldngenselektion vor der Probenkammer
notwendig, welche nur den bendtigten Spektralbereich des Anregungslichts zur
Fluoreszenzkiivette durchldsst. Zu diesem Zweck werden oft Gitter-Monochromatoren oder
in dlteren Spektrometern Prismen eingesetzt. Eine andere Mdglichkeit ist die Verwendung
eines optischen Filters. Optische Filter haben den Vorteil eines sehr geringen Platzbedarfs
und Preises, allerdings kann die Anregungswellenldnge nicht variiert werden, so dass fiir
eine gewisse Flexibilitdt des Versuchsaufbaus im Allgemeinen ein Satz aus verschiedenen
Filtern notwendig ist. Fiir die Fluoreszenzspektroskopie ist meist eine hohe Intensitdt des
Anregungslichts ~ vorteilhaft. Eine hohe Lichtintensitit bei einer scharfen
Wellenldngeneingrenzung des emittierten Spektrums einer weillen Lichtquelle ist technisch
nicht leicht umzusetzen. Deshalb werden oft Linienstrahler wie eine Quecksilber-
Dampfentladungslampe verwendet, welche eine hohe Intensitit bei wenigen
charakteristischen Wellenldngen emittiert. Noch besser geeignet sind in dieser Beziehung
Laser- oder LED-Lichtquellen, die von Threr Natur her nur Licht einer oder weniger

Wellenldngen emittieren.

Fir die Fluoreszenzdetektion kann ein Punktzdhler wie z.B. ein Photomultiplier mit
vorgeschaltetem Monochromator verwendet werden. Derartige Detektoren sind im
Allgemeinen etwas empfindlicher als Linienzéhler, haben aber den Nachteil, dass die zu
messenden Spektren Punkt fiir Punkt aufgenommen werden miissen, was die mogliche
Auslesezeit eines Spektrums stark limitiert. Linienzdhler wie z.B. ein CCD-Detektor
bestehen im Gegensatz dazu aus einer Anordnung von vielen einzelnen Detektor-Einheiten
(Pixeln) und konnen dadurch ein vollstindiges Fluoreszenz-Spektrum innerhalb weniger
Millisekunden aufnehmen. Deshalb sind solche Linien-Detektoren insbesondere fiir

kinetische Untersuchungen bei mehreren Wellenldngen zu bevorzugen.

In fast allen kommerziell erhidltlichen Fluoreszenzspektrometern erfolgt die
Fluoreszenzdetektion im 90°-Winkel zum Anregungslicht. Diese Geometrie hat den Vorteil,
dass nur ein Minimum des Anregungslichts in Richtung des Fluoreszenz-Detektors gestreut
oder reflektiert wird und somit nicht nachtrdglich aus dem zu messenden Fluoreszenz-
Spektrum herausgefiltert werden muss. Eine solche Anordnung ist aber nicht zwingend
notwendig, da Fluoreszenz ein ungerichtetes Phdnomen ist, also in alle Raumrichtungen

dieselbe Fluoreszenz-Intensitit abgestrahlt wird. Die Fluoreszenzdetektion ist deshalb
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prinzipiell in einem beliebigen Winkel zum Anregungslicht mdglich. In einer
herkommlichen Kiivette, die fiir eine gleichmifBige Anregung des ganzen Probenvolumens
konzipiert ist, ist die Analyse von optisch sehr dichten Medien wie z.B. Blut oft
problematisch. In solchen Fillen kann in einer geeigneten Versuchsanordnung nur die
Fluoreszenz der Proben-Oberfliche gemessen werden. Die dafiir notwendige ,,Front-Face*-

Geometrie (Eisinger und Flores, 1979) ist in Abbildung 4 dargestellt.

Herkommliche
90°-Anordnung

"Front-Face"
90°-Anordnung

"Front-Face"
0°-Anordnung

* transmittiertes reflektiertes Proben-
- Anregungslicht Proben- Anregungslicht Zentrum
Proben- - Zentrum .
Zentrum
Proben- )
Proben- Fluoreszenz- | Oberflache [| Anregungslicht,
Proben- Fluoreszenz- OborfEahe Licht reflektiertes Licht,
Oberflache Licht Fluoreszenz-Licht

Anregungslicht

Anregungslicht

Abbildung 4: Verschiedene Geometrien zur Fluoreszenzdetektion

Die Probenoberfliche wird in der ,,Front-Face“-Fluorometrie so ausgerichtet, dass sie
sowohl zum Anregungslicht als auch zum Detektor einen giinstigen Winkel einnimmt. Fiir
konventionelle Fluoreszenzspektrometer mit einem 90°-Winkel zwischen Anregungslicht
und Detektor sind spezielle Dreiecks-Kiivetten erhiltlich, durch die ein Winkel von 34°
bzw. 56° zwischen der Probenoberfliche und dem Anregungslicht eingestellt wird (Eisinger
und Flores, 1979). Dadurch wird eine direkte Reflektion des Anregungslichts in den
Detektor vermieden (s. Abbildung 4). Aber auch bei einer 0°-Anordnung, in der eine
geometrische Trennung des Fluoreszenzlichts vom reflektierten Anregungslicht nicht
moglich ist, kann bei ausreichend groBer Stokes-Verschiebung des zu untersuchenden
Fluorophors das Anregungslicht leicht z.B. durch optische Filter entfernt werden. Eine
solche 0°-Orientierung wurde in dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten FLUMIX-

Fluoreszenzspektrometer realisiert (s. Kapitel 5.2.6).
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2.1.3 Fluoreszenzmarkierung  und Fluoreszenzspektroskopie an

biologischen Makromolekiilen

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine hdufig eingesetzte Methode zur Analyse der
Lokalisation, Funktion und Wechselwirkung von biologischen Makromolekiilen. Gegeniiber
der Absorptionsspektroskopie hat die Fluoreszenzspektroskopie den Vorteil einer sehr
hohen Sensitivitit und Selektivitit. Nur wenige biologische Makromolekiile zeigen eine
ausgeprigte intrinsische Fluoreszenz, so dass auch in komplexen Systemen wie einer
lebenden Zelle Analysen mit sehr geringem Hintergrund-Signal mdglich sind. Da es sich um
eine nicht-invasive Methode handelt, sind auch kinetische Fluoreszenzuntersuchungen in

vivo moglich.

Um Fluoreszenzuntersuchungen auch an Molekiilen ohne Primér-Fluoreszenz durchfiihren
zu konnen, konnen durch verschiedene Methoden Fluorophore an die zu untersuchenden
Molekiile gebunden werden. Zur Fluoreszenzmarkierung von Proteinen werden héufig
Fusionsproteine aus dem zu untersuchenden Protein und z.B. griin-fluoreszierendem Protein
(GFP) verwendet. GFP bildet in einem autokatalytischen Prozess sein fluorophores Zentrum
bereits wihrend der Expression aus, so dass keine weitere Nachbehandlung des
Fusionsproteins notwendig ist. Allerdings wird durch GFP mit seinen {iber 200
Aminosédureresten die GroBe des Proteins erheblich verdndert, was bei einigen
Experimenten zu Problemen fithren kann. Eine andere Methode ist die Kopplung eines
kleinen fluoreszenten Molekiils, das nur einen unerheblichen Anteil an der Gesamtmasse

des Proteins ausmacht.

Fir viele Untersuchungen von Protein-Interaktionen, z.B. bei Fluoreszenz-
Polarisationsexperimenten, ist die genaue Lage des Fluorophors nicht relevant, solange die
Interaktion mit dem Bindungspartner nicht beeinflusst wird. Es ist somit oft ausreichend,
einen wenig spezifisch bindenden Fluorophor zur Kopplung zu verwenden. So binden
beispielsweise Amin-reaktive Fluorophore bei pH-Werten von pH ~9 hauptsidchlich an

Lysin-Reste, die in praktisch jedem Protein in ausreichender Menge vorhanden sind.

Viele Fluorophore zeigen eine starke Sensitivitit auf Verdnderungen in ihrer chemischen
Umgebung. Diese Eigenschaft kann fiir die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen oder
zur Untersuchung der dynamischen Eigenschaften eines Proteins genutzt werden. Dazu wird
ein geeigneter Fluorophor an eine Region des zu untersuchenden Makromolekiils gekoppelt,

in dessen Néhe starke Anderungen wéhrend des zu untersuchenden Ereignisses zu erwarten
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sind. Anhand von Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften des Fluorophors konnen
daraufthin Riickschliisse auf die Natur und die Kinetik des untersuchten Ereignisses

getroffen werden.

Nur in wenigen Systemen ist in der zu untersuchenden Protein-Region eine geeignete
Fluorophor-Bindungsstelle bereits vorhanden. So konnen beispielsweise in Nukleotid-
bindenden Proteinen fluoreszente Nukleotid-Analoga wie 3’-O-(N-Methyl-anthraniloyl)-2’-
desoxy-guanosin-5’-(B,y-imido)-triphosphat (mant dGppNHp) (Goody et al., 1992)
eingesetzt werden. Diese Methode hat sich fiir eine Vielzahl von Untersuchungen bewihrt,
jedoch gibt es einige Beispiele, in denen die Interaktion von Guaninnukleotid-bindenden
Proteinen (GNBPs) mit Bindungspartnern nur eine geringe oder iiberhaupt keine Anderung
der Fluoreszenzeigenschaften hervorruft. Wenn im nativen Protein keine geeignete
Moglichkeit der Einbringung eines Fluorophors existiert, kann das Protein z.B. durch
Punktmutationen in einer Art und Weise modifiziert werden, die eine selektive Kopplung
des gewlinschten Fluorophors ermdglicht. Die Kopplung von Thiol-reaktiven Fluorophoren
an ein kiinstlich eingefiihrtes Cystein stellt hierbei eine besonders attraktive Methode dar, da
die meisten Proteine nur wenige fiir eine Kopplung zugéngliche Cysteine aufweisen und
somit nur geringe Modifikationen am zu untersuchenden Protein vorgenommen werden
miissen. Da die gezielte Proteinmodifikation und die Etablierung einer selektiven,
irreversiblen und im Idealfall stochiometrischen Fluoreszenzmarkierung in der gewiinschten
Proteinregion eine genaue Kenntnis der Struktur und Interaktionsflichen des zu
untersuchenden Proteins voraussetzt, werden derartige Experimente nur selten durchgefiihrt.
Es handelt sich aber dennoch um eine effiziente Methode, durch welche sehr detaillierte
Informationen iiber die Dynamik und die Interaktionsmoglichkeiten eines Proteins erhalten

werden konnen.
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2.2 Proteinkristallisation

Unter bestimmten Bedingungen ordnen sich viele molekulare Substanzen zu einer
geordneten, periodischen Struktur an, die man als Kristall bezeichnet. Selbst grof3e
biologische Makromolekiile wie Proteine und sogar ganze Viren konnen Kkristalline
Strukturen ausbilden. So liegt beispielsweise das Protein Bakteriorhodopsin bereits in der
Purpurmembran des Bakteriums  Halobacterium  salinarium in Form eines
zweidimensionalen Kristalls vor (Unwin und Henderson, 1975). Kristalle kdnnen verwendet
werden, um durch Diffraktionsexperimente die dreidimensionale Struktur der kristallinen
Substanz mit im Idealfall atomarer Auflésung zu bestimmen. Da es nur sehr selten
vorkommt, dass ein biologisches Makromolekiil bereits in der Natur in kristalliner Form
vorliegt, miissen im Allgemeinen erst geeignete Bedingungen gefunden werden, unter denen

das zu untersuchende Makromolekiil kristallisiert.

In der Proteinkristallisation wird versucht, ein in wéssriger Losung befindliches Protein
durch eine langsame, kontrollierte Verdnderung der Losungsmittel-Zusammensetzung in
den kristallinen Zustand zu iiberfiihren. Die Loslichkeit eines Proteins hingt von der
Wechselwirkung von polaren oder ionischen Gruppen auf der Proteinoberfliche mit
Wasser- oder Puffermolekiilen aus dem Losungsmittel ab. Eine hohe Konzentration von
Salzen oder polaren Substanzen im Ldsungsmittel fiihrt zu einer Konkurrenz-Situation um
die vorhandenen Wassermolekiile, was die Loslichkeit des Proteins reduziert (,,Aussalzen®).
Organische Losungsmittel konnen auch die Loslichkeit eines Proteins herabsetzen,
allerdings haben diese oft auch einen unerwiinschten denaturierenden FEinfluss auf das
Protein. Das wasserlosliche Polymer PEG ist ein hdufig verwendetes Fallungsmittel mit sehr
geringer denaturierender Wirkung. Neben der Konzentration und Art des verwendeten
Féllungsmittels sind die Proteinkonzentration, der pH-Wert und die Temperatur wichtige
Parameter fiir eine erfolgreiche Kristallisation. Oftmals ist auch die Zugabe kleiner Mengen
von speziellen Chemikalien (,,Additiven*) sinnvoll, die spezifisch mit dem Protein
interagieren und dadurch eine Verdnderung der Oberflichenwechselwirkungen hervorrufen,

was einen giinstigen Einfluss auf das Kristallisationsverhalten haben kann.

Einige der am haufigsten fiir die Proteinkristallisation verwendeten Kristallisationstechniken

sind in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Verschiedene Kristallisationstechniken. A: Methode des hédngenden
Tropfens; B: Methode des sitzenden Tropfens; C: Methode der direkten Diffusion (Dialyse);
D: ,,Eintopf-Verfahren* ohne Konzentrationsausgleich (batch-Methode).

Die am hidufigsten verwendeten Techniken der Proteinkristallisation beruhen auf dem
Prinzip der Dampfdiffusion. Bei der Methode des hingenden Tropfens (Abbildung 5, 4)
werden gleiche Volumina Proteinlésung und Kristallisationslosung auf einem Glaspléttchen
vermischt und dieses dann {iber einem Reservoir aus reiner Kristallisationslosung platziert.
Da die Konzentration an Féllungsmitteln im Gemisch aus Kristallisations- und
Proteinlosung geringer ist als in der reinen Kristallisationslésung, wird sich der Tropfen
langsam durch Dampfdiffusion aufkonzentrieren, bis ein dynamisches Gleichgewicht mit
der Kristallisationslosung erreicht ist. Das Protein wird dabei von einem Bereich, in dem es
gerade noch 16slich ist, in eine iibersittigte Losungssituation iiberfithrt und geht dabei im
Idealfall in kristalliner Form in den festen Zustand iiber. Die Methode des sitzenden
Tropfens (sitting drop, s. Abbildung 5, B) basiert auf denselben Prinzipien und wird
bevorzugt fiir groere Tropfen-Volumina angewandt. Im Gegensatz dazu wird bei der
batch-Methode (Abbildung 5, D) von vorneherein eine leicht iibersittigte Protein-Losung
angesetzt, aus der im Allgemeinen zunichst etwas Protein ausfillt, sich dann aber oft
zugunsten von groBen Kristallen wieder auflost. Bei der direkten Diffusion (Abbildung 5,
() kann nicht nur ein langsamer Konzentrationsanstieg der Protein-Losung eingestellt
werden, sondern es konnen auch beliebige andere Gradienten gezielt realisiert werden, wie
beispielsweise ein pH-Gradient oder eine abnehmende Konzentration von Substanzen,

welche die Loslichkeit des Proteins erhdhen.
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2.3 Rontgenographische Methoden

Eine der wichtigsten Methoden zur Strukturaufklidrung von biologischen Makromolekiilen
ist die Rontgendiffraktion. Dabei wird Rontgenlicht an einem Kristall des zu
untersuchenden Makromolekiils gebeugt, und anhand der entstehenden Diffraktionsbilder
bei verschiedenen Kristall-Orientierungen kann auf die beugende  Struktur
zuriickgeschlossen werden. Je nach Qualitit des verwendeten Kristalls konnen im Idealfall
riumliche Abstinde von weniger als 1 A aufgelost werden, was die Rontgenkristallographie
zu der hochstauflosenden Methode zur Strukturaufklirung von biologischen
Makromolekiilen macht, die derzeit zur Verfligung steht. Eine noch hohere Auflosung
konnte zwar theoretisch z.B. durch die Elektronenbeugung realisiert werden, aber aufgrund
technischer Limitierungen werden mit dieser Methode zurzeit nur in Ausnahmefillen
atomare Auflosungen erreicht. Strahlung wird nur an Objekten gebeugt, deren Dimension in
der GroBenordnung der Wellenldnge der verwendeten Strahlung liegt. Da interatomare
Abstinde in biologischen Makromolekiilen in der GréBenordnung von etwa 1-3 A liegen,
wird in der Rontgendiffraktion Rontgenstrahlung mit einer Wellenlinge von A~1A

eingesetzt.

2.3.1 Theorie der Rontgendiffraktion

2.3.1.1 Symmetrie von Kristallen

Ein dreidimensionaler Kristall ist ein in alle drei Raumrichtungen regelméfig angeordneter,
periodischer Korper. Aufgrund der Periodizitdt geniigt fiir eine vollstindige Beschreibung
des Kiristalls die Kenntnis der kleinsten Baueinheit, aus der sich durch verschiedene
Symmetrieoperationen der gesamte Kristall aufbauen lisst. Diese kleinste Baueinheit, die in
sich keine weitere kristallographische Symmetrie aufweist, nennt man asymmetrische
Einheit. Durch Rotation, Inversion, Spiegelung, Translation und Kombinationen dieser
Symmetrieoperationen kann der gesamte Kristall aus der asymmetrischen Einheit erzeugt
werden. Die kleinste Einheit, aus der ausschlieflich durch die Symmetrieoperation
Translation der gesamte Kristall aufgebaut werden kann, nennt man Einheitszelle. Eine
Einheitszelle beinhaltet eine oder mehrere asymmetrische Einheiten. Die Einheitszelle wird
wiederum durch ihre Zellparameter beschrieben. Dies sind die 3 Kantenldngen a, b und ¢

und die drei Winkel a, f und y. Anhand der Eigenschaften der Zellparameter lassen sich alle
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Kristalle in insgesamt 7 Kristallsysteme unterteilen, die sich wiederum in insgesamt
14 Bravais-Gitter aufteilen. Durch Kombination der Gitter-Eigenschaften des Kristalls mit
den Symmetrie-Eigenschaften lassen sich Kristalle in insgesamt 230 Raumgruppen
unterteilen. Da die meisten biologischen Makromolekiile chirale Gruppen enthalten, konnen
die Symmetrieoperationen Spiegelung und Inversion im Kristall eines biologischen
Makromolekiils nicht auftreten, was die Anzahl der moglichen Raumgruppen auf 65

reduziert.

2.3.1.2 Diffraktion

Ein Lichtstrahl kann ndherungsweise als eine ebene, sich linear ausbreitende Wellenfront
beschrieben werden. Nach dem Huygens 'schen Prinzip kann jeder Punkt der Wellenfront als
Ausgangspunkt einer sich kugelformig ausbreitenden Huygens'schen Elementarwelle
angesehen werden. Die Kugelwellen interagieren miteinander durch konstruktive und
destruktive Interferenz, wobei sich alle Wellenanteile, die nicht in der
Fortpflanzungsrichtung des Lichts liegen, in der Summe gegenseitig ausloschen. Wenn ein
Lichtstrahl nun auf ein Hindernis trifft, das die Wellenfront auf eine Dimension begrenzt die
in der GroBenordnung der Lichtwellenldnge liegt, so werden nicht mehr alle ,,schrigen®
Wellenanteile ausgeldscht, und ein Teil des Lichts breitet sich in einem Winkel zur
urspriinglichen Fortpflanzungsrichtung des Lichtstrahls aus. Dieses Phinomen wird als

Diffraktion oder Beugung bezeichnet.

Die Atom-Abstinde im Kristall eines biologischen Makromolekiils liegen in der
GroBenordnung der Wellenldnge von weicher Rontgenstrahlung. Trifft also weiche
Rontgenstrahlung (~ 1 A Wellenlinge) auf einen biologischen Kristall, so wird ein Teil der
Strahlung seine Fortpflanzungsrichtung dndern. Nur unter ganz bestimmten Winkeln kann
konstruktive Interferenz der gebeugten Strahlung stattfinden, so dass auf einem
rontgensensitiven Detektor hinter dem Kristall ein Muster aus Punkten mit hoher
Rontgenintensitdt erzeugt wird. Diese einzelnen Punkte werden als Reflektionen bezeichnet,
da sie bei Winkeln auftreten, die einer Reflektion des Rontgenstrahls an einer Schar
dquivalenter, paralleler Atom-Ebenen im Kristall entsprechen. Die Beugung an zwei
solchen Ebenen, welche man auch als Gitterebenen bezeichnet, ist schematisch in

Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Beugung an zwei parallelen Gitterebenen.
Werden zwei Rontgenstrahlen R; und R, von benachbarten Gitterebenen mit dem Abstand dy
gebeugt, so ergibt sich ein Gangunterschied BC+CD=2 « d;; * sinf.

Der Gangunterschied zwischen zwei kohérenten, parallelen Rontgenstrahlen R; und R,, die

an benachbarten Gitterebenen mit einem Gitterabstand dj; gebeugt werden, entspricht der

Summe der Strecken BC+CD. Wenn dieser Gangunterschied ein Vielfaches der
Wellenldnge 4 der Strahlen ist, so interferieren die Strahlen konstruktiv. Durch einfache
trigonometrische Beziehungen ergibt sich das Bragg’'sche Gesetz (Gleichung 1), mit
welchem sich somit die Winkel 6 zwischen Rontgenstrahl und Gitterebene bestimmen

lassen, bei denen Punkte hoher Rontgenintensitét auftreten:

2.3.1.3 Miller’sche Indizes

Da jeder Reflektion genau eine Gitterebenenschar zugeordnet ist und umgekehrt jede
Gitterebenenschar genau eine Reflektion erzeugen kann, ist es sinnvoll, die Reflektionen
anhand der Lage ihrer zugehdrigen Gitterebenen zu kennzeichnen. Dazu werden die
Miller 'schen Indizes verwendet. Wenn eine Gitterebene die Achsen der Einheitszelle eines

Kristalls in den Punkten
a-Achse: (m,0,0)
b-Achse: (0,1,0)

c-Achse: (0,0,p)
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schneidet, so sind die Miller'schen Indizes (4,k,/) als das kleinste ganzzahlige Vielfache der

reziproken Achsenabschnitte definiert:
a-Achse: h~1/m

b-Achse: k~1/n

c-Achse: [~1/p

Hierbei sind m, n und p auf die Lénge der jeweiligen Elementarzell-Achsen (a, b, bzw. ¢)
normiert, nehmen also fiir die GroBe einer Elementarzell-Einheit der entsprechenden Achse
einen Wert von eins an. Eine Reflektion mit den Miller’schen Indizes (oder auch ,hkl-
Werten®) (3,6,2) gehort also zur Gitterebenenschar, die parallel zur Gitterebene verlduft,

welche die Achsen der Einheitszelle in den Punkten m=1, n=1/2 und p=3/2 schneidet.

2.3.1.4 Reziprokes Gitter und Ewald-Konstruktion

Die Einheitszelle beschreibt ein definiertes Gitter in einem Kristall, welchem die

Einheitsvektoren @, » und ¢ im realen Raum zugeordnet werden konnen. Bei der

Rontgendiffraktion wird das reale Gitter durch eine Fourier-Transformation

(s. Kapitel 2.3.1.5) in ein reziprokes Gitter mit den Vektoren @, »” und & iiberfiihrt. Diese

Einheitsvektoren des reziproken Gitters sind folgendermaflen mit den Vektoren des realen

Gitters @, b und ¢ verkniipft:

a =———3 b ===, ¢ =——
CTalxe) | bexd) © z(ax) @

Durch die Beugung von Rontgenstrahlung an der Gitterebenenschar (4,k,/) eines Kristalls
wird im reziproken Raum ein Streuvektor s der Lange 1/ djy erzeugt, der senkrecht auf der

Ebenenschar steht. Der Streuvektor ist {iber die Laue-Beziehung (Gleichung 3) mit den
Miller'schen Indizes &, k und / der Gitterebenenschar und den Einheitsvektoren a, b" und

¢ des reziproken Raums verkniipft (Drenth, 1994):
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_ 2sin@ 1 3)
A d

S=ha +kb +1¢; 5|

Das reziproke Gitter und der reziproke Raum sind imaginire Konstrukte, die in der Realitit
nicht existieren. Sie sind aber sehr hilfreich, um einige Prinzipien der Rontgendiffraktion zu
veranschaulichen. So kann ein Diffraktions-Muster leicht durch die sogenannte Ewald-
Konstruktion vorhergesagt werden. Die Ewald-Konstruktion (Abbildung 7) kombiniert die
Bragg’sche Gleichung (Gleichung 1) mit der Laue-Beziehung (Gleichung 3) und

verdeutlicht grafisch den Zusammenhang zwischen realem und reziprokem Gitter.

reziprokes

Abbildung 7: Die FEwald-Kugel als Hilfsmittel zur Konstruktion des gestreuten
Rontgenstrahls. Die Kugel hat den Radius 1/ A. Das Zentrum des reziproken Gitters liegt bei O.

Die Richtung des eintreffenden Strahls wird durch §o angezeigt und R beschreibt die Richtung

des gestreuten Strahls.

Der eintreffende Rontgenstrahl s, zeigt dabei in Richtung des Ursprungs O des reziproken
Gitters. Eine Kugel mit dem Ursprung O und dem Radius 1 /4 wird so konstruiert, dass der
Kugelmittelpunkt M auf 5, liegt. Wenn nun ein Gitterpunkt P des reziproken Gitters auf

dieser sogenannten Ewald-Kugel zu liegen kommt, so ist fiir diesen Punkt die Bragg’sche

Gleichung erfiillt, und der zugehdrige Rontgenreflex breitet sich vom Kristall in Richtung

R aus. Anhand dieser Konstruktion wird sofort deutlich, dass der Kristall (und mit ihm das
reziproke Gitter) rotiert werden muss, um alle Gitterpunkte des reziproken Gitters

nacheinander auf die Ewald-Kugel zu bringen. Dies ist notwendig, da fiir eine
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Strukturaufkldrung eine moglichst vollstindige Bestimmung aller mdglichen

Rontgenreflexe erforderlich ist (s. Kapitel 2.3.1.6).

2.3.1.5 Fourier-Transformation

Zu jeder Funktion f{x) existiert eine andere Funktion F(/), fiir die gilt:
Foe .
F(h)= [ £(x)- ¥ @

F(h) ist dabei die Fourier-Transformation von f{x), und die Einheiten der Variablen % sind
reziprok zu den Einheiten der Variablen x. Fourier-Transformationen konnen beispielsweise
verwendet werden, um eine zeitabhingige Funktion (Einheit: s) in die zugrundeliegenden
Frequenzanteile (Einheit: s') zu itiberfithren, was z.B. in der Infrarot-Spektroskopie eine
wichtige Anwendung ist. Da die Fourier-Transformation eine reversible Operation ist, kann
durch eine zu Gleichung 4 analoge Transformation aus F(4) auch wieder f(x) erzeugt
werden. Wenn die Einheit von x eine Linge (Einheit: A) ist, so wird durch eine Fourier-
Transformation eine reziproke Lange (Einheit: A" erzeugt. Man erkennt, dass die Fourier-
Transformation gut geeignet ist, um in der Rontgendiffraktion zwischen realem und

reziprokem Raum hin- und herzuwechseln.

In der Rontgenkristallographie wird zunéchst ein Diffraktionsbild des zu untersuchenden
Kristalls erzeugt. Dies ist mathematisch betrachtet nichts anderes als eine Fourier-
Transformation des realen Kristalls, das Diffraktionsbild muss also mit Hilfe einer zweiten
Fourier-Transformation riicktransformiert werden, um wieder ein reales Bild zu erhalten. In
einem herkommlichen Lichtmikroskop erfolgt die Riicktransformation mit Hilfe einer
Linse, die das gebeugte Licht wieder zu einem realen Bild zusammenfiigt. In der
Rontgendiffraktion besteht jedoch das Problem, dass derzeit keine geeigneten
Linsensysteme fiir Rontgenlicht existieren. Die Riicktransformation muss deshalb

mathematisch mit Hilfe eines Computers erfolgen.

Jeder gebeugte Rontgenstrahl kann als Summe von Anteilen aller beugenden Strukturen im
Kristall beschrieben werden. Die Summe, die den Rontgenstrahl beschreibt, bezeichnet man

als Struktur-Faktor Fj Das bedeutet, dass jeder Rontgenreflex Informationen iiber alle im
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Kristall enthaltenen Atome beinhaltet. Im Umkehrschluss muss man die Gesamtheit aller
Rontgenreflexe heranziehen, um die Struktur eines Kristalls zu bestimmen. Die das
Rontgenlicht beugenden Strukturen in einem Kiristall sind die Elektronenwolken, die jedes
Atom umgeben. Um die Elektronendichteverteilung p(x,y,z) im Kristall zu erhalten, wird
gemdll Gleichung 5 eine Fourier-(Riick-)Transformation der Strukturfaktoren Fiyy

durchgefiihrt:

1 —27m(hx+ky+lz
P(X,y,2)=;ZZZFhkle ey ) ®)
nok o1

Hierbei ist V' das Volumen der Einheitszelle. Da nach der Laue-Beziehung (Gleichung 3)
Beugung nur in ganz konkrete Richtungen erfolgen kann, konnte die Integration hier durch
eine Summation ersetzt werden. Die Elektronendichteverteilung p(x,y,z) ist die gesuchte
Grofe eines Rontgen-Diffraktionsexperiments. Die Berechnung der Elektronendichte wird
jedoch durch die Tatsache verkompliziert, dass die Strukturfaktoren nicht auf direktem

Wege gemessen werden kdnnen.

2.3.1.6 Das Phasenproblem

Wie im Kapitel 2.3.1.5 gezeigt wurde, kann die Elektronendichteverteilung p(x,y,z)
berechnet werden, wenn die Strukturfaktoren aller Rontgenreflexe bekannt sind. Die
Strukturfaktoren sind periodische Funktionen und bestehen deshalb aus Amplitude,
Wellenldnge und Phase. Da es sich um gebeugte Rontgenstrahlen handelt, ist die
Wellenldnge mit der Wellenlinge des verwendeten Rontgenlichts identisch und somit
bekannt. Die Amplitude ist proportional zur Quadratwurzel der gemessenen Intensitit der
Rontgenreflexe und kann somit in einem Diffraktionsexperiment bestimmt werden. Die
Phasen der Strukturfaktoren koénnen jedoch nicht ohne Umwege experimentell bestimmt
werden, da kein ausreichend schneller Detektor zur Verfligung steht, welcher die zeitliche
Verinderung der Amplituden verfolgen konnte. Dies bezeichnet man in der

Rontgenkristallographie als das ,,Phasenproblem®.
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Es gibt verschiedene Methoden, um iiber Umwege die Phasen der Strukturfaktoren zu
bestimmen. Die wichtigsten sind der molekulare Ersatz (molecular replacement, MR,
s. Kapitel 2.3.1.7), die anomale Dispersion (multiple anomalous dispersion (MAD) bzw.
single anomalous dispersion (SAD)) und der isomorphe Ersatz (multiple isomorphous
replacement (MIR) bzw. single isomorphous replacement (SIR)). Es soll im Folgenden nur
auf die Methode des molekularen Ersatzes ndher eingegangen werden, da alle im Rahmen
dieser Arbeit bearbeiteten Proteinstrukturen unter Anwendung dieser Methode aufgeklart
wurden. Weiterfilhrende Informationen zu den anderen Methoden zur Ldsung des
Phasenproblems konnen in geeigneter Literatur nachgelesen werden (Drenth, 1994; McRee,

1999; Rhodes, 2000).

2.3.1.7 Phasenbestimmung durch molekularen Ersatz (MR)

Der molekulare Ersatz ist eine Methode, die Phasen a der Strukturfaktoren auf indirektem
Wege zu bestimmen. Dazu ist ein Proteinmodell mit bekannten Atom-Koordinaten
notwendig, das der zu 16senden Struktur sehr &dhnlich ist. Die Strukturfaktoren Fj; kann man

aufteilen in einen Amplituden-Teil und einen Phasenteil:

Fipg = |Fouale i (6)

Beim molekularen Ersatz wird nun nur der Amplitudenanteil |Fj 055 der Strukturfaktoren
experimentell gemessen und der Phasenanteil anhand der Koordinaten einer dhnlichen

Proteinstruktur berechnet (o, caic). Damit kann Gleichung 5 umgeformt werden in:

6—27ﬂ(hx+ky+lz)+iahk1,mlc (7

1
plx.y,z)= ;ZZZ‘Fhkz,obs
Wk 1

Da das Referenzprotein nicht zwangslaufig in derselben Raumgruppe kristallisiert wurde
wie das zu analysierende Protein, muss zundchst meist das Referenzmodell durch
Translation und Rotation in die richtige Orientierung gebracht werden. Da eine 6-
dimensionale Suche (3 Dimensionen fiir die Translation und 3 Dimensionen fiir die

Rotation) einen nicht praktikablen Rechenaufwand bedeuten wiirden, werden Rotations-
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und Translationssuche nacheinander durchgefiihrt. Der Rechenaufwand wird dabei auf drei
Dimensionen reduziert. Dazu wird zunichst eine Patterson-Funktion P(u,v,w) berechnet,
was im Prinzip eine Fourier-Transformation ohne Phasenanteil und mit Intensitdten |F2;,k1|

statt der Amplituden |Fjyy| ist:

Plu,v, w):%ZZZ‘FthZ‘COS(%L'(hu v+ w)) @®)

h k1

Bei der Berechnung der Patterson-Funktion geht die Information iiber die absolute Position
der ecinzelnen Atome im Protein verloren, und es konnen nur noch die relativen Abstdnde
zwischen den Atomen bestimmt werden. Die Patterson-Funktion hat dafiir den Vorteil, dass
sie ausschlieflich aus den (experimentell bestimmbaren) Intensititen der Rontgenreflexe
berechnet werden kann. Da die Patterson-Funktion ortsunabhéngig ist, kann die
Rotationssuche durch Vergleich der Patterson-Funktionen der zu 16senden Struktur und des
Referenzmodells unabhéngig von der Translationssuche durchgefiihrt werden. Nachdem das
Modell in der richtigen Art und Weise gedreht wurde, kann es dann in einer anschlieenden
Translationssuche richtig positioniert werden. Eine detailliertere Beschreibung der Theorie

kann an anderer Stelle gefunden werden (Drenth, 1994; McRee, 1999; Rhodes, 2000).

2.3.2 Verfeinerung eines Protein-Strukturmodells

Da das fiir die Phasenbestimmung durch molekularen Ersatz verwendete Referenzmolekiil
im Allgemeinen nicht exakt mit der realen Struktur iibereinstimmt, sind die daraus
errechneten Phasenwerte fehlerbehaftet. Das Modell muss deshalb weiter verbessert werden,
bis eine moglichst hohe Ubereinstimmung des Modells mit den experimentellen
Diffraktionsdaten gewihrleistet ist. Zur Abschétzung der Qualitdt des Modells kann der
kristallographische R-Faktor R, berechnet werden, welcher ein Mal} fiir die
Ubereinstimmung der experimentell bestimmten Strukturfaktoramplituden |F,s| mit den aus

dem Strukturmodell berechneten Strukturfaktoramplituden |F,;.| darstellt:
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zuFobs (hkl)| - kscal|Fcalc (hkl)”

R = hkl ksear: Skalierungsfaktor 9
cryst Z|F0bs (hkl)l (Kscal g ) )
hkl

Viele Computerprogramme benutzen R als wichtigen Parameter zur Kontrolle, ob ein
Verfeinerungsschritt erfolgreich verlaufen ist. Dies kann insbesondere bei Datensdtzen mit
niedriger Aufldsung zu einer Uberinterpretation der gemessenen Daten fiihren. Es kann im
Extremfall ein Strukturmodell mit einem sehr niedrigen R...-Faktor aber ohne jede
physikalische Relevanz erzeugt werden. Um das zu vermeiden, miissen weitere Kriterien
zur Uberpriifung der Qualitit des Modells herangezogen werden. Eine wichtige Strategie ist
der Ausschluss von etwa 5 % aller experimentellen Daten aus der Berechnung des Ry~
Faktors. Gegen diese 5 % der Daten wird niemals verfeinert, so dass anhand des mit diesen
Daten gemid Gleichung 9 berechneten ,freien* R-Faktors Rj.. eine bessere Aussage iiber
die Qualitit des Modells getroffen werden kann. Der freie R-Faktor liegt typischerweise
etwa 2-5 % tiber dem kristallographischen R-Faktor.

Neben R und Rj.. gibt es noch weitere Kriterien, anhand derer die Qualitit des
Strukturmodells bestimmt werden kann. Da im Allgemeinen zusétzliche Informationen tiber
die Art und die Eigenschaften der untersuchten Substanz vorliegen, kdnnen diese als
Randbedingungen fiir die Strukturverfeinerung herangezogen werden. Fiir Proteine kann
anhand des Ramachandran-Diagramms iiberpriift werden, ob die Peptidkette in einer
physikalisch sinnvollen Konformation vorliegt. Ramachandran und Sasisekharan (1968)
erstellten aufgrund theoretischer Uberlegungen eine Auftragung der erlaubten und nicht
erlaubten ¢ und y~Winkel benachbarter C,-N und C,-C-Einfachbindungen in einem
Polypeptid (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Ramachandran-Diagramm einer der beiden alternativen Konformationen
der Struktur von p21(mod)*GDP (Kristall C2; s. Kapitel 5.1.7, Tabelle 1). Die sterisch
giinstigsten Kombinationen der Winkel ¢ und y des Proteinriickgrats sind fiir rechtsgéngige o.-
Helices (A), B-Faltblatter (B) und linksgéngige o-Helices (L) rot markiert. Die umgrenzenden
Bereiche beschreiben Regionen, die ebenfalls erlaubt (gelb) bzw. noch zuléssig (beige) sind.
WeiBle Bereiche sind sterisch verboten und kdnnen im Normalfall nur von Glycin-Resten
(markiert als Dreiecke) eingenommen werden. Alle anderen Aminoséurereste mit Ausnahme
von Prolin sind durch Vierecke markiert. Das Ramachandran-Diagramm wurde mit dem
Programm PROCHECK erstellt (Laskowski et al., 1993). Im rechten Teil des Bildes ist ein
Ausschnitt einer Peptidsequenz mit der Zuordnung der Winkel ¢ und y dargestellt.

Die Zonen der erlaubten Konformationen fiir a-Helices und p-Faltblitter sind im
Ramachandran-Diagramm klar getrennt. Anhand der Anzahl der auBerhalb der erlaubten
Bereiche liegenden Aminosdurereste kann eine Aussage iiber die Qualitit des
Strukturmodells getroffen werden. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass in einer realen
Struktur einige Abweichungen von den theoretischen Werten aufgrund ungewohnlicher

Faltungsmuster nicht auszuschlieBen sind.

Die Verbesserung des Protein-Strukturmodells erfolgt sowohl durch visuelle Kontrolle und
manuelle Anpassung, als auch durch die Verwendung von Computerprogrammen. Anhand
der gemessenen Intensititen der Rontgenreflexe und den aus dem Strukturmodell
errechneten Phasenwerten kann eine erste Elektronendichtekarte berechnet werden, wie
eingehender in Kapitel 2.3.2.1 erldutert werden soll. Durch visuellen Vergleich der
Elektronendichtekarte mit dem Strukturmodell konnen Bereiche identifiziert werden, in

denen das Modell stark fehlerbehaftet ist. Falsch orientierte Bereiche des Strukturmodells
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werden manuell angepasst und fehlende Bereiche ergidnzt. Mit Hilfe von geeigneten
Computerprogrammen wird anschlieBend eine Energieminimierung des modifizierten
Strukturmodells durchgefiihrt, wobei versucht wird, verschiedene Parameter wie
Bindungsliangen, Bindungswinkel, Torsionswinkel, Konformationsenergien, nicht kovalente
Wechselwirkungen und andere Parameter einem Idealwert anzundhern. Die Idealwerte
dieser Parameter sind entweder anhand empirisch gewonnener Daten aus Kleinmolekiil-
Untersuchungen bekannt (Engh und Huber, 1991) oder miissen bei der Verwendung von
unbekannten Liganden durch Computersimulation approximiert werden (s. Kapitel 2.3.2.4).
Zusitzlich  werden auch kristallographische Terme wie die Abweichung von
experimentellen und berechneten Strukturamplituden in der Energieminimierung
beriicksichtigt, indem den kristallographischen Termen bei einer Abweichung vom
Idealwert eine Straf-Energie zugeordnet wird. Mit dem verbesserten Modell kann nun
erneut eine Elektronendichtekarte berechnet werden, welche aufgrund der verbesserten (aus
dem neuen Strukturmodell errechneten) Phasen besser mit der untersuchten Struktur
iibereinstimmt. Das Verfahren wird iterativ so lange durchgefiihrt, bis das Strukturmodell

eine ausreichend hohe Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten aufweist.

2.3.2.1 Berechnung von Elektronendichtekarten

Bei der Verfeinerung und zur Kontrolle des Protein-Strukturmodells wurden in dieser Arbeit
zwei verschiedene Elektronendichtekarten eingesetzt. Eine F,-F. Elektronendichtekarte
kann durch Subtraktion der aus dem Strukturmodell berechneten Strukturamplituden |F.,.|
von den experimentell bestimmten Strukturamplituden |F,s| unter Verwendung der aus dem
Modell berechneten Phasen analog zu Gleichung 7 berechnet werden. Es handelt sich um
eine Differenzkarte, die verwendet wird um Abweichungen vom Strukturmodell zu den
experimentellen Daten zu analysieren. Eine 2F,-F. Elektronendichtekarte stellt eine
Kombination aus einer einfachen F,-Elektronendichtekarte wund einer F,-F.
Elektronendichtekarte dar. Im Gegensatz zu einer einfachen F,-Elektronendichtekarte, die
nur aus den Strukturamplituden |F,5| und den aus dem Modell berechneten Phasen
berechnet wird, zeigt eine 2F,-F. Karte einen verringerten Einfluss des Strukturmodells
(Drenth, 1994). Fehler im Strukturmodell werden in einer 2Fo-Fc Karte also abgeschwicht,
und die berechnete Elektronendichtekarte entspricht besser der realen Elektronendichte im

Kristall.
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Um eine Messungenauigkeit bei den experimentell bestimmten Intensititen zu
beriicksichtigen, wurde fiir die Berechnung der Elektronendichtekarten eine sogenannte ca-
Gewichtung eingefiihrt (Read, 1986; Srinivasan, 1966). Die Berechnung der
Elektronendichtekarten erfolgt entsprechend der folgenden Beziehung:

plx.y,z)= %ZZZ‘Xthkl,obs = DFyy cale o e NGy 10 (10)
nok 1

Hierbei sind m und D Gewichtungsfaktoren, und es gilt X=1 fiir eine F,-F,
Elektronendichtekarte, bzw. X = 2 fiir eine 2F,-F. Elektronendichtekarte.

2.3.2.2 Temperaturfaktor und anisotrope Verfeinerung

Die Position jedes Atoms eines Strukturmodells wird durch seine Koordinaten x, y und z im
dreidimensionalen Raum beschrieben. Aus verschiedenen Griinden, wie z.B. thermischen
Bewegungen, einer nicht perfekten Kristall-Packung oder der Anwesenheit verschiedener
Protein-Konformationen im Kristall, sind jedoch nicht alle symmetrieverwandten Atome
exakt identisch in der asymmetrischen Einheit des Kristalls positioniert. Jedes Atom besitzt
eine Aufenthaltswahrscheinlichkeit in einem rdumlich ausgedehnten Bereich, welche an den
das Atom beschreibenden x,y,z-Koordinaten ihren hochsten Wert erreicht. Die raumliche
Ausdehnung wird durch den Temperaturfaktor (B-Faktor) beschrieben, wobei ein hoher
B-Faktor eine hohe Beweglichkeit eines Atoms andeutet. Bei der Verwendung von
isotropen  B-Faktoren = wird von  einer  kugelférmigen  Verteilung  der
Aufenthaltswahrscheinlichkeit eines Atoms um seine Atomkoordinaten ausgegangen. Fiir
jedes Atom wird hier ein einzelner Parameter fiir die Beschreibung seiner rdumlichen
Verteilung eingefiihrt. Dieses Modell reicht aber fiir eine exakte Beschreibung
hochaufgeldster Strukturen (ab etwa 1,5 A Aufldsung) oft nicht mehr aus. Atome, die eine
hohe Aufenthaltswahrscheinlichkeit in einem elliptisch um ihre Atomkoordinaten
angeordneten Bereich zeigen, konnen durch anisotrope B-Faktoren beschrieben werden. In
diesem Fall bendtigt man fiir jedes Atom sechs Parameter, um die rdumliche Ausdehnung
zu beschreiben. Eine anisotrope B-Faktor-Verfeinerung ist jedoch nur dann sinnvoll, wenn
der hohen Anzahl an zu verfeinernden Variablen eine hohere Menge an Observablen

gegeniibersteht, was nur bei Datensdtzen mit ausreichend hoher Qualitit (Auflosung) der
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Fall ist. Man bendétigt zusammen mit den Atomkoordinaten 4 Parameter, um ein Atom

isotrop zu beschreiben und 9 Parameter fiir eine anisotrope Beschreibung.

Da die Atome eines Molekiils in einem Proteinkristall kovalent miteinander verbunden sind,
sind ihre Schwingungen nicht voneinander unabhéngig. Oft kann ein Teil der anisotropen
Atomschwingungen als Schwingung ganzer Untereinheiten oder Molekiile beschrieben
werden, was die Anzahl der benétigten Parameter erheblich verringert. Bei der TLS-
Verfeinerung (Winn ef al., 2001) werden Strukturbereiche zusammengefasst, welche einen
miteinander gekoppelten anisotropen Schwingungsanteil aufweisen. Jede Gruppe wird fiir
die TLS-Verfeinerung als starrer Korper angesehen, der als Ganzes eine anisotrope
Schwingung ausfithrt. Man benétigt nur 20 zusétzliche Parameter, um die anisotrope
Schwingung einer TLS-Gruppe zu beschreiben, also erheblich weniger als bei einer
unabhingigen anisotropen Beschreibung jedes einzelnen Atoms notig waren. Schon bei der
Verwendung einer einzelnen TLS-Gruppe pro Protein-Untereinheit kann die Protein-
Struktur in vielen Féllen deutlich besser beschrieben werden als durch eine rein isotrope
B-Faktor-Verfeinerung, was sich oft in einer Verringerung des freien R-Faktors Rj.. (s.

Kapitel 2.3.2) um mehrere Prozentpunkte auswirkt.

2.3.2.3 Alternative Konformationen

Viele Proteine zeigen im Kristallgitter fiir einige Seitenketten oder auch groflere Bereiche
mehr als eine mogliche Orientierung. Ein Grund dafiir konnen zwei unterschiedliche, jedoch
energetisch fast gleichwertige Konformationen sein, zwischen denen sich im Kiristall ein
Gleichgewicht einstellt. Da die aus der Kristallstrukturanalyse errechnete
Elektronendichteverteilung nur einen Mittelwert iiber alle Molekiile zeigt, wird bei der
Anwesenheit von vielen unterschiedlichen Konformationen die zugehorige Elektronendichte
nur schwer interpretierbar sein. Sind jedoch nur zwei klar voneinander separierte
Konformationen vorhanden, ist es oft moglich den Verlauf beider Konformationen in der
Elektronendichtekarte zu erkennen. In diesem Fall geniigt es nicht, die Position der in
verschiedenen Konformationen vorliegenden Atome mit nur einem Koordinatensatz (x,y,z)
und einem entsprechend hohen Temperaturfaktor (B-Faktor, s. Kapitel 2.3.2.2), zu
beschreiben. Stattdessen werden die Atome durch zwei Koordinatensdtze (x;,);z;) und
(x2,¥2,22) beschrieben, welche jeweils eine Besetzung von weniger als 100 %, und in der

Summe maximal 100 %, aufweisen. Der Temperaturfaktor fiir beide Atompositionen kann
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bei dieser Beschreibung auf einem &@hnlich niedrigen Niveau liegen wie der von anderen

Atomen, die in nur einer Konformation vorliegen.

In sehr vielen hochaufgeldsten Proteinstrukturen sind einige in alternativen Konformationen
vorliegende Atome zu finden, jedoch sind meist nur einzelne Seitenketten betroffen.
H-Ras p21 stellt einen Sonderfall dar, da dieses Protein fiir seine biologische Funktion als
Schalter-Molekiil starke Konformationsdnderungen eingehen muss, welche sich iiber einen
groflen Bereich des Proteins erstrecken. Da solche Verdnderungen eine relativ geringe
Energiebarriere zwischen den verschiedenen involvierten Zustinden erfordern, weisen die
Schalter-Regionen eine hohe Flexibilitit auf und kénnen im Kristallgitter in verschiedenen
Subkonformationen vorliegen. Solche groen Konformationsunterschiede kdnnen sich zu
einem gewissen Grad auch auf die Anordnung der nicht direkt an dem Schalter-Vorgang
beteiligten Regionen des Proteins auswirken, weshalb ein hoher Prozentsatz der
Aminoséurereste von H-Ras p21 im Proteinkristall mehr als eine Konformation einnehmen

kann.

2.3.2.4 Modellierung von Liganden durch ab initio Computersimulation

Um wihrend der Strukturverfeinerung eine Energieminimierung durchfiihren zu konnen,
miissen zundchst fiir alle im Protein vorhandenen Gruppen die energetisch giinstigsten
Konformationen bekannt sein. Fiir Gruppen, zu denen diese Informationen nicht bereits aus
fritheren Arbeiten zur Verfligung stehen, mufl zunédchst die Idealkonformation berechnet
und den verwendeten Computerprogrammen in Form von ,Topologie- und
Parameterdateien zur  Verfiigung  gestellt ~werden. Wenn eine einfache
molekulardynamische Simulation nicht ausreicht, um die Konformation eines Liganden
zufriedenstellend zu berechnen, kann eine detailliertere Berechnung durch eine ab initio-

Computersimulation durchgefiihrt werden.

Als ab initio-Methoden bezeichnet man quantenchemische Methoden, die keinerlei
empirisch gewonnenen Parameter auler einigen Naturkonstanten bei der Simulation eines
Molekiils einbeziehen. Das hier angewandte Verfahren beruht auf dem Hartree-Fock-
Ansatz und dem Prinzip des selbstkonsistenten Feldes (Hartree-Fock self consistent field,
HF-SCF; (Szabo und Ostlund, 1989)). Die Molekiilwellenfunktion (MO) wird dabei als
Linearkombination von Atom-Wellenfunktionen (AOs) betrachtet. Man geht dabei so vor,

dass man auf jedes einzelne Elektron das gemittelte Potential aller anderen Elektronen
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einwirken ldsst, wodurch man eine verbesserte Wellenfunktion fiir dieses Elektron erhilt.
Dies wird fiir alle Elektronen durchgefiihrt. Die Methode wird iterativ so lange wiederholt,
bis die Wellenfunktionen selbstkonsistent sind, sich also bei einem weiteren Schritt nicht

mehr veriandern.

Atomorbitale lassen sich gut durch Funktionen beschreiben, die als STOs (slater type
orbitals) bezeichnet werden. Da solche STOs sich aber fiir eine mathematische Berechnung
nicht gut einsetzen lassen, werden sie durch mehrere GTOs (gaussian type orbitals)
approximiert. Es werden mindestens drei GTOs bendtigt, um ein STO anzundhern. Man
benutzt also in der Simulation einen Satz aus GTOs, den man auch als Basissatz bezeichnet,
um die Atom-Wellenfunktionen zu beschreiben. Je nach verwendeter Menge und Art an
GTOs kann man die reale Situation im Molekiil mehr oder weniger gut beschreiben. Ein
hoher Basissatz hat den Vorteil einer prazisen Beschreibung des simulierten Molekiils, aber
den Nachteil eines sehr hohen Rechenaufwandes. Der Basissatz 6-31G* ist gut geeignet, um
die elektronische Situation in einem Liganden-Molekiil wie dem verwendeten NBD-
Fluorophor mit einer fiir die Anforderungen in dieser Arbeit ausreichenden Genauigkeit zu

beschreiben.

2.3.3 Rontgenfluoreszenz

Rontgenfluoreszenz-Experimente werden héufig verwendet, um fiir MAD- oder
SAD-Experimente die Anwesenheit und die Lage der Absorptionskante von Atomen mit
anomalem Streubeitrag zu bestimmen. Dazu wird ein Kristall mit Rontgenstrahlung
variabler Wellenlédnge bestrahlt und die Rontgenfluoreszenz durch einen Szintillationszahler
in einem Winkel zum einfallenden Rontgenstrahl gemessen (x-ray absorption spectroscopy,
XAS). Nachdem die Absorptionskante préizise bestimmt wurde, koénnen ROntgen-
Diffraktionsexperimente bei verschiedenen Wellenldngen um diese Kante durchgefiihrt
werden. Da sich die Streubeitrige von Atomen in der Néhe ihrer Absorptionskante
verdndern  (anomale  Streuung), kann durch Messung bei  verschiedenen
Rontgenwellenldngen das Beugungsmuster der Rontgenstrahlung am Kristall verdndert
werden. Aus den Verdnderungen der Beugungsmuster kann auf die Lage (X,y,z) der Atome
mit anomalem Streubeitrag in der Elementarzelle zuriickgeschlossen werden. Diese
bekannten Positionen konnen anschlieBend zur Berechnung eines ersten Phasen-Datensatzes

herangezogen werden. Das Phasenproblem (s. Kapitel 2.3.1.6) wird bei dieser Methode also
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auf experimentellem Wege gelost. Voraussetzung ist die Anwesenheit von Atomen mit
einer Absorptionskante im Bereich der zur Verfiigung stehenden Rontgenwellenlédngen,
sowie die Verfligbarkeit einer Rontgenquelle mit variabler Wellenldnge, was i.a. nur bei

Synchrotron-Strahlquellen moglich ist.

Es soll hier nicht weiter auf die Theorie der Rontgenfluoreszenz eingegangen werden, da
solche Experimente in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt wurden (fiir weiterfiihrende
Literatur zu diesem Thema siehe beispielsweise McRee (1999)). Es muss jedoch
herausgestellt werden, dass die durchgefiihrten Fluoreszenz-Experimente in Kombination
mit Rontgendiffraktionsexperimenten (s. Kapitel 5.2.10) auf Fluoreszenzanregung mit
sichtbarem Licht bzw. mit UV-Licht beruhen und nicht auf Fluoreszenzanregung durch
Rontgenstrahlung. Die zugrundeliegenden Prinzipien und auch die erhaltenen Informationen
unterscheiden sich deshalb grundlegend von Rontgenfluoreszenz-Experimenten, und die

beiden Methoden sollten nicht miteinander verwechselt werden.

2.3.4 Datensammlung

2.3.4.1 Maogliche Strahlquellen fiir die Rontgendiffraktion

Mit entscheidend fiir den Erfolg eines Rontgen-Diffraktionsexperiments ist neben der
Kristallqualitit auch die Qualitdt der verwendeten Rontgenstrahlung. Strahlquellen fiir
Rontgenlicht lassen sich anhand verschiedener Parameter charakterisieren, von denen die
Intensitdt bzw. Brillianz der erzeugten Strahlung vermutlich die wichtigsten sind. Die
Strahlintensitdt gibt an, welche Anzahl von nutzbaren Photonen pro Zeiteinheit erzeugt
werden (Einheit: Photonen /s). Ein hoher Photonenfluss durch den Kristall bedeutet eine
geringe Wartezeit bei der Datensammlung und ist somit zu bevorzugen, wenn dadurch keine
anderen Nachteile in Kauf genommen werden miissen. Eine hohe Strahlintensitét ist
allerdings nutzlos, wenn der Rontgenstrahl nicht ausreichend fokussiert oder
monochromatisiert ist. Wenn der Strahldurchmesser grofler ist als der zu vermessende
Kristall, kann nur ein Teil der erzeugten Strahlung fiir das Diffraktionsexperiment genutzt
werden. Die iberschiissige  Strahlung fiihrt auflerdem zu einer erhdhten
Hintergrundstrahlung und mindert somit die Datenqualitit. Eine hohe Strahldivergenz
(groBer Offnungswinkel der Strahlung) verringert die Schirfe der erzeugten Rontgenreflexe,

und auch eine schlecht definierte Wellenldnge des Rontgenlichts mindert die Qualitédt der
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erhaltenen Diffraktionsdaten. All diese Parameter werden in der Brillianz zusammengefasst.
Die Brillianz ist die Strahlintensitidt dividiert durch den Strahldurchmesser, die
Strahldivergenz und die Bandweite BW der Strahlung (Einheit:
Photonen / (s * mm?® » mrad” * 0,1 % BW)).

Eine klassische Rontgenquelle ist die ,sealed tube“-Rontgenrohre. Der Aufbau ist

schematisch in Abbildung 9 dargestellt.

—® Beschleunigungs-Spannung @

Glihwendel

4 Glaswand
Kathode
Anode

®
Heizspannung
®

Be-Fenster

Abbildung 9: schematische Darstellung einer ,,sealed tube “-Rontgenréhre. Elektronen
werden in einer geheizten Glithwendel freigesetzt und durch eine Beschleunigungsspannung zur
Anode hin Dbeschleunigt. Durch Wechselwirkung mit dem Anodenmaterial wird
Rontgenstrahlung erzeugt, welche durch ein Beryllium-Fenster aus der Rontgenréhre austreten
kann.

In der Rontgenrohre werden aus einer Glithwendel durch eine Heizspannung Elektronen
herausgelost und dann durch eine hohe Beschleunigungsspannung in Richtung einer Metall-
Anode beschleunigt. Als Anodenmaterial wird meist Kupfer oder Molybdéin verwendet. Die
Elektronen werden in der Anode abgebremst und erzeugen durch elastische und inelastische
Wechselwirkungen mit dem Anodenmaterial Rontgenstrahlung, die dann seitlich durch ein
Beryllium-Fenster austreten kann. Bei der inelastischen Streuung werden Elektronen aus der
K-Schale der Atome des Anodenmaterials herausgelost. Beim Wiederauffiillen der K-
Schale entsteht ein fiir jedes Material charakteristisches Spektrum diskreter Rontgenlinien.
Da diese Linien im Vergleich zur durch elastische Streuung erzeugten Bremsstrahlung eine
sehr hohe Intensitit aufweisen, ist man besonders am Rontgenlicht aus diesen

charakteristischen Linien interessiert.
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In einer ,sealed tube“-Rontgenrohre ist der maximalen Strahlintensitit durch die
Autheizung des Anodenmaterials durch den auftreffenden Elektronenstrahl eine natiirliche
Grenze gesetzt. Diese Grenze kann durch eine rotierende Anode durchbrochen werden, da
hier die vom Elektronenstrahl getroffene Oberfliche stindig erneuert wird. In solchen
wrotating anode’* Rontgenrohren ist es moglich, eine hohere Strahlintensitidt und/oder eine
hohere Strahlbrillianz zu erzeugen. Allerdings sind diese Rohren auch deutlich teurer und

wartungsintensiver als ,,sealed tube*“-Rontgenrdhren.

In Synchrotron-Strahlquellen werden Elektronen oder Positronen in einer ringférmigen
Rohre mit oft mehreren 100 Metern Durchmesser beschleunigt. Um den Elektronen eine
kreisformige Bewegung aufzuzwingen, miissen sie stindig durch Magnete radial abgelenkt
werden. Wie jede beschleunigte Ladung verlieren die Elektronen dabei Energie in Form von
elektromagnetischer Strahlung. Diese Strahlung, die unter anderem auch im Rontgenbereich
abgegeben wird, besitzt einzigartige Eigenschaften. Durch Synchrotron-Strahlquellen ldsst
sich eine um mehr als 10'>-fach hohere Strahlbrillianz erzeugen als durch eine rotierende
Anode, was Synchrotron-Strahlquellen zu den wichtigsten Rontgenquellen fiir
hochauflosende Rontgen-Diffraktionsexperimente macht. Ein weiterer Vorteil ist die
Moglichkeit, durch variable Magnet-Anordnungen die Wellenlinge der erzeugten
Rontgenstrahlung zu variieren bzw. durch Verdnderung der Rontgenoptik einen geeigneten
Wellenlédngenbereich zu selektieren, was insbesondere fiir SAD- und MAD-Experimente

wichtig ist (s. Kapitel 2.3.1.6).

2.3.4.2 Diffraktionsexperimente nach der Laue-Methode

Diffraktionsexperimente nach der Laue-Methode sind die vielleicht &lteste Form von
Rontgen-Diffraktionsexperimenten, aber auch eine Methode die in vielerlei Hinsicht
Vorteile gegeniiber den heute {iblicheren Diffraktionsexperimenten unter Verwendung
monochromatischer Rontgenstrahlung aufweist. In Laue-Experimenten wird der Kristall
nicht mit monochromatischer Rontgenstrahlung vermessen, sondern es wird ein
polychromatischer Rontgenstrahl verwendet, wobei etwa ein Faktor von zwei bis drei
zwischen der niedrigsten und hochsten Wellenldnge eingehalten wird (beispielsweise
Strahlung in einem Wellenlingenbereich von 0,5-1,5A). Analog zu Abbildung 7 in
Kapitel 2.3.1.4 erfiillen nun alle Punkte des reziproken Gitters die Bragg’sche Gleichung

(1), welche im Bereich zwischen den jeweiligen Ewald-Kugeln mit Radius 1/0,5 A und
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1/1,5 A liegen. Dadurch ergibt sich also eine viel groBere Menge an Rontgenreflexen als
bei einem vergleichbaren Diffraktionsexperiment unter Verwendung monochromatischer
Strahlung. Rontgenbilder aus einem Laue-Experiment sind deshalb sehr komplex, was die
Auswertung der Daten stark erschwert. Des weiteren werden Kristalle mit sehr hoher
Qualitdt bendtigt, um einen auswertbaren Laue-Datensatz zu erhalten. Der Vorteil der Laue-
Methode liegt darin, dass im Optimalfall, bei ausreichend hoher Kristallqualitit und
Kristallsymmetrie und bei der richtigen Kristallorientierung, theoretisch mit einem einzigen
kurzen Rontgenpuls ein vollstdndiger Datensatz erhalten werden kann. Auch wenn in der
Praxis meist mehrere Diffraktionsbilder nach der Laue-Methode aufgezeichnet werden
miissen, um einen vollstindigen Datensatz mit akzeptabler Qualitdt und Redundanz zu
erhalten, wurden Laue-Experimente schon erfolgreich mit weniger als 200 ps langen
Rontgenpulsen durchgefiihrt (Rhodes, 2000; Srajer et al., 1996). Die Laue-Methode hat
somit ein hohes Potential fiir zeitaufgeldste rontgenkristallographische Untersuchungen, ist

jedoch aufgrund praktischer Limitierungen nur schwer anwendbar.

2.3.4.3 Detektoren

Fiir die Detektion von Rontgenstrahlung existiert eine Vielzahl an verschiedenen Detektor-
Systemen. Jeder Detektor hat spezifische Vor- und Nachteile. Die meisten Detektoren sind
in Form eines Fliachenzdhlers aufgebaut, aber auch punktformige Detektoren wie
Szintillationszéhler konnen aufgrund ihres hohen Dynamik-Bereichs (Verhiltnis zwischen
kleinstem und grofftem detektierbarem Signal) und aufgrund einer Absorptions-Effizienz
von fast 100 % fiir einige Anwendungen von Vorteil sein. Selbst eine so ,,veraltete Technik
wie die Datensammlung auf Rontgenfilmen kann in Spezialbereichen wie der Virus-
Kristallographie noch immer die Methode der Wahl sein, da die mdgliche rdumliche
Auflosung nach wie vor von keiner anderen Methode erreicht wird und der Detektor-Grofle
praktisch keine Grenzen gesetzt sind. ,,Multiwire “-Detektoren haben den Vorteil, dass nicht
nur die Position sondern auch die Energie von eintreffenden Rontgen-Photonen bestimmt
werden kann. Die mit Abstand am héaufigsten im Bereich der Rontgendiffraktion an
biologischen Makromolekiilen verwendeten Detektoren sind derzeit jedoch die
Bildspeicherplatten (image plate)- und CCD-Detektoren, wobei erstere zunehmend durch
CCD-Detektoren verdrangt werden.
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CCD-Detektoren (charge coupled device) zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitit, einen
hohen Dynamik-Bereich und eine sehr hohe Auslesegeschwindigkeit aus. Die Konstruktion
von groflen CCD-Detektoren ist technisch jedoch sehr aufwendig und wird oft in Form einer
2x2- oder 3x3-Matrix aus 4 bzw. 9 kleineren Detektor-Einheiten realisiert. Solche
Detektoren werden aufgrund ihres hohen Preises hauptsdchlich an Synchrotron-
Strahlquellen eingesetzt. CCD-Detektoren sind zwar prinzipiell in der Lage Rontgenlicht
direkt zu detektieren, allerdings wird aufgrund von technischen Notwendigkeiten meist erst
das Rontgenlicht in ein Signal aus sichtbarem Licht umgesetzt, welches dann vom CCD-
Detektor erfasst und in Form eines elektrischen Signals an einen Computer weitergegeben
wird. CCD-Detektoren eignen sich insofern auch hervorragend fiir den direkten Einsatz als

Detektoren fiir Licht im sichtbaren Wellenldngen-Bereich (s. Kapitel 5.2.9).
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2.4 Biologie und Biochemie der kleinen GTPase H-Ras p21

2.4.1 Guaninnukleotid-bindende Proteine (GNBPs)

Die kleine GTPase H-Ras p21 gehort zur Familie der Guaninnukleotid-bindenden Proteine
(GNBPs). Allen GNBPs gemein ist eine etwa 20 kDa grofe Guaninnukleotid-bindende
Doméne (G-Domine), die eine stark konservierte Struktur und molekulare Funktionsweise
aufweist. GNBPs konnen von einer aktiven, GTP-gebundenen Form zu einer inaktiven,
GDP-gebundenen Form hin- und herwechseln, wobei die Aktivierung und Inaktivierung
durch verschiedene Regulatoren beschleunigt oder verlangsamt werden kann. Zu den
GNBPs gehoren die Proteine der Ras-Superfamilie, die G,-Untereinheit der heterotrimeren
G-Proteine, Initiations-, Elongations- und Freisetzungsfaktoren, das
Signalerkennungspartikel und sein Rezeptor, die Proteine der Dynamin-Superfamilie, sowie
einige weitere Proteine mit einer G-Domine, die keiner dieser Klassen zugeordnet werden

konnen (z.B. die Septine).

2.4.2 GNBPs, die nicht der Ras-Superfamilie angehoren

GNBPs spielen eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von zelluldiren Regulationsprozessen.
Heterotrimere G-Proteine sind an verschiedenen Signal-Transduktionswegen beteiligt. Sie
bestehen aus den drei Untereinheiten G,, Gg und G,. Im inaktiven Zustand bindet die
G-Untereinheit GDP und bildet einen festen Komplex mit dem Heterodimer Gg,. Gg, wirkt
dabei als Inhibitor fiir die Dissoziation von GDP (guanine nucleotide dissociation inhibitor,
GDI) und bewirkt eine Koordination des heterotrimeren Komplexes Gog, an G-Protein-
gebundene Rezeptoren (G-protein coupled receptors, GPCRs). Wenn nun ein GPCR mit
einem Liganden wie z.B. einem Hormon interagiert, so 19st der gebildete Hormon-GPCR-
Komplex eine Konformationsdnderung in der Gg-Untereinheit eines assoziierten
heterotrimeren G-Proteins aus. Dies fiihrt zu einer verstirkten Dissoziation des gebundenen
Nukleotids, der Hormon-Rezeptor-Komplex wirkt also als Guaninnukleotid-
Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor, GEF). Da in der Zelle die
Konzentration an GTP etwa zehnmal hoéher ist als die Konzentration von GDP, wird
dadurch das an G, gebundene GDP groftenteils gegen GTP ausgetauscht. Das GTP-
gebundene G, (G,*GTP) hat keine hohe Affinitit zum Heterodimer Gg,, so dass der

Komplex in G, und Gg, dissoziiert. Beide Einheiten kénnen nun mit spezifischen Effektoren
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interagieren und dadurch ihren Beitrag zur Signalkaskade leisten. G, weist nur eine geringe
intrinsische GTPase-Aktivitit auf, die durch spezifische GTPase-aktivierende Proteine
(GTPase accelerating proteins, GAPs) stark beschleunigt werden kann. Durch die GTP-
Hydrolyse fallt ein aktiviertes G,*GTP wieder in den inaktiven Zustand G,*GDP zuriick und

kann erneut einen heterotrimeren Komplex mit Gg, bilden (McCudden et al., 2005).

G-Proteine, welche als Initiations-, Elongations- und Freisetzungsfaktoren in der
Protein-Biosynthese fungieren, sind beispielsweise IF-2, EF-TU, EF-G und RF-3. IF-2 ist an
der Initiation der Proteinsynthese beteiligt, indem es ein Methionin-beladenes Transfer-
RNA-Molekiil (transfer ribonucleic acid, tRNA) an die kleine Untereinheit des Ribosoms
dirigiert. Eine Doméne der groBen Untereinheit des Ribosoms wirkt als GAP fiir IF-2.
Durch die Hydrolyse von IF-2¢GTP zu IF-2¢GDP dissoziierten IF-2 und weitere
Initiationsfaktoren vom Ribosom. Bei der anschlieBenden Protein-Synthese ist EF-TU an
der Zufiihrung von beladenen Aminoacyl-tRNA-Molekiilen zum Ribosom beteiligt und
bewirkt weiterhin eine Erhdhung der Translationsgenauigkeit der Proteinbiosynthese. EF-G
bindet in der Ndhe der A-Bindungsstelle des Ribosoms. Durch Ribosom-stimulierte GTP-
Hydrolyse von EF-G*GTP zu EF-G*GDP werden Konformationsianderungen ausgeldst, die
eine Weiterbewegung der gebundenen tRNA mit naszierender Protein-Kette zur P-
Bindestelle des Ribosoms zur Folge haben. Beim Erreichen eines STOP-Codons auf der
mRNA sorgt das G-Protein RF-3 zusammen mit anderen Freisetzungsfaktoren schlieBlich

fiir das Beenden der Protein-Translation (Alberts et al., 2004).

Einige Proteine verfligen iiber bestimmte N-terminale Aminosduresequenzen (sogenannte
Signalsequenzen), die filir einen Transport der Proteine von der Cytosolseite des
Endoplasmatischen =~ Retikulums (ER) ins Lumen des ER sorgen. Das
Signalerkennungspartikel (signal recognition particle, SRP) erkennt diese Sequenzen,
noch wihrend das Protein im Ribosom synthetisiert wird. Das SRP bindet an den Komplex
aus Ribosom und naszierendem Protein und bringt diesen zur ER-Membran. Dies wird
durch eine Bindung des SRP an seinen auf der ER-Membran lokalisierten Rezeptor (signal
recognition particle receptor, SR) bewerkstelligt. Das Signalerkennungspartikel interagiert
dabei mit seinem Rezeptor iiber eine fiir GNBPs ungewohnliche, hochgradig kooperative
Interaktionsfliche. Die GTP-bindenden Dominen der beiden Molekiile bilden ein
gemeinsames aktives Zentrum und erhohen dabei gegenseitig ihre GTPase-Aktivitdt. An der
Membran wird der Komplex aus Ribosom und naszierendem Protein an die

Transportmaschinerie (translokon) libergeben, die fiir einen Transport des entstehenden
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Proteins durch die ER-Membran verantwortlich ist. Nachdem der Komplex aus Ribosom
und naszierendem Protein weitergegeben wurde, dissoziiert der Komplex aus SRP und SR,

und das SRP kann eine neue Signalerkennungssequenz binden.

Proteine der Dynamin-Superfamilie sind an verschiedenen Prozessen wie der
Abschniirung von Transportvesikeln und der Abwehr von viralen oder mikrobiellen
Pathogenen beteiligt. Die Rolle von Dynamin wird dabei hauptsdchlich als die eines
mechanochemischen Enzyms angenommen. Wiahrend des Wachstums eines Vesikels lagern
sich Dynamin-Molekiile in Form einer Helix um den Vesikel-Hals und verengen diesen,
wobei Dynamin noch weitere Proteine zur Unterstiitzung an die Membran zieht. Die
Aneinanderlagerung einer kritischen Menge von Dynamin-Molekiilen fithrt zu einer
kooperativen Erhohung der GTPase-Aktivitit, wobei Dynamin als sein eigenes GAP
fungiert. Durch eine Konformationsianderung wéhrend der GTP-Hydrolyse verldangert sich
der Helix-Windungsversatz (helix pitch) der Dynamin-Helix. Dadurch wird der Vesikel-
Hals gestreckt, und die Verbindung zwischen Vesikel und Muttermembran reifit ab
(Praefcke und McMahon, 2004). Die genaue Funktion von Dynamin wird derzeit noch
kontrovers diskutiert, so ist beispielsweise neben dem mechanochemischen Modell auch
eine hauptsidchlich regulatorische Funktion der Dynamin-Proteine bei der Vesikel-

Abschniirung denkbar (Praefcke und McMahon, 2004).

2.4.3 GNBPs der Ras-Superfamilie

2.4.3.1 Allgemeine Eigenschaften

Proteine der Ras-Superfamilie fungieren als GDP/GTP-regulierte molekulare Schalter
(Vetter und Wittinghofer, 2001). Fiir die Bindung des Nukleotids und die Funktion als
molekularer Schalter ist ein konservierter Strukturbereich verantwortlich, der den
Aminosduren 5-166 in Ras entspricht und als G-Doméne bezeichnet wird. Das Nukleotid
bindet in Form eines trimeren Komplexes der Form Ras*GXP*Mg*" an die G-Doméine. Das
Magnesium-Ion sorgt dabei fiir einen Ladungsausgleich des negativ geladenen Nukleotids
und geht diverse essentielle Wechselwirkungen ein. GTP-gebundene Proteine der Ras-
Superfamilie befinden sich im aktiven Zustand und kehren unter Hydrolyse von GTP in den
GDP-gebundenen, inaktiven Zustand zuriick. Die G-Doméine durchlduft bei einer

Verdanderung des Nukleotid-Zustands konformelle Verdnderungen, die hauptsédchlich in
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zwei Regionen lokalisiert sind: der Schalter-Region I (switch I, Ras Aminoséurereste 30-38)
und der Schalter-Region II (switch 11, Ras Aminosédurereste 59-67). Hauptséachlich durch die
Verdnderungen in den Schalter-Regionen sind regulatorische Proteine und Effektoren in der
Lage, den Nukleotid-Zustand eines Proteins der Ras-Superfamilie zu ,,messen* und z.B.
selektiv mit bestimmten Nukleotid-Zustdnden zu interagieren. In einigen Féllen kommen
noch weitere Bereiche hinzu die beim Wechsel zwischen dem aktiven und inaktiven
Zustand Verdnderungen durchlaufen. So weisen Arf-Proteine beispielsweise einen N-
terminalen Bereich auf, der eine Membranwechselwirkung im GTP-gebundenen Zustand

erlaubt (Wennerberg et al., 2005).

Es gibt zwei Hauptklassen von Proteinen, welche den Nukleotid-Gehalt von Proteinen der
Ras-Superfamilie regulieren. GTPase-aktivierende Proteine (GTPase activating proteins,
GAPs) beschleunigen die intrinsisch sehr langsam ablaufende GTPase-Aktivitit, was flir
eine schnelle Ras-Inaktivierung notwendig ist. Guaninnukleotid-Austauschfaktoren
(guanine-nucleotide exchange factors, GEFs) erhohen die Geschwindigkeit des Nukleotid-
Austausches. Da in lebenden Zellen die GTP-Konzentration etwa 10 mal hoher ist als die
Konzentration an GDP, stellt sich dadurch ein Gleichwicht mit hauptsichlich GTP-

gebundenem Protein ein, GEFs wirken auf Ras-Proteine also aktivierend (s. Abbildung 10).

Ras*GDP
P, GTP

Ras*GDP @

Hzo GDP

Effektorbindung

Abbildung 10: Ras als molekularer Schalter. GEFs wirken durch eine Beschleunigung
des Nukleotidaustauschs von GDP zu GTP aktivierend, wiahrend GAPs die GTPase-Effizienz
von Ras erhohen und somit inaktivierend wirken. Im aktivierten Zustand ist Ras in der Lage, an
Effektoren zu binden.

Fiir einige Mitglieder der Ras-Superfamilie ist eine weitere Art regulatorischer Proteine
beschrieben, die  Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren  (guanine  nucleotide

dissociation inhibitors, GDIs) Diese fithren zu einer verringerten Aktivierbarkeit der Ras-
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Proteine und damit zu einer Modulation der Signalamplitude bei Aktivierung eines Ras-

abhingigen Signalweges.

Neben der G-Domine weisen fast alle Proteine der Ras-Superfamilie eine C-terminale
Aminosduresequenz auf, an der durch post-translationale Modifikationen Lipide wie eine
Farnesyl-Gruppe oder eine Geranylgeranyl-Gruppe gebunden werden konnen, was fiir die
Interaktion mit bestimmten Membranbereichen oder subzelluldren Regionen von Bedeutung

ist.

2.4.3.2 Unterteilung der Ras-Superfamilie

Die Ras-Superfamilie kleiner GTPasen ist eine ausgesprochen vielseitige Gruppe von
Proteinen, die an einer grofBen Zahl zelluldrer Prozesse beteiligt ist. Sie besitzt alleine liber
150 humane Mitglieder (Wennerberg et al., 2005). Anhand von Sequenz- und
Funktionsmerkmalen unterscheidet man die fiinf wichtigsten Hauptgruppen Ras, Rho (Ras
homologous), Rab (Ras-like proteins in brain), Ran (Ras-like nuclear proteins) und Arf
(ADP-ribosylation factor family). Zusétzlich sind noch eine Reihe von weiteren Gruppen
(Rad, Rheb, Rit, Rag) bekannt, deren Funktion bisher nur teilweise verstanden ist und auf

die hier nicht ndher eingegangen werden soll.

Proteine der Ras-Untergruppe sind an der Signalweiterleitung beteiligt und regulieren
Prozesse wie die Gen-Expression, die Zell-Proliferation und Differenzierung sowie
Apoptose. Sie werden nach einer externen Stimulation aktiviert und wirken als Umwandler
und Gabelungssignalproteine, welche die Natur des empfangenen Signals &ndern und in
viele stromabwirts fiihrende Richtungen weiterleiten. Der am besten charakterisierte Ras-
Signalweg ist die liber MAP-Kinasen verlaufende reversible Phosphorylierung von Serin
und Threonin. Dieser Signalkaskade-Mechanismus ist in grofBerem Detail in Kapitel 2.4.4.1
dargestellt. Mutationen, die zu einer permanenten Aktivierung von Proteinen der Ras-
Untergruppe fiihren, sind ein hdufiger Grund fiir Krebs. Es wird geschitzt, dass etwa 30 %

aller menschlichen Tumore eine hyperaktive Ras-Mutation aufweisen.

Proteine der Rho-Unterfamilie sind unter anderem fiir die Regulation der Organisierung des
Actin-Cytoskeletts, der Genexpression und des Zell-Zyklus verantwortlich. Mit mehr als 60
bekannten Aktivatoren (GEFs) und 70 bekannten Inaktivatoren (GAPs) im menschlichen
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Genom werden die Rho-Proteine sehr sorgfaltig reguliert, was ihre zentrale Bedeutung fiir

die eukaryotische Zelle unterstreicht (Etienne-Manneville und Hall, 2002).

Rab-Proteine bilden mit 61 Mitgliedern die groffte Untergruppe der Ras-Proteine (Pereira-
Leal und Seabra, 2001). Sie sind fiir die Regulation des intrazelluliren Vesikel-Transports
und fiir den Austausch von Proteinen zwischen verschiedenen Organellen verantwortlich
(Zerial und McBride, 2001). Dabei werden die Rab-Proteine von einem GEF auf der Donor-
Membran aktiviert und binden bei der Abspaltung eines Vesikels an die Vesikelmembran.
An der Ziel-Membran interagieren Sie mit einem spezifischen Effektor und stellen somit
den ersten Kontakt zwischen dem Transport-Vesikel und seiner Zielmembran her. Sie sind

somit zusammen mit den SNARE-Proteinen an der Zielfindung der Vesikel beteiligt.

Ran ist fiir den Im- und Export von Proteinen und RNA in bzw. aus dem Zellkern
verantwortlich. Anders als bei anderen kleinen GTPasen ist die Funktion von Ran von
einem rdumlichen Gradienten seiner GDP- und GTP-gebundenen Form abhingig. Die Ran-
Aktivierung erfolgt durch ein spezifisches GEF im Zellkern, wihrend die GTPase-Aktivitit
durch GAPs im Cytoplasma erhoht wird. Fiir den Transport zwischen Zellkern und
Cytoplasma bindet Ran*GTP im Zellkern an einen beladenen Kernimportrezeptor
(Importin), sorgt fiir die Freisetzung seiner Fracht und eskortiert ihn zuriick ins Cytoplasma.
Fiir den Export aus dem Zellkern eskortiert Ran*GTP in analoger Weise einen beladenen

Zellexportrezeptor (Exportin) vom Zellkern ins Zytoplasma.

Proteine der Arf-Unterfamilie sind an verschiedenen Schritten der Regulation des
vesikuldren Transports beteiligt. Sie aktivieren vesikuldre Hiillproteine und regulieren die
Bildung von Vesikelhiillen. Arf-Proteine besitzen durch post-translationale Modifikation
eine N-terminale Myristat-Gruppe, durch die sie in ihrer GTP-gebundenen Form an

Membranen binden konnen.
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2.4.4 Ras

2.4.4.1 Die biologische Funktion von Ras

Ras wurde zuerst in Form des hyperaktiven Produkts eines mutierten Ras-Gens in tumor-
induzierenden Viren entdeckt, das die Entwicklung von Krebs fordert. Es gibt drei humane
Ras-Gene: H-Ras, K-Ras und N-Ras. H-Ras und K-Ras wurden nach ihren Entdeckern
Harvey bzw. Kirsten benannt. N-Ras wurde aus einer Neuroblastoma-Zelllinie isoliert. Die
viralen Ras-Proteine weisen Punktmutationen an den Positionen 12 und 59 ihrer
Aminosduresequenz auf. Diese Verdnderungen fithren zu einer verminderten GTPase-
Aktivitdit und damit zu einer dauerhaften Aktivierung des Proteins (Bos, 1989).
Punktmutationen im Ras-Gen spielen nicht nur bei viral bedingten Tumoren eine Rolle. In
etwa 30 % aller menschlichen Tumore werden Punktmutationen an den Positionen 12, 13

oder 61 der Aminosduresequenz diagnostiziert.

Ras-Proteine besitzen ein Molekulargewicht von etwa 21 kDa, woraus sich auch die
Bezeichnung Ras p21 ableitet. Sie werden post-translational durch proteolytische Spaltung
von drei terminalen Aminosduren, Carboxymethylierung und Farnesylierung iiber
Thioetherbindungen an C-terminalen Cystein-Resten modifiziert. H- und N-Ras werden
zusitzlich C-terminal palmitoyliert. Diese Modifikationen fiihren zu einer Lokalisierung an
der Plasmamembran, was fiir ihre biologische Aktivitit essentiell ist. Fiir die Aktivitit als
molekularer Schalter sind die C-terminalen Aminosédurereste jedoch nicht von Bedeutung:
Ein verkiirztes Protein, das nur die Aminosdurereste 1-166 aufweist, zeigt eine mit dem
Wildtyp vergleichbare GTPase-Aktivitit und ist in der Lage zur Komplexbildung mit Ras-
spezifischen Effektoren. Da solche verkiirzten Proteine gut wasserloslich und somit leicht
handhabbar sind, werden sie hdufig in strukturbiologischen Untersuchungen anstelle des

Wildtyp-Proteins verwendet.

Die biologische Funktion von Ras liegt in der Regulation von Signal-Transduktionswegen,
die zu Zell-Proliferation, Differenzierung und Apoptose fithren. Der am besten untersuchte
Ras-Signaltransduktionsweg, der auch eine wichtige Rolle bei der Transformation einer

Zelle in eine potentielle Tumorzelle spielt, soll im Folgenden exemplarisch erldutert werden.
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Abbildung 11: Aktivierung von Ras durch eine aktivierte Rezeptor-Tyrosin-Kinase
(Erléuterungen siche Text). Entnommen aus Alberts ef al. (2004). Einer der durch das aktivierte
Ras aktivierten Signalwege ist in Abbildung 12 dargestellt.

Die Aktivierung der Signalkaskade beginnt mit der Anlagerung von extrazelluldren Signal-
Molekiilen an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs). RTKs sind transmembrane Proteine mit
einer extrazelluldren Bindungsdoméne fiir den Liganden, einem transmembranen Segment
und einer intrazelluldren Kinasedoméne. Die Ligandenbindung fiihrt zur Dimerisierung der
RTKSs, wodurch die intrazelluldren Kinasedoménen in rdumliche Nidhe zueinander kommen
und sich gegenseitig an Multi-Tyrosin-Bereichen iiber Kreuz phosphorylieren. An die
phosphorylierten Kinasedoménen konnen nun Signalproteine wie das Adapterprotein Grb-2
binden, welches wiederum an das Ras-spezifische GEF Sos (son of sevenless) bindet. Die
Gruppierung aus RTK + Grb-2 + Sos bringt Sos in die Position, aus der es benachbarte Ras-
Molekiile aktivieren kann. Nach seiner eigenen Aktivierung aktiviert Ras wiederum
verschiedene andere Signalproteine, wodurch das Signal iiber mehrere Wege stromabwirts
geleitet wird. Einer der iliber Ras aktivierten Signalwege ist eine Serin/Threonin-
Phosphorylierungskaskade, die in vielen eukaryotischen Zellen in hoch konservierter Form

erhalten geblieben ist (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Aktivierung einer Protein-Phosphorylierungskaskade durch Ras
(Erlauterungen siehe Text). Entnommen aus Alberts et al. (2004).

Um die relativ kurzlebigen Tyrosin-Phosphorylierungen und die Aktivierung von Ras in
eine nachhaltige Stimulierung von Zellen zur Proliferation und Differenzierung
umzuwandeln, wird eine Reihe von deutlich langlebigeren Serin/Threonin-
Phosphorylierungen ausgelost. Viele Serin/Threonin-Kinasen nehmen an dieser Kaskade
teil, von denen drei das zentrale Modul der Kaskade darstellen. Die letzte dieser drei
Kinasen wird als Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAP-Kinase) bezeichnet. Ras aktiviert
eine MAP-Kinase-Kinase-Kinase, die im Ras-Signalweg der Sdugetiere als Raf bezeichnet
wird. Raf sorgt fiir die Phosphorylierung der MAP-Kinase-Kinase MEK, welche wiederum
die MAP-Kinase Erk phosphoryliert. Erk dringt z.B. in den Kern ein und phosphoryliert

verschiedene Komponenten eines Genregulatorkomplexes.
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2.4.4.2 Architektur der Guaninnukleotid-Bindungstasche

An der GTP-Bindung von Ras sind verschiedene Sequenzmotive beteiligt, die in allen Ras-
Proteinen konserviert sind. Je nach der Art der Wechselwirkungen bezeichnet man die
Sequenzmotive mit G1, G2 und G3 (Bindung der Guaninbase) und PM1, PM2 und PM3
(Bindung der Phosphatgruppen und des Mg*"-Ions). Die relevanten Wechselwirkungen
zwischen diesen Sequenzmotiven mit dem GTP-Analogon GppNHp sind in Abbildung 13

schematisch dargestellt.

(e ]
Gly10 mc |0--.... I [ Vai20 mc |
W ;
N oyl 7% W on M ~-HN
O HN O (@)
R <~ .................. -
ClJ . c'> c|> N/‘\/N\HA.,\ O,C
st H
NHT S s HN H
[asme o [ug], . S
\HN H
o0 N 0-HO—| Thr114
NS
o’
PM1 Gl PM2 PM3 G2 G3
1\0 %g 35 57 11[6 1‘}1
IGYoXGKS/T|  |[FrY] IDxxGQ/H/T| | N/TKxD| | F/YXExSA |

Abbildung 13: Die Motive der G-Doméne. Dargestellt ist das Nukleotid GppNHp, das
Mg**-Ton und die fiir eine Bindung an Ras ausgebildeten Hauptkettenkontakte (mc) und
Kontakte durch Aminosdureseitenketten. Im unteren Kasten sind die konservierten Motive der
G-Domine aufgefiihrt (PM: Koordination von Phosphatgruppen und Mg*"-Ion, G: Koordination
der Guaninbase). Die Aminoséurereste sind im Einbuchstabencode angegeben (x = beliebiger
Aminosdurerest). Die Nummerierung bezieht sich auf die Aminosduresequenz von Ras. Nach
Zerial und Huber (1995).

Die Aminosdurereste des PMI1-Motivs (GxxxxGKS/T) sind an verschiedenen
Wechselwirkungen mit den Phosphatgruppen des Nukleotids und mit dem Mg*'-Ion
beteiligt. Die Motive PM2 (T) und PM3 (DxxGQ/H/T) befinden sich in Regionen von Ras,
die wihrend des Schaltvorgangs von Ras grofle Konformationsdnderungen durchlaufen.
Durch Wechselwirkungen von Thr-35 aus der Schalter-Region I und Gly-60 aus der
Schalter-Region II mit dem y-Phosphat des Nukleotids werden die Schalter-Regionen in

einer Konformation gehalten, die den aktiven Zustand des Proteins charakterisiert. Durch
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Hydrolyse von GTP entfallen diese Wechselwirkungen, und die Schalter-Regionen

relaxieren zu einer neuen Konformation, die dem inaktiven Zustand von Ras entspricht.

Der Phenylring von Phe-28 aus Motiv G1 (F/Y) steht senkrecht zur Guaninbase und tragt
iiber elektrostatische Wechselwirkungen zur Bindung der Base bei. Einen entscheidenden
Beitrag fiir die Spezifitdt der Nukleotidbindung leistet das konservierte Asp-119 des G2-
Motivs (N/TKxD). Es bildet iiber seine Seitenkette zwei Wasserstoffbriickenbindungen mit
der Guanin-Base aus. Ein Austausch dieser Aminosdure gegen Asparagin fiihrt zu einer
Verdanderung der Spezifitit der Nukleotidbindung von Guanin zu Xanthin (Hwang und
Miller, 1987; Schmidt et al., 1996). Die Wasserstoftbriickenbindung von Ala-146 aus dem
G3-Motiv (F/YXExSA) mit der Guanin-Base ist ma3geblich fiir die Diskriminierung gegen
Adenin-Nukleotide (Rensland et al., 1995).

2.4.4.3 Mechanismus der GTP-Hydrolyse

Der Mechanismus der GTP-Hydrolyse von Ras ist in der Vergangenheit ausgiebig
untersucht worden. Eine der Fragestellungen war die Funktion von GAPs bei der GTP-
Hydrolyse, welche die Reaktionsgeschwindigkeit um mehrere Gréfenordnungen
beschleunigen. Es wurden zwei Modelle diskutiert, welche die Beschleunigung der GTP-
Hydrolyse erkldren sollten. Im ersten Modell wurde davon ausgegangen, dass Ras an sich
die Fahigkeit zu einer schnellen Hydrolyse besitzt und dass GAPs lediglich eine
ratenlimitierende Isomerisierungsreaktion beschleunigen. Im zweiten Modell wurde ein
direkter Einfluss der GAPs auf die GTP-Hydrolyse angenommen. Die Kokristallisation von
Ras mit GDP, AlF; und der katalytischen Doméne von p120-GAP (GAP-334) lieferten den
Beweis fiir das zweite Modell (Ahmadian et al., 1997; Scheffzek et al., 1997).
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Abbildung 14: Struktur eines Komplexes aus Ras (griin), GDP (orange), AlF;
(magenta) und GAP-334 (blau). Zusitzlich sind Arg-789 (gelb) und Arg-903 (rosa) von GAP-
334 gezeigt. Entnommen aus Kramer (2001).

Der Ras*GDP+AlF;*GAP-334-Komplex #hnelt dem Ubergangszustand wihrend der
Hydrolyse von GTP. Dabei ersetzt AlF; die y-Phosphatgruppe des Nukleotids. Es ist zu
erkennen, dass GAP-334 {ber eine sogenannte Finger-Schleife in die Nukleotid-
Bindungstasche hineinragt. Dabei kontaktiert die Seitenkette des katalytischen Arg-789 die
B-Phosphatgruppe des Nukleotids und AlF;. Die Seitenkette von Arg-903 stabilisiert das
katalytische Arg-789. Uber einen Hauptkettenkontakt stabilisiert Arg-789 zusitzlich Glu-61
von Ras. Glu-61 wiederum kontaktiert AIF; und das nukleophile Wassermolekiil, das fiir die
GTP-Hydrolyse von zentraler Bedeutung ist. Eine Mutation an Position 61 fiihrt zu einer

verminderten Hydrolyserate fiir GTP und wird hédufig in Tumor-Zellen gefunden.

Die Natur des Ubergangs-Zustands, der wihrend der GTP-Hydrolyse durchlaufen wird,
wird noch immer kontrovers diskutiert. Die Diskussion konzentriert sich dabei
hauptsichlich auf die Frage, ob der Ubergangszustand dissoziativer oder assoziativer Natur
ist. Bei einem dissoziativen Mechanismus wiirde die Anhydrid-Briicke zwischen  und y-
Phosphatgruppe des Nukleotids zundchst aufgelost werden, bevor ein Wassermolekiil
nukleophil an das aus der y-Phosphatgruppe entstandene Metaphosphat angreift. Bei diesem
Mechanismus wiirde also ein Metaphosphat-ahnlicher Zustand PO;*" mit P,-O, bzw. P,-Og -

Abstinden groBer 3,4 A durchlaufen werden. Bei einem assoziativen Mechanismus erfolgt
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die Bindung zum katalytischen Wassermolekiil, bevor die Bindung zum Sauerstoff Og,
gebrochen wird. Dabei konnte ein pentavalentes Oxy-Phosphoran-Intermediat mit P,-O,

bzw. P,-Op,-Abstinden von etwa 1,7 A entstehen (s. Abbildung 15, b).
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Abbildung 15: Mogliche Mechanismen fiir die GTP-Hydrolyse in GTP-bindenden
Proteinen. Bei einem dissoziativen Mechanismus wiirde ein Metaphosphat-dhnlicher Zustand
PO,* mit P,-O, bzw. P,-Og,-Abstinden groBer 3,4 A durchlaufen werden. Bei einem
assoziativen Mechanismus konnte ein pentavalentes Oxy-Phosphoran-Intermediat mit P,-O,
bzw. P,-Op,-Abstinden von etwa 1,7 A entstehen. Entnommen aus Wittinghofer (2006).

Wiéhrend einige Untersuchungen eher auf einen assoziativen Reaktionsmechanismus
hindeuten, sprechen andere Experimente mehr fiir einen dissoziativen Mechanismus. Eine
aktuelle Arbeit von Wittinghofer (2006) fasst die Diskussion um den Mechanismus der
GTP-Hydrolyse anschaulich zusammen. Zusammenfassend kann davon ausgegangen
werden, dass kein einheitlicher Reaktionsmechanismus fiir die GTP-Hydrolyse in
verschiedenen GTP-bindenden Proteinen oder fiir die intrinsische bzw. GAP-stimulierte
Hydrolyse existiert. Um eine GesetzmdBigkeit zu finden, in welcher Art ein System
beschaffen sein muss um den einen oder anderem Reaktionsweg zu bevorzugen, sind in
Zukunft noch weitere Experimente sowohl experimenteller als auch theoretischer Natur

notwendig.
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2.4.5 Rontgenographische Untersuchungen an H-Ras p21

Da H-Ras p21 in seiner unverkiirzten Form nur schwer kristallisiert werden kann, wurde fiir
rontgenkristallographische Untersuchungen meist ein C-terminal verkiirztes Protein mit
Aminoséureresten 1-171 (de Vos et al., 1988; Milburn et al., 1990; Prive et al., 1992; Tong
et al., 1989; Tong et al., 1991) oder mit Aminoséureresten 1-166 (Krengel ef al., 1990; Pai
et al., 1989; Pai et al., 1990; Scheidig et al., 1995; Schlichting et al., 1990) verwendet. Auch
das intakte Protein mit allen 189 Aminosdureresten konnte kristallisiert werden, jedoch
zeigte sich, dass die C-terminalen Aminosdurereste keine geordnete Struktur einnehmen
(Milburn et al., 1990), was auch die bessere Kristallisierbarkeit der verkiirzten Formen
erklart. Die C-terminalen Aminosdurereste sind hauptsdchlich fiir eine Lokalisierung an der
Plasmamembran notwendig, nicht jedoch fiir die Funktion der G-Doméne selbst. H-Ras p21
mit mindestens seinen ersten 166 Aminosduren zeigt normale GTPase-Aktivitit (de Vos et
al., 1988; John et al., 1989) und ist in der Lage, mit Ras-spezifischen Effektoren zu

interagieren.

Ein Vergleich der Réntgenstrukturdaten des Komplexes H-Ras p21+GDP*Mg*" (Milburn ez
al., 1990; Tong et al., 1991) mit dem Komplex aus H-Ras p21 mit Mg2+ und einem der
hydrolysestabilen GTP-Analoga GppNHp (Pai et al., 1990) oder GppCH,p (Milburn et al.,
1990) zeigt, dass Konformationsédnderungen wihrend der GTP-Hydrolyse hauptsdchlich in
zwei Regionen des Proteins auftreten. Eine dieser Regionen, die als Schalterregion I
(switch T) bezeichnet wird, bildet einen Teil der Mg”"-Bindungsstelle. Sie umfasst in H-Ras
p21 etwa die Aminosduren 30-38. Die zweite mobile Region wird als Schalterregion II
(switch 1) bezeichnet und umfasst etwa Aminosduren 59-67. Sie bildet die Bindungsstelle
fiir die y-Phosphatgruppe des Nukleotids. Die Verwendung von GTP-dhnlichen Nukleotid-
Analoga wie GppNHp und GppCHyp ist fiir eine mechanistische Betrachtung der GTP-
Hydrolyse kritisch, da das gegen Stickstoff bzw. Kohlenstoff ersetzte Sauerstoff-Atom
direkt an der wihrend der GTP-Hydrolyse zu spaltenden Bindung beteiligt ist. Um einen
realistischeren Ubergangszustand von H-Ras p21 in Komplex mit GTP zu erhalten, wurde
das Protein deshalb mit dem lichtempfindlichen, hydrolysestabilen Nukleotid-Analogon
Guanosin-5'-triphosphat-P°-[ 1-(2-nitrophenyl)-ethyl-ester] (caged GTP) kokristallisiert
(Schlichting et al., 1989). Durch Bestrahlung des Kristalls mit UV-Licht kann das Nukleotid
in GTP und 2-Nitrosoacetophenon gespalten werden (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Freisetzung von GTP und 2-Nitrosoacetophenon durch Bestrahlung von
caged GTP mit UV-Licht.

Durch diese Methode kann also ein homogener, kristalliner Komplex H-Ras p21GTP
erzeugt werden, was durch direkte Kokristallisation mit GTP aufgrund der zu hohen
Hydrolysegeschwindigkeit von H-Ras p21 nicht moglich wire. Da H-Ras p21 auch im
kristallinen Zustand aktiv ist, wird GTP im Kristall langsam zu GDP hydrolysiert. Es muss
deshalb die Aufzeichnung eines vollstindigen kristallographischen Datensatzes
gewdhrleistet werden, bevor eine signifikante Menge GTP zu GDP hydrolysiert wurde.
Dazu wurden Diffraktionsexperimente nach der Laue-Methode (s. Kapitel 2.3.4.2)
angewandt, bei der durch Verwendung von polychromatischer Roéntgenstrahlung eine
erheblich schnellere Datensammlung erreicht wird, als mit monochromatischer Strahlung
moglich ist (Scheidig et al., 1994; Schlichting et al., 1990). Ein vollstandiger Datensatz
konnte so innerhalb von wenigen Minuten nach Photolyse von caged GTP gewonnen

werden.

Die Entwicklung der Kryo-Kristallographie (Garman und Schneider, 1997; Rodgers, 1997)
eroffnete eine weitere elegante Methode, um kurzlebige Intermediate wie H-Ras p21+GTP
lange genug zu stabilisieren, um einen vollstindigen Datensatz vom Intermediat-Zustand
aufnehmen zu konnen. Dabei wird der Proteinkristall nicht bei Raumtemperatur in einer
Kapillare, sondern in einem kalten Gasstrom bei etwa 100 K in einer Nylon-Schleife
stabilisiert. Mit dieser Methode wurde beispielsweise von Scheidig et al. (1999) ein
rontgenographischer Datensatz des Komplexes H-Ras p21*GTP aufgenommen, welcher
eine im Vergleich zu frilheren Laue-Experimenten deutlich hohere Datenqualitit aufwies.
Interessanterweise wurde eine Temperaturabhingigkeit in der Position einiger

Wassermolekiile festgestellt. Es wurde diskutiert dass diese Temperaturabhingigkeit
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moglicherweise von unterschiedlichen Energie-Potentialfunktionen einiger
Wasserpositionen herriihrt, die bei der GTP-Hydrolyse eine Rolle spielen, aber zu kurzlebig
sind um bei Raumtemperatur beobachtet werden zu koénnen. In diesem Fall konnten
moglicherweise aus der Anndherung eines Wassermolekiils an das y-Phosphoratom des
Nukleotids bei 100 K einige Riickschliisse auf den Mechanismus der GTP-Hydrolyse
gezogen werden (Scheidig et al, 1999). Man erkennt, wie selbst kleinste
Detailinformationen einen entscheidenden Beitrag zum Verstindnis der Funktion eines

Proteins liefern konnen.

2.4.6 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen an H-Ras p21

Neben einer hohen rdaumlichen Auflosung der Proteinstruktur, welche durch Rontgen-
Diffraktionsexperimente gewonnen werden kann, ist auch eine hohe zeitliche Auflésung der
Verinderungen wiinschenswert, die bei einer Reaktion wie z.B. der GTP-Hydrolyse
durchlaufen werden. Da Rontgen-Diffraktionsexperimente fiir die Verfolgung zeitlicher
Verdanderungen in einem Protein nur sehr bedingt geeignet sind, wurden dafiir hdufig
fluoreszenzspektroskopische Methoden an dem Protein in wéssriger Losung eingesetzt.
H-Ras p21 besitzt kein intrinsisches Tryptophan, aber es enthdlt neun Tyrosin-Reste, die
iiber die gesamte Proteinlinge verteilt sind. Es ist nicht iiberraschend, dass
Fluoreszenzidnderungen, welche durch Nukleotidbindung, Nukleotidaustausch, oder durch
GTP-Hydrolyse verursacht werden, aufgrund der geringen intrinsischen Fluoreszenz
ebenfalls sehr gering ausfallen. Eine Moglichkeit, um die intrinsische Fluoreszenz zu
erhohen, ist die ortsgerichtete Mutagenese einer geeigneten Aminosaure zu Tryptophan. Es
wird dabei eine Position gewdhlt, die mit groBer Wahrscheinlichkeit durch Ereignisse im
aktiven Zentrum des Proteins beeinflusst wird (Antonny et al., 1991; Skelly et al., 1990,
Yamasaki et al, 1994). Eine andere Moglichkeit ist die Verwendung von
fluoreszenzmarkierten Nukleotiden wie mant GTP oder mant dGppNHp. Mant-Nukleotide
wurden fiir die Untersuchung von Bindungskinetiken (John et al., 1990), der GTPase-
Kinetik (Moore et al., 1993; Neal et al, 1990; Rensland et al., 1991) sowie des
Mechanismus der GAP-Interaktion (Moore et al., 1993; Rensland et al., 1991) verwendet.
Bei der Bindung eines dieser Nukleotide an H-Ras p21 wird ein grofler Fluoreszenzanstieg
beobachtet, der durch eine Verminderung von Fluoreszenz-16schenden Wechselwirkungen

hervorgerufen wird. Bei der anschlieBenden Hydrolyse im Falle von mant GTP wird eine
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kleinere Fluoreszenz-Abnahme beobachtet, die vermutlich auf der Bewegung von Tyr-32
wihrend der mant GTP-Hydrolyse herriihrt (Schlichting et al., 1990). Fiir eine detaillierte
Interpretation der beobachteten Fluoreszenzidnderung wurden Rontgen-
Diffraktionsexperimente am Komplex aus H-Rasp2lemant GppNHp durchgefiihrt
(Scheidig et al., 1995), welche die Wechselwirkung von Tyr-32 mit der mant-Gruppe des
Nukleotids belegen. Anhand dieser Arbeit wurde die Moglichkeit vorgeschlagen, einen an
Aminosdurerest 32 angebrachten Fluorophor als Indikator fiir den Zustand der Effektor-
Schleife (Schalter-Region I) in kinetischen Untersuchungen in Lésung und potentiell auch
in kristalliner Form zu verwenden. Die beschriebenen Experimente sind ein gutes Beispiel,
um die Vorteile einer Kombination von fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen mit

Rontgen-Diffraktionsexperimenten zu verdeutlichen.

Eine weitere Moglichkeit der Fluoreszenzmarkierung ist die kiinstliche Einbringung von
kovalent an das Protein gebundenen Fluorophoren. Dies hat den Vorteil, dass man nicht auf
die natiirlich vorkommenden fluoreszenten Aminosduren beschrinkt ist. Durch eine
Kombination von ortsgerichteter Mutagenese und der spezifischen Kopplung von
verschiedenen Thiol-reaktiven Fluorophoren konnte A. Krdmer gezielt Fluoreszenzsonden
in der Néhe des aktiven Zentrums und von Effektor-Interaktionsfldchen einbringen (Krimer,
2001). Mit derart modifizierten Ras-Varianten konnte die Effektorinteraktion und die Ras-
Deaktivierung in Echtzeit untersucht werden. Auch wenn die verwendeten Fluorophore fiir
die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente nicht in Frage kamen, bildete die von
A. Kramer hergestellte Doppelmutante H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S) die
Grundlage fiir die Entwicklung des in dieser Arbeit verwendeten biologischen

Modellsystems.
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3 Materialien

3.1 Proteine und Chemikalien

3.1.1 Verwendetes Proteinkonstrukt

Ein ptac Expressions-Plasmid (Tucker et al., 1986), das fiir eine verkiirzte Form von
H-Ras p21 (Aminosduren 1-166) mit zwei Mutationen (Y32C, C118S) kodiert, wurde von
Astrid Kriamer (MPI fiir molekulare Physiologie, Abteilung I (Strukturbiologie), Dortmund;
(Kramer, 2001)) zur Verfiigung gestellt. Das Plasmid wurde in E. coli Stamm CK600K
(K12 Wildtyp CK600, welcher das Plasmid pDMI,1 enthdlt (John et al., 1989))

transformiert.

3.1.2 Chemikalien

Alle in der nachfolgenden Liste nicht explizit aufgefiihrten Chemikalien wurden entweder

von Fluka (Buchs), Merck (Darmstadt) oder von Roth (Karlsruhe) bezogen.

Chemikalie Bezugsquelle

(NH4),SO4 Applichem (Darmstadt)

Acetonitril Fisher Scientific (Loughborough, UK)
Acrylamid (40 %) Serva (Heidelberg)
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) Roth (Karlsruhe)

Antifoam A Konzentrat Sigma-Aldrich (Steinheim)

APS Roth (Karlsruhe)

Benzamidin Merck (Darmstadt)

Bradford-Losung Sigma (Steinheim)

Bromphenolblau Sigma-Aldrich (Seelze)

CHCA Sigma-Aldrich (Steinheim)

Coomassie Brilliant Blue G250 Serva (Heidelberg)

Crystal Screen 2™ Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA)
Crystal Screen™™ Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA)
DMSO Fisher Scientific (Loughborough, UK)

DTT Gerbu Biotechnik (Gaiberg)
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Chemikalie Bezugsquelle

EDTA Roth (Karlsruhe)

Essigsdure Baker (Deventer, Holland)

Ethanol Sigma-Aldrich (Seelze)

Glycerin Merck (Darmstadt)

Glycin Roth (Karlsruhe)
Guanidin-Hydrochlorid Acros Organics (New Jersey, USA)
HCI Roth (Karlsruhe)

HEPES Roth (Karlsruhe)

IPTG BioVectra - BTS Biotech (Leon-Rot)
[ZIT? Crystal Indicator Hampton Research (Laguna Niguel, CA, USA)
K,;HPO4 Sigma-Aldrich (Steinheim)
KH,PO4 Merck (Darmstadt)
L(+)-Ascorbinséure J.T. Baker (Deventer, Holland)
MgCl, Merck (Darmstadt)

MgSOy4 Fluka (Buchs)
N,N’-Methylen-bisacrylamid (2 % w/v) Serva (Heidelberg)

NaCl Merck (Darmstadt)
Na-Desoxycholat Merck (Darmstadt)

NaNj Merck (Darmstadt)

NaOH Roth (Karlsruhe)

NTCB Sigma (Steinheim)

PEG (400, 4000, 6000, 8000) Fluka (Buchs)

PEG/Ion Screen™™ Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA)
PMSF Sigma (Steinheim)

SDS Roth (Karlsruhe)

Sinapinsdure Sigma-Aldrich (Steinheim)

TBABr Fluka (Buchs)

TEMED Roth (Karlsruhe)
Trifluoressigsiure Fluka (Buchs)

TRIS Roth (Karlsruhe)

ZnCl, Fluka (Steinheim)
B-Mercaptoethanol Applichem (Darmstadt)
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3.1.3 Enzyme und Proteinstandards

Enzym Bezugsquelle

alkalische Phosphatase (Kélberdarm, 10 U/ul)  Roche (Mannheim)
BSA Sigma (Steinheim)
DNAse I Roche (Mannheim)

LMW-Proteinstandard
Lysozym

Pharmacia (Freiburg)

Sigma (Steinheim)

3.1.4 Nukleotide und Fluoreszenzfarbstoffe

Die Nukleotide GDP, GTP und GppNHp wurden in einer Reinheit von < 95 % bezogen und

von Sascha Gentz (MPI fiir molekulare

Physiologie, Abteilung III (Physikalische

Biochemie), Dortmund) nachgereinigt. Das Isomerengemisch R/S-caged GTP wurde von

Sascha Gentz synthetisiert. [somerenreines R-caged GTP und S-caged GTP wurde von John

E. Corrie (MRC, London, Mill Hill) synthetisiert.

Nukleotid

Bezugsquelle

7-Diethylaminocoumarin-3-carboxylsiure-
succinimidyl-ester

Fluorescein

di-Natrium-Fluorescein

GDP
GppNHp
GTP

IANBD Amid
IANBD Ester
NBDCI

Molecular Probes (Oregon, USA)

Zentrales Chemikalienlager
(Universitat des Saarlandes)

Zentrales Chemikalienlager
(Universitit des Saarlandes)

Fluka (Buchs)
Fluka (Buchs)
Fluka (Buchs)
Molecular Probes (Oregon, USA)
Molecular Probes (Oregon, USA)
Molecular Probes (Oregon, USA)
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3.1.5 Medien und Antibiotika

Medien und Kulturschalen mit verschiedenen Antibiotika wurden von der ZE

Biotechnologie (MPI fiir molekulare Physiologie, Dortmund) hergestellt.

Medium/Antibiotikum Zusammensetzung/Bezugsquelle

Ampicillin Fluka (Buchs)

Carbenicillin Sigma (Steinheim)

Kanamycin Roth (Karlsruhe)

LB-Medium 10 g/l Bacto-Trypton, 10 g/l NaCl, 5 mM NaOH, 5 g/l Hefe-
Extrakt

Standard I - Medium Fiir ~ 1 Liter Medium werden zusammengegeben:

7,8 g Pepton aus Fleisch, 7,8 g Pepton aus Casein, 2,8 g Hefe-
Extrakt, 5,6 g NaCl, 1 g D(+)-Glukose und 1000 ml HO
(dest.).

3.1.6 Puffer

Pufferbezeichnung Zusammensetzung

C/2- 32 mM TRIS / HCI pH 7,6, 0,5 mM NaNj3, 5 mM MgCl,

C/2+ 32 mM TRIS / HCI pH 7,6, 0,5 mM NaNj3, 5 mM MgCl,, 5 mM
DTT

C+ 64 mM TRIS / HCI pH 7,6, 1 mM NaNs, 10 mM MgCl,, 10 mM
DTT

Coomassie-Losung 0,1 % (w/v) Coomassie R250, 40 % (v/v) Ethanol,
10 % (v/v) Essigsédure

D 64 mM TRIS / HCI pH 7,6, 1 mM NaNj, 10 mM MgCl,, 10 mM
DTT, 400 mM NaCl, 0,1 mM GDP
HPLC-Puffer 50 mM K,HPO,4/ KH,PO,4-Puffer pH 6,5, 5 mM TBABT,

0,1 mM NaN3, Acetonitril (Konzentration 8-20 % (v/v) je nach zu
analysierender Substanz)

KCM 100 mM KCI, 30 mM CaCl,, 50 mM MgCl,
LBA4 75 mM K,HPO,/ KH,PO4-Puffer pH 7,6, 5 mM MgCl,,
0,5 mM NaNj3, 3 mM Ascorbinsdure / HCI pH 7,0, 0,05 mM GDP
Lyse-Puffer 32 mM TRIS / HCI pH 7,6, 0,5 mM NaNs, 5 mM MgCl,, 5 mM
DTT, 2 mM PMSF, 2 mM Benzamidin
N.E.-Puffer 50 mM TRIS / HC1 pH 8,5, 200 mM (NH4),SO4, 10 mM DTT,

10 uM ZnCl,
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Pufferbezeichnung

Zusammensetzung

NTCB-Verdaupuffer

PP

PP 4x

SDS-Entfarbepuffer
SDS-Laufpuffer
STE

TSB

X

XK 16/10

XK 17/20

2 mg/ml NTCB, 100 mM TRIS / HCI pH 8,0, 6 M Guanidin-HCI

fiir ~ 10 ml PP werden zusammengegeben:
3 ml 160 mM TRIS / HCI pH 8.0, 3 ml 2 mM EDTA, 2 ml Glycerin,
2 ml B-Mercaptoethanol, 4 mg Bromphenolblau, 1g SDS

200 mM TRIS / HCI pH 7,0, 400 mM DTT, 8 % (w/v) SDS,
0,4 % (w/v) Bromphenolblau, 40 % (v/v) Glycerin

10 % (v/v) Ethanol, 5 % (v/v) Essigsédure
25 mM TRIS, 0,2M Glycin, 0,1 % (w/v) SDS
20 mM TRIS /HCI pH 7,5, | mM EDTA, 150 mM NacCl

LB-Medium (mit HCI auf pH 6,1 eingestellt), 10 % (w/v) PEG-3350,
5 % (v/v) DMSO, 10 mM MgS0O4, 10 mM MgCl,

64 mM TRIS / HCI pH 7,6, 0,1 mM NaNj3, 20 mM MgCl,,
10 mM DTT

100 mM HEPES pH 7,2, 64 mM TRIS / HCI pH 7,6, 20 mM MgCl,,
200 mM Mg-Acetat, 0,1 mM NaNs, 10 % (v/v) Glycerin,
16 % (v/v) PEG 8000 (frisch angesetzt)

100 mM HEPES pH 7,2, 64 mM TRIS / HCI pH 7,6, 20 mM MgCl,,
200 mM Mg-Acetat, 0,1 mM NaNs, 20 % (v/v) Glycerin,
17 % (v/v) PEG 8000 (frisch angesetzt),

3.2 Saulen und Siulenmaterialien

Sdaulenmaterial

Bezugsquelle

DEAE Sepharose FF

Pharmacia (Freiburg)

HPLC-Séule 25/4,6 ODS Hypersil 5 um Bischoff, Leonberg
Superdex 75 prep grade 26/60 Pharmacia (Freiburg)
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3.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsgegenstand Bezugsquelle

Akupunkturnadeln Aku-Net (Ostfildern)

Deckgléser, & 22 mm Roth (Karlsruhe)
Einmal-Filtrationseinheit Nalgene 500 ml Nalge Nunco Int. (New York, USA)
Einmalkiivetten 1,5 ml Plastibrand Brand (Wertheim)
Einmal-Vakuum-Filtermembranen 0,22 um  Schleicher & Schuell (Dassel)
Konzentrator Amicon Ultra Millipor (Bedford, USA)
Konzentrator Microcon Millipor (Bedford, USA)

Linbro Zellkulturplatten (fiir Kristallisation) ICN (Eschwege)

NAP-5 Entsalzungssdulen Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Nylonschleifen 0,05 - 1 mm &, Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA)
mit Halterung und Lagerungsgefaf3

PD-10 Entsalzungssédulen Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Siliconpaste Baysilone mittelviskos Bayer (Leverkusen)

Spritzenfilter (0,2 pm oder 0,45 pm Wicom (Heppenheim)

Porengrof3e)

3.4 Gerate und Zubehor

Geriit Bezugsquelle

Analysenwaage OHaus Explorer OHaus (Schweiz)
Analysenwaage Sartorius Basic BP110S Sartorius (Gottingen)
Fluoreszenzspektrometer Aminco SLM 8100 Sopra (Biittelborn)

FPLC-System Pharmacia (Freiburg)
FPLC-System Akta Basic Amersham Biosciences (Freiburg)
Gelelektrophorese-Apparatur Mini Protean 2 BioRad (Miinchen)

Geltrockner Modell 543 Biorad (Miinchen)

Heizblock Dri-Block DB2A Techne (Cambridge, UK)
HPLC-System Varian (Darmstadt)

LQC Massenspektrometer Finnigen (Bremen)

MALDI-TOF VoyagerTM-DE Pro Applied Biosystems (Weiterstadt)

Biospectrometry Workstation
Mikrofluidizer Microfluidics (Newton, MA, USA)
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Gerit

Bezugsquelle

OPO-Laser Surelite 11-10

pH-Messgerit

pH-Messgerdt 761 Calimatic

Pipetten 2ul, 10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl
Schiittler fiir Expressionskulturen
Schiittler fiir Gele KS 250 basic
Sonifikator Bandelin HD 70

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK103 H

UV/VIS- Spektralphotometer

UV/VIS- Spektralphotometer Ultrospec 2100 pro

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge 5810 R

Zentrifuge Heraeus Biofuge primio R
Zentrifuge Minispin

Zentrifuge Sorval RC-5B

Continuum (Int.)

Inolab (Weilheim)

Knick (Berlin)

Gilson Int. B.V. (Bad Camberg)
New Brunswick Sci. (Edison, USA)
IKA Labortechnik (Staufen)
Bandelin (Berlin)

Bandelin (Berlin)

Shimadzu (Diisseldorf)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Kendro (Osterode)

Eppendorf (Hamburg)

Kendro (Diisseldorf)

3.5 Komponenten des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers

Gerit

Bezugsquelle

CCD-Detektor USB-2000
Faser-Verbindungsstiicke SMA 905
Inline-Filterhalter INLINE-FH
Justierlichtquelle LS-1
Kiivettenhalterung CUV-ALL-UV
Laser He-Cd, Modell IK5652R-G
Lochplattchen, ID 35 um
Luftfeuchtekonditionierer DG-1
Magnet 50x50x15 mm, NdFeB, N48

mech. Licht-Unterbrecher INLINE-TTL-S
Messgerit fiir Laserintensitdt PM-100
Monochromator H10-UV

optische Fasern

Ocean Optics (Duiven, Niederlande)
Ocean Optics (Duiven, Niederlande)
Ocean Optics (Duiven, Niederlande)
Ocean Optics (Duiven, Niederlande)
Ocean Optics (Duiven, Niederlande)
Soliton (Gilching)

Edmund Optik (Karlsruhe)

Sable Systems Int. (Las Vegas, USA)

Bjorn Klink, www.wundermagnete.de
(Eigenvertrieb)

Ocean Optics (Duiven, Niederlande)
Soliton (Gilching)
ISA Instruments SA, division Jobin-Yvon

Ocean Optics (Duiven, Niederlande)
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Gerit

Bezugsquelle

optische Filter

Spiegelobjektiv
Wachs-Heizgeriat Mod. 8901

Ocean Optics (Duiven, Niederlande),
Itos (Mainz)

4DX Systems AB (Uppsala, Schweden)

Babor Treatment Systems

Xenon-Hochdrucklampe 150W MOD A1000 PTI

3.6 Rontgenquellen und Zubehor

Gerat/Messstation

Herkunft/Standort

CCD-Rontgendetektor Onyx
Generator fiir kalten Gasstrom Cryojet XL
Synchrotron-Messstation PX-I

Synchrotron-Messstationen
ID14-1,1D14-2, ID14-3 und ID14-4

Xecalibur PX Ultra
Labor-Rontgendiffraktometer

Oxford Diffraction (Oxford, England)
Oxford Diffraction (Oxford, England)
SLS (Villigen, Schweiz)

ESRF (Grenoble, Frankreich)

Oxford Diffraction (Oxford, England)

3.7 Computerprogramme

Neben iiblichen Programmpaketen zur Erstellung von Texten und Grafiken von Microsoft,

Adobe, Corel und anderen Anbietern wurden die folgenden spezialisierten Programme

verwendet:

Programmpaket, Version

Hersteller/Literatur

ACONIO, Version 990129

ARP/WARP, Versionen 5.0 - 6.1

CCP4 Programmpaket, Versionen 4.1 - 5.0.2
CrysAlis, Version 1.171.21 beta

EMACS, Version 21.3.1

Hyperchem Version 7.1
Monomer Library Sketcher

unpubliziertes Programm
(Kleywegt et al., 2001)

Perrakis et al. (2001)
Collaborative Computational Project (1994)
Oxford Diffraction (Oxford, England)

Free Software Foundation, Inc. (Boston,
USA)

Hypercube, Inc.(Gainesville, FL, USA)

(Collaborative Computational Project
Number 4, 1994)
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Programmpaket, Version

Hersteller/Literatur

O, Version 8.011-9.03

OOIBase32 Platinum, Version 2.0.1.4
Origin, Version 6.0

PROCHECK, Version 3.5

PyMOL, Versionen 0.90 — 0.97

Star Chromatography Workstation, Version
5.0

XDS Programmpaket
(XDS, XSCALE, XDSCONYV), Versionen
der Jahre 2001-2004

XPLO2D, Version 051002-3.3.2

Jones et al. (1991)

Ocean Optics (Niederlande)

Microcal Software (Northampton, USA)
Laskowski et al. (1993)

Delano (2002)

Varian (Darmstadt)

Kabsch (1988; 1993)

(Kleywegt et al., 2001)
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Herstellung kompetenter Zellen

PEG/DMSO-kompetente Zellen wurden von Diana Ludwig (MPI fiir molekulare
Physiologie, Abteilung III (Physikalische Biochemie), Dortmund) nach der Methode von
Chung und Miller (1988) hergestellt.

4.1.2 Transformation von E. coli

Zur Transformation wurden 40 ul einer PEG/DMSO-kompetenten Bakteriensuspension in
TSB-Puffer auf Eis aufgetaut und mit 39 ul KCM-Puffer und 1 pl einer Plasmid-Losung
(Konzentration etwa 10 ng/ul) versetzt. Der Ansatz wurde leicht ohne maschinelle Hilfe
(durch ,,Anschnippen®) gemischt und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde
fiir weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Von dem Gemisch wurden 10 pl
bzw. 70 ul auf zwei LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum verteilt und fiir

12 Stunden bei 37 °C inkubiert.

4.1.3 Proteinexpression

Fir die Expression von H-Ras p21 in E. coli Stamm CK600K wurden 25 ml
Standard I- Medium mit 50 mg/l Carbenicillin und 50 mg/l Kanamycin mit einer einzelnen
Bakterienkolonie angeimpft und fiir etwa 15 Stunden bei 25 °C geschiittelt. AnschlieBend
wurden 500 ml Standard I - Medium mit 100 mg/l Ampicillin und 50 mg/l Kanamycin mit
10 ml dieser Bakteriensuspension angeimpft und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte
von ODgpp = 1 geschiittelt. Die Bakteriensuspension wurde bei 4200xg zentrifugiert, und mit
dem Pellet wurden 9,5 Liter Standard I - Medium angeimpft. Nach Zugabe von einem
Tropfen Antifoam A Konzentrat pro 1,5 Liter Medium wurde die Bakteriensuspension in
51 - Erlenmeyerkolben mit Schikane bei 37 °C geschiittelt. Nach Erreichen von ODgpp = 0,7
wurde mit 0,5 mM IPTG die Proteinexpression induziert und fiir 13 Stunden bei 30 °C
geschiittelt. Die Bakterien wurden bei 4200xg und 4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert, und

der Uberstand wurde verworfen. Das Bakterienpellet wurde mit STE-Puffer gewaschen,
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erneut zentrifugiert und in C/2+ - Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von je 2 mM PMSF
und Benzamidin wurde die Bakteriensuspension in fliissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -80 °C gelagert oder direkt weiterverarbeitet.

4.1.4 Test auf Einschlusskorper (inclusion bodies)

Es wurden 100 pl einer Bakteriensuspension mit einer optischen Dichte von etwa ODgpp = 5
zentrifugiert, und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 0,5 ml STE-Puffer
gewaschen und in 100 pl STE-Puffer resuspendiert. Es wurde 1 pl einer Ldosung aus
10 mg/ml Lysozym in STE-Puffer und 1 pl einer 4 %igen Na-Desoxycholat-Losung
zugegeben. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Suspension mit 10
Ultraschall-Pulsen sonifiziert. Die Probe wurde bei 12000xg zentrifugiert, und das Pellet
wurde vom Uberstand getrennt. Nach Zugabe von 100 pl PP-Puffer zum Pellet und 30 ul
PP 4x-Puffer zum Uberstand wurden die getrennten Proben mittels SDS-PAGE
(s. Kapitel 4.2.5) analysiert.

4.2 Proteinchemische Methoden

4.2.1 Zellaufschluss

Die entsprechend Kapitel 4.1.3 hergestellte Bakteriensuspension wurde in kaltem Wasser
aufgetaut. Die Konsistenz der Suspension wurde anhand ihres Fliessverhaltens tiberpriift.
Bei starker Schleimbildung, welche durch freie DNA aus bereits lysierten Bakterien
hervorgerufen wird, wurde etwa 1 mg DNase I zugegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Bakterien in einem Mikrofluidizer bei einem Druck von 6 bar
aufgeschlossen, wobei die Druckzelle mit Eis gekiihlt wurde. Die Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation (30000xg, 4 °C, 2 Std.) abgetrennt und der Uberstand durch einen
0,45 pm Spritzenfilter (0,45 pm PorengrofB3e) filtriert.
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4.2.2 Proteinreinigung aus dem Zell-Lysat

Das Protein H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S) wurde durch Ionenaustausch-
Chromatographie und eine anschlieBende Endreinigung durch Gelfiltration aus dem Zell-
Lysat gewonnen. Fiir die zwei sdulenchromatographischen Reinigungsschritte wurde dabei
ein FPLC-System der Firma Pharmacia (Freiburg) eingesetzt. Im ersten Reinigungsschritt
wurde das filtrierte Zell-Lysat auf eine mit C/2+ - Puffer equilibrierte DEAE Sepharose FF
Ionenaustauschersdule aufgetragen. Die Sdule wurde bis zum Erreichen der Basislinie mit
C/2+ - Puffer gewaschen und mit einem Gradienten von 0- 100 % C/2+ - Puffer mit
400 mM NacCl tiber 5 Séulenvolumina eluiert. Alternativ konnte das Protein durch einen
Stufengradienten von C/2+ - Puffer mit 32 mM NaCl auf C/2+ - Puffer mit 64 mM NaCl
eluiert werden. H-Ras p21-haltige Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (s. Kapitel 4.2.5)
identifiziert und vereinigt. Die vereinigten Fraktionen wurden durch Ammoniumsulfat-
Féllung (s. Kapitel 4.2.3) oder durch Membranfiltration (s. Kapitel 4.2.4) eingeengt und in
D-Puffer iiberfiihrt. Fiir den zweiten Schritt der Proteinreinigung wurde das konzentrierte
Eluat auf eine mit D-Puffer equilibrierte Superdex 75 (26/60) Gelfiltrationssdule
aufgetragen und bei einer Flussrate von 1,5 ml/min eluiert. H-Ras p21-haltige Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE (s. Kapitel 4.2.5) identifiziert und vereinigt. Die vereinigten
Fraktionen wurden durch Membranfiltration auf etwa 15 mg/ml konzentriert, in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.3 Konzentrierung durch Ammoniumsulfat-Fallung

Durch eine Ammoniumsulfat-Féllung konnen Proteine aus groflen Volumina einer
Proteinlosung konzentriert werden. Fiir die Konzentrierung von H-Ras p21 - haltigen
Losungen wurden pro Milliliter Proteinlosung 0,472 g fein zerriebenes Ammoniumsulfat-
Pulver in kleinen Portionen unter Riihren zugegeben, so dass eine 70 %ige
Ammoniumsulfat-Losung erreicht wurde. H-Ras p21 geht unter diesen Bedingungen in
Form von Salz-Addukten in den festen Zustand iiber, ohne dabei zu denaturieren oder
signifikant an Aktivitidt zu verlieren. Die Losung wurde fiir mindestens drei Stunden bei
4 °C belassen und anschlieBend bei etwa 10000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, und das Protein-Pellet wurde durch Zugabe eines geeigneten Puffers wieder in
Losung gebracht oder in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu einer weiteren

Verwendung bei —80 °C gelagert.
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4.2.4 Konzentrierung und Pufferaustausch durch Membranfiltration

Proteinlosungen konnen durch Filtration mit einer semipermeablen Membran, die nur fiir
Molekiile bis zu einem bestimmten Molekulargewicht durchléssig ist, konzentriert werden.
Fir die Konzentrierung von H-Ras p21 wurden Konzentratoren (je nach Probenvolumen
Microcon oder Amicon Ultra (Millipor, Bedford, USA)) mit Porengréf3en verwendet, die fiir
Molekiile mit einem Molekulargewicht iiber 10 kDa undurchléssig sind. Kleinere Molekiile
und Salze wandern durch die Membran und kénnen so von der Proteinlosung getrennt
werden. Durch mehrfaches Zugeben einer geeigneten Pufferlosung zur konzentrierten
Proteinlosung und erneutes Konzentrieren konnte auf diese Weise auch ein Pufferwechsel
durchgefiihrt werden. Fiir einen vollstindigen Pufferwechsel wurde die Proteinlosung

fiinfmal um einen Faktor von 5-10 aufkonzentriert und wieder mit frischem Puffer verdiinnt.

4.2.5 Analyse von Proteinen durch SDS-PAGE

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen zur Reinheits- und
Molekulargewichtsbestimmung wurde nach dem System von Laemmli (Laemmli, 1970)
durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um ein beziiglich PorengroBe und
Pufferzusammensetzung  diskontinuierliches System zur Auftrennung von mit
Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturierten Proteinen. Die elektrophoretische Trennung
beruht hierbei auf Siebeffekten durch die Poren des Acrylamid-Gels, die Proteine werden

also nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Die zu untersuchende Proteinlosung wurde im Verhdltnis 1:1 mit PP-Puffer bzw. im
Verhiltnis 3:1 mit PP 4x - Puffer versetzt und fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Die
Proben wurden auf ein aus Sammel- und Trenngel bestehendes Polyacrylamidgel
aufgetragen. Das Sammelgel enthielt 5 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 125 mM
TRIS/HCI pH 6,8 und 0,06% (w/v) SDS, und das Trenngel enthielt 15 %
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 375 mM TRIS/HCI pH 8,8 und 0,06 % (w/v) SDS. Die
Polymerisation wurde durch Zugabe von 50 pl 10 % (w/v) APS und 5 ul TEMED pro 10 ml
Gelvolumen eingeleitet. Die Elektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer bei einer konstanten
Stromstdrke von 40 mA pro Gel. Zum GroBenvergleich diente LMW-Proteinstandard, ein

Gemisch aus unterschiedlichen Proteinen mit bekanntem Molekulargewicht. Nach beendeter
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Elektrophorese wurden die Acrylamid-Gele in Coomassie-Losung gefirbt. Uberschiissiger

Farbstoff wurde durch Waschen in SDS-Entfarbepuffer entfernt.

4.2.6 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen wurde nach der Methode von Bradford
(Bradford, 1976) durchgefiihrt. Eine etwa 10 pg Protein enthaltende Losung wurde mit
200 pl Bradford-Losung versetzt und mit Wasser auf 1 ml aufgefiillt. Nach 5 Minuten
Inkubationszeit wurde die Extinktion der Losung bei 595 nm bestimmt. Durch Vergleich
mit einer Eichmessung am Referenzprotein BSA (bovine serum albumine) konnte dann die

Proteinkonzentration ermittelt werden.

4.2.7 Kopplung von NBD-Fluorophoren an exponierte Cysteine

Zur Fluoreszenzmarkierung von Proteinen wurden NBD-Fluorophore kovalent an
exponierte Cysteine gebunden. Das Reaktionsschema der Kopplungsreaktion und die

verwendeten Fluorophore sind in Abbildung 17 dargestellt.

RI—X + HS—R? —> RI—s—R2 + HX ;X=ICl

H (l:H3 H He He
2 2 HC_ C_ O al
ch\N/ N /N\C/C\I \N/ \C/ \N 7/ \I
F, 1 f g =N
Rl—x = N © _N \
= N\ \o ~ 7/
(o] ~ / N
\N/ N
NO,
NO, NO,
IANBD Amid IANBD Ester NBDCI

Abbildung 17: Reaktionsschema fiir die Reaktion der verwendeten NBD-Fluorophore
(R'-X, X =1, Cl) mit exponierten Cysteinen eines Proteins (R’-SH).

Die aufgefiihrten NBD-Fluorophore reagieren unter Abspaltung von HX (X =1, Cl) mit
exponierten Cystein-Gruppen. Da die Reaktion auch mit anderen Thiol-haltigen Molekiilen
stattfinden kann, wurde die Fluoreszenzmarkierung in Abwesenheit von DTT durchgefiihrt.
Als Thiol-freies Reduktionsmittel wurde stattdessen Ascorbinsdure verwendet. Die
Kopplungsreaktion erfolgte in einer Losung aus etwa 25 mg H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C,
C118S) in 1,5 ml L.B.4-Puffer. Die Loslichkeit der oben dargestellten Fluorophore in
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DMSO ist am hochsten fir NBDCl und am niedrigsten fiir JANBD Amid. Fiir die
Fluoreszenzmarkierung mit [ANBD Amid wurden etwa 5 mg Fluorophor in 130 ul DMSO
suspendiert und unter Zuhilfenahme eines Ultraschallbads teilweise in Losung gebracht. Die
Fluorophor-Suspension wurde iiber einen Zeitraum von etwa 5 Minuten unter Riihren bei
Raumtemperatur in die Proteinldsung eingetropft und unter Lichtausschluss weiter geriihrt.
Die Vollstindigkeit der Reaktion wurde regelmiBig durch MALDI-Massenspektroskopie
(s. Kapitel 4.3.1.2) kontrolliert. Dazu wurden 0,5 pul der Reaktionslosung entnommen und
ohne sonstige Nachbehandlung in verschiedenen Verdiinnungen mit einer LOsung aus
50 % (v/v) Acetonitril, 0,1 % TFA wund 10 mg/ml Sinapinsdure durch MALDI-MS
vermessen. Die erhaltenen Massenspektren waren aufgrund der komplexen
Pufferzusammensetzung verrauscht, jedoch ausreichend um die Hauptanteile der
Proteinlosung zu analysieren (Beispielspektrum siehe Kapitel 5.1.4, Abbildung 23). Nach
etwa einer Stunde wurden weitere 6,5 mg IANBD Amid in DMSO tropfenweise zugegeben.
Nach etwa 1,5 Stunden Gesamt-Reaktionszeit wurde keine weitere Verdnderung im
Markierungsgrad festgestellt. Um eine vollstindige Reaktion sicherzustellen, wurde weitere
4,5 Stunden geriihrt und durch Gelfiltration mit einer PD10-Saule in D-Puffer umgepuffert.
AnschlieBend wurden durch eine mit D-Puffer equilibrierte Superdex 75 (26/60)

Gelfiltrationssédule verbleibende Verunreinigungen abgetrennt.

4.2.8 Nukleotidaustausch

Fiir die Einfithrung von hydrolysestabilen Nukleotid-Analoga wie GppNHp und caged GTP
in H-Ras p21 wurde die Methode des enzymatischen Abbaus von GDP durch alkalische
Phosphatase (Tucker et al., 1986) gewidhlt. Da H-Ras p21 in Nukleotid-freier Form sehr
instabil ist, ist eine vollstdndige Nukleotid-Befreiung und anschliefende Einfiihrung des
gewiinschten Nukleotids nur in Ausnahmefillen sinnvoll (Feuerstein et al., 1987).
Stattdessen kann durch Zugabe eines geringen Uberschusses des einzufiihrenden Nukleotids
ein Gleichgewicht mit dem nach der Reinigung vorliegenden Komplex H-Ras p21+GDP
eingestellt werden. H-Ras p21 zeigt eine signifikante Dissoziationsrate fiir GDP und andere
gebundene Nukleotide, welche durch Zugabe von Ammoniumsulfat noch erhoht werden
kann. Durch alkalische Phosphatase kann freigesetztes GDP enzymatisch abgebaut und

somit dem Gleichgewicht entzogen werden.
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Zundchst wurde durch Membranfiltration (s. Kapitel 4.2.4) fluoreszenzmarkiertes
H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S, C32-IANBD-amid) (im weiteren Verlauf als
»p21(mod)“ bezeichnet) in N.E.-Puffer iiberfiihrt. Zu jeweils 500 pl einer Proteinldsung der
Konzentration 10 mg/ml wurden 0,1 pl (1 U) alkalische Phosphatase sowie ein 3-5-facher
molarer Uberschuss des einzufiihrenden Nukleotids zugegeben. Der Ansatz wurde bei
Raumtemperatur inkubiert und die Vollstindigkeit der GDP-Hydrolyse durch HPLC
(s. Kapitel 4.3.3) verfolgt. Nach vollstindiger Hydrolyse von GDP wurde durch Zugabe von
10 mM Magnesiumchlorid der Nukleotid-gebundene Zustand von p21(mod) stabilisiert. Die
Proteinlosung wurde iiber eine mit X-Puffer equilibrierte NAP-5 oder PD-10-Sdule von
iiberschiissigem Nukleotid befreit und fiir die anschlieBende Proteinkristallisation in X-
Puffer liberfiihrt. Nach einer Konzentrierung der Proteinlosung durch Membranfiltration auf
etwa 15 mg/ml wurde das Protein aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis
zu einer weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Alle Arbeitsschritte wurden unter
Lichtausschluss durchgefiihrt, um ein Bleichen des Fluorophors und gegebenenfalls eine

vorzeitige Photolyse von caged GTP zu vermeiden.

4.2.9 Proteinfragmentierung durch NTCB

Zur Verifizierung der Fluoreszenzmarkierung wurde eine chemische Spaltung mit 2-Nitro-
5-Thiobenzoesdure (NTCB) durchgefiihrt. Die chemische Spaltung erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen, was gegeniiber einer enzymatischen Spaltung den Vorteil
hat, dass die Spaltung unabhéngig von der Sekundarstruktur des Proteins ablaufen kann.
Gemidl3 Abbildung 18 werden Proteine durch NTCB spezifisch vor freien Cysteinen

gespalten (Wu et al., 1996), nicht jedoch vor fluoreszenzmarkierten Cysteinen.
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Abbildung 18: Reaktionsschema der Proteinfragmentierung an freien Cysteinen durch
NTCB. In einem ersten Raktionsschritt werden die Cysteine cyanyliert, und anschlieend wird
durch eine Erhohung des pH-Werts an den cyanylierten Cystein-Gruppen gespalten. Als
Nebenreaktion kann eine Eliminierung am Cg-Atom des cyanylierten Cysteins eintreten.

Es wurden 50 ul NTCB-Verdaupuffer mit 7,5 pl einer Proteinlosung der Konzentration
20 mg/ml vermischt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde ein
etwa 5-10-facher NTCB-Uberschuss gegeniiber freien Thiol-Gruppen eingehalten, so dass
geringe Mengen DTT in der Proteinldosung (maximal 10 mM) die Analyse nicht negativ
beeinflussen konnten. Anschlieend wurde die Losung mit 3 M TRIS Base (etwa 6,7 ul) auf
einen pH-Wert von pH =9 eingestellt und fiir 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Aus einem
Mikroliter der Losung wurde mit einer Losung aus 50 % Acetonitril, 0,1 % TFA und
10 mg/ml einer geeigneten MALDI-Matrix (CHCA, Sinapinsédure) eine Verdiinnungsreihe
hergestellt und durch MALDI-MS (s. Kapitel 4.3.1.2) analysiert.

Die beschriebene Methode eignet sich fiir die Analyse von Proteinmengen ab etwa
100 pmol (Wu et al., 1996). Da geniigend Protein zur Verfiigung stand, wurde jedoch mit
sehr viel groBeren Mengen gearbeitet, was verldsslichere Ergebnisse und eine einfachere

Handhabung ermoglichte.
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4.3 Biophysikalische Methoden

4.3.1 Massenspektroskopie

4.3.1.1 ESI-MS

Die Elektrospray-lonisations-Massenspektroskopie (electro spray ionisation mass
spectroscopy, ESI-MS) war die beste zur Verfiigung stehende Methode zur Analyse von
ganzen Proteinen mit einer GroBe iiber 10 kDa (Fehlerabweichung der erhaltenen
Massen <0,05 %). Die Methode beruht auf der Zerstdubung der Probe an der Spitze einer
Kapillaren in einem starken elektrischen Feld, wobei die Proteinmolekiile desolvatisiert und
ionisiert werden. Proteine werden typischerweise pro 1000 Da einfach ionisiert, wobei sich
eine Gauf3-Verteilung um den haufigsten Ladungszustand einstellt. Da mehrfach geladene
Teilchen sich schneller im elektrischen Feld bewegen als einfach geladene Teilchen, kommt
es bei der Verwendung eines Flugzeit-Analysators als Massendetektor zu einer
Mehrdeutigkeit des erhaltenen Messsignals beziiglich Ionenmasse m und Ladung z. Um
diese Mehrdeutigkeit zu eliminieren, wird in einer als Dekonvolution bezeichneten Methode
die reale Masse des Proteins aus der Gaufs-Verteilung der Peaks fiir die unterschiedlichen
Ladungszustinde des Proteins rekonstruiert. Aufgrund der notwendigen Spektren-
Dekonvolution ist die ESI- Massenspektroskopie nur bedingt fiir die Analyse von

heterogenen Proteinmischungen geeignet.

Da hohe Salzkonzentrationen und nichtfliichtige Pufferbestandteile sich negativ auf den
Ionisationsprozess auswirken, wurden Proteinproben fiir die ESI-Massenspektroskopie
durch Membranfiltration (s. Kapitel 4.2.4) in einen Puffer mit niedriger Salzkonzentration
(10 mM TRIS/HCI pH 7,5) iberfiihrt. Die Messung wurde an einem LQC
Massenspektrometer (Finnigen, Bremen) durchgefiihrt. Fiir eine Analyse wurden etwa 20 pl

einer Proteinlosung der Konzentration 1-10 mg/ml verwendet.

4.3.1.2 MALDI-MS

Im Gegensatz zur ESI-MS ist die MALDI-Massenspektroskopie (matrix-assisted laser
desorption ionisation mass spectroscopy) auch fiir die Analyse von heterogenen Protein-
Losungen und von Proben mit hohem Salzgehalt geeignet. Bei der MALDI-MS wird die zu

analysierende Substanz in eine Matrix aus kleinen organischen Molekiilen eingebettet,
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wodurch die Ionisierung der Proteinmolekiile erleichtert und eine Fragmentierung des
Proteins vermindert wird. Die lonisierung erfolgt durch Bestrahlung mit einem intensiven

Laser-Puls.

Zur Probenvorbereitung wurde eine Verdiinnungsreihe aus einem Mikroliter der zu
analysierenden Proteinlésung und einer Losung aus 50 % Acetonitril, 0,1 % TFA und
10 mg/ml einer geeigneten MALDI-Matrix hergestellt (Sinapinsdure fiir Peptide iiber
10 kDa, CHCA fiir kleinere Proteinfragmente). Jeweils ein Mikroliter der unterschiedlich
konzentrierten Proben wurden auf einer MALDI-Analysenplatte eingetrocknet und in einer
MALDI-TOF VoyagerTM-DE Pro Biospectrometry Workstation (Applied Biosystems,
Weiterstadt) analysiert. Die geeignetste Verdiinnung der zu analysierenden Probe wurde
empirisch durch Messung aller getrockneten Tropfen an verschiedenen Messpunkten und

mit unterschiedlichen Laser-Intensitiaten bestimmt.

4.3.2 Absorptions- und Fluoreszenz-Spektroskopie

Absorptions- und Fluoreszenzmessungen an grofen Probenvolumina (~ 1 ml) wurden mit
einem handelsiiblichen UV/VIS Spektralphotometer (Shimadzu, Diisseldorf oder Amersham
Biosciences, Freiburg) bzw. an einem Fluoreszenzspektrometer Aminco SLM 8100 (Sopra,
Biittelborn) durchgefiihrt. Des weiteren stand fiir Fluoreszenzexperimente die ansonsten fiir
Referenzmessungen genutzte Probenkammer CUV-ALL-UV (Ocean Optics, Duiven,
Niederlande) des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers zur Verfiigung.

Fluoreszenzexperimente an kleinen Probenvolumina (~ 1-2 pl) sowie an Proteinkristallen
wurden mit dem selbst entworfenen FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer (s. Kapitel 5.2.2,

Abbildung 32) durchgefiihrt.

4.3.3 Bestimmung des Nukleotid-Gehalts mittels HPLC

Die Nukleotidanalyse mittels HPLC wurde zur Qualitdtskontrolle von Nukleotid-Losungen
und zur Bestimmung von an H-Ras p21 gebundene Nukleotide nach einem
Nukleotidaustausch oder einer Photolyse von caged GTP, sowie fiir kinetische Messungen

der GTPase-Aktivitdt von H-Ras p21 angewandt.
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Durch Umkehrphasen-HPLC (reversed phase high performance liquid chromatography)
konnten die Nukleotide unter Ionenpaarbedingungen qualitativ und quantitativ bestimmt
werden  (Feuerstein et al, 1987). Es wurde eine CI18-HPLC-Saule
(25/4,6, ODS Hypersil, 5 um) verwendet. Die stationdre Phase war dabei unpolarer als die
mobile Phase (HPLC-Puffer). Durch Komplexierung der negativ geladenen
Phosphatgruppen eines Nukleotids durch Tetrabutylammonium-Ionen (Ionenpaarbildung)
konnten die Nukleotide mit der hydrophoben Siulenmatrix interagieren, so dass die
Retentionszeit der Nukleotide mit steigender Phosphatgruppen-Anzahl zunahm. Die Elution
erfolgte bei Anwesenheit von caged GTP isokratisch durch HPLC-Puffer mit 18 %
Acetonitril, und mit geringeren Acetonitril-Konzentrationen (etwa 8-15 %), wenn nur GDP,
GTP und/oder GppNHp =zu analysieren waren. Die Detektion erfolgte bei einer
Absorptionswellenldnge von 254 nm. Die Retentionszeit der zu analysierenden Nukleotide
wurde durch Vorversuche mit reiner Nukleotid-Losung an jedem Versuchstag neu

bestimmt.

4.4 Herstellung und Handhabung von Proteinkristallen

4.4.1 Kristallisation

Die Kristallisation von p21(mod) in Komplex mit verschiedenen Nukleotiden erfolgte nach
der Methode des hingenden Tropfens (s. Kapitel 2.2) bei 18 °C. Die Reservoirlosungen
wurden entweder einem vorgefertigten Puffer-Sortiment der Firma Hampton Research
(Aliso Viejo, CA, USA) entnommen, oder aus Stammldsungen selbst zusammengemischt.
Fir die Kristallisation wurden gleiche Mengen Reservoir- und Proteinlosung auf einem
Deckglédschen vermischt. Das Deckglaschen mit dem hédngenden Kristallisationstropfen
wurde dann iiber einem Topfchen einer Kristallisationsplatte (Linbro-Zellkulturplatte fiir
jeweils 24 Kristallisationsansétze) platziert, welches mit 500-1000 pul der zugehorigen
Reservoirlosung gefiillt war. In ersten Optimierungsschritten wurde jeweils ein Mikroliter
der beiden Losungen fiir den Kristallisationstropfen eingesetzt, wéihrend in spéteren
Schritten zur Erhohung der Reproduzierbarkeit und Kristallqualitdt héhere Volumina (je

1,5-10 pl) zusammengegeben wurden.

Fiir ein optimales Kristallwachstum war es in einigen Féllen nétig, durch das Animpfen der

Kristallisationsansidtze mit einer definierten Menge an Kristallisationskeimen ein
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gleichmédfiges Kristallwachstum zu initiieren. Dazu wurde ein Einkristall aus einem
fritheren Experiment in reiner Reservoirlosung aufgenommen und mit einer
Akupunkturnadel oder einem Glaspldttchen grob zerrieben. Ein Nylon-Faden (hier wurde
eine einseitig aufgerissene Nylon-Schleife mit 0,7 mm Durchmesser verwendet) wurde nun
zundchst kurz in diese Suspension aus Kristall-Splittern und anschlieend nacheinander in
mehrere etwa 30 Minuten zuvor angesetzte Kristallisationsansétze eingetaucht (streak-
seeding). Da nach jedem Eintauchen die verbleibende Menge an Kristallsplittern am Faden
abnahm, konnte so eine Reihe mit abnehmender Menge an Kristallisationskeimen realisiert
werden. Mit sinkender Anzahl an Kristallisationskeimen wuchsen weniger, dafiir aber
grofere Kristalle heran. Auf diese Weise konnte die Kristallgrofe gezielt eingestellt werden,

was fiir anschlieBende Experimente mit dem FLUMIX-Spektrometer sehr wichtig war.

Eine alternative Methode zur Zugabe von abnehmenden Mengen an Kristallisationskeimen
war die Anfertigung einer Verdiinnungsreihe aus der urspriinglichen Kristall-Suspension. Es
wurde ein Mikroliter der Suspension mit Reservoir-Losung auf 10 pl verdiinnt, und von der
verdiinnten Losung wiederum ein Mikroliter fiir den néchsten Verdiinnungsschritt
abgenommen, u.s.w.. Auf diese Weise wurde die Kristallsplitter-Suspension um Faktoren
von 10 bis etwa 10" verdiinnt. Mit diesen Suspensionen wurden nun unter Verwendung
eines Mikroliters Proteinlosung, 0,5 ul Reservoirlosung und 0,5 ul der entsprechend
verdiinnten Kristallsplitter-Suspension Kristallisationsansétze hergestellt. Wie in Abbildung
19 zu erkennen ist, resultierten auch hier zunehmend groBer werdende Kristalle mit

abnehmender Anzahl an Kristallisationskeimen.

K \
Abbildung 19: Animpf- (seeding)-Experimente an H-Ras p21 (Asr 1-166) unter
Zugabe einer zunehmend verdiinnten Kristallsplitter-Suspension zum Kristallisationsansatz. Die

Verdiinnungsfaktoren sind auf den einzelnen Bildern angegeben. Alle Bilder wurden bei
gleicher Vergroflerungsstufe aufgenommen.




76 Methoden

4.4.2 Handhabung von Proteinkristallen

Zur Langzeit-Lagerung und fiir Experimente unter Kryo-Bedingungen wurden die
Proteinkristalle zundchst in einen geeigneten Puffer iiberfiihrt, welcher glasartig gefriert und
in welchem die Kristalle beim Einfrieren keinen Schaden nehmen (Kryo-Puffer). Um eine
Schidigung des Kristalls durch die sprunghafte Verdnderung des umgebenden Puffers zu
vermeiden, war es in einigen Fillen vorteilhaft, den Pufferwechsel iiber mehrere
Zwischenschritte vorzunehmen. Bei der Verwendung von PEG 400 als Fallungsmittel
konnten die Kristalle auch direkt in ihrer Mutterlauge eingefroren werden. Die Kristalle
wurden mit einer Nylon-Schleife aufgenommen und ziigig in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Fiir rontgenographische Untersuchungen unter Kryo-Bedingungen wurde
eine Nylon-Schleife mit etwa dem doppelten Durchmesser des Proteinkristalls gewahlt. Fiir
fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen und fiir rontgenographische Untersuchungen
bei Raumtemperatur wurde die GroBe der Nylon-Schleife bevorzugt so gewihlt, dass der
Kristall die Schleife ganz ausfiillt und gegebenenfalls seitlich etwas iibersteht.
Uberschiissige Mutterlauge konnte kurz vor dem Eintauchen in fliissigen Stickstoff durch
Abtupfen der Nylon-Schleife an der Probenschale weitgehend entfernt werden. Auf diese
Weise wurde eine moglichst geringe Storung des Lichtwegs in Fluoreszenz-Experimenten
sichergestellt. AuBlerdem wurden so Bewegungen des Kristalls in der Nylon-Schleife

verhindert, welche in Experimenten bei Raumtemperatur zu Problemen fiihren wiirden.

Fir  fluoreszenzspektroskopische und  rontgenographische  Untersuchungen an
Proteinkristallen bei Raumtemperatur war es oft nétig, die Kristalle fiir lingere Zeit in einer
Nylon-Schleife stabil zu halten. Die Kristalle wurden dazu mit einem Gasstrom mit
definiertem Wassergehalt umspiilt, um eine Austrocknung zu verhindern. Als Gas wurde
Stickstoff aus einer handelsiiblichen 300 bar Stickstoff-Flasche eingesetzt, welches durch
eine Apparatur zur Luftfeuchtekonditionierung (s. Kapitel 5.2.8) auf den gewiinschten

Feuchtigkeitsgehalt eingestellt wurde.
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4.4.3 Reaktionsinitiierung und Erzeugung intermediirer Zustinde im

Proteinkristall

Zur Reaktionsinitiierung in caged GTP-haltigen Losungen oder in Kristallen von H-Ras p21
wurde mit UV-Licht der Wellenldnge 325 nm bis zur vollstindigen Photolyse von caged
GTP zu GTP und 2-Nitrosoacetophenon bestrahlt. Die Vollstindigkeit der Photolyse wurde
entweder nach der Belichtung durch HPLC (s. Kapitel 4.3.3) oder wéhrend der Belichtung
durch eine kinetische Messung von Verdnderungen der Fluoreszenzeigenschaften des
Kristalls mit dem FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer (s. Kapitel 5.3.2.3) analysiert. Als
Lichtquelle diente ein Dual-Mode He-Cd-Laser (Modell IK5652R-G, Soliton, Gilching).
Das Licht wurde vom Laser durch eine optische Faser aufgenommen und zur Belichtung
groferer Probenvolumina (z.B. homogene Belichtung des ganzen Tropfens einer
Proteinlosung) ohne weitere Fokussierung auf die Probe geleitet. Zur Belichtung einzelner
Proteinkristalle wurde das Licht durch ein Spiegelobjektiv auf den Kiristall fokussiert
(s. Kapitel 5.2.10).

Zur Erzeugung intermedidrer Kristall-Zustinde wurde die Probe nach der Photolyse von
caged GTP bei Raumtemperatur bis zum Erreichen des gewiinschten Zustands inkubiert.
Auch hier wurde der Kristall-Zustand entweder mittels HPLC (s. Kapitel 4.3.3) oder durch
FLUMIX-Fluoreszenzspektroskopie (s. Kapitel 5.3.2.3) analysiert.

4.5 Rontgenographische Methoden

4.5.1 Datensammlung

Die Datensammlung erfolgte unter Verwendung monochromatischer Rontgenstrahlung an
den Synchrotron-Strahlquellen ID14-1, ID14-2, ID14-3 und ID14-4
(ESRF, Grenoble, Frankreich) und PX-I (SLS, Villigen, Schweiz). Je nach apparativer
Gegebenheit wurden unterschiedliche Wellenlingen im Bereich von 0,827 — 0,976 A
eingesetzt (s. Kapitel 5.5, Tabelle 2). Zur Kontrolle der Kristall-Qualitit wurde eine Labor-
Rontgenquelle (Xcalibur PX Ultra, Oxford Diffraction, Oxford, England) eingesetzt, welche
Rontgenstrahlung der Wellenlinge 1,54 A (Kupfer K,-Strahlung) erzeugt. Die durch
ionisierende Rontgenstrahlung verursachten Schiden am Kristall nehmen mit der Kristall-
Temperatur ab (Garman und Schneider, 1997). Um solche Schidden zu minimieren, wurden

die Diffraktionsexperimente deshalb bei 100 K durchgefiihrt, soweit die Art des
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Experimentes keine anderen Temperaturen voraussetzte (beispielsweise bei kinetischen

Untersuchungen bei Raumtemperatur).

Wihrend der Aufnahme eines Diffraktionsbildes wurde der Kristall um die eigene Achse
(p) gedreht. Ein vollstindiger rontgenkristallographischer Datensatz setzt sich aus vielen
einzelnen Diffraktionsbildern zusammen, die zusammen einen Winkelbereich von etwa 60-
180 Grad abdecken. Der Drehwinkel pro Diffraktionsbild wurde dabei aufgrund
verschiedener Parameter wie der Mosaizitit des Kristalls, des Kristall/Detektor-Abstands
und der Divergenz des Rontgenstrahls gewéhlt. Es wurde versucht, die Anzahl der sich
iiberlappenden Rontgenreflexe auf einem Diffraktionsbild moglichst gering zu halten,
gleichzeitig aber auch eine moglichst hohe Anzahl von vollstindigen Reflexen auf einem
Bild aufzunehmen. Der untersuchte Winkelbereich wurde durch die Kristallsymmetrie, die
Kristall-Orientierung und durch die gewiinschte bzw. durch die ohne zu starken
Strahlschaden erreichbare Redundanz der gemessenen Daten bestimmt. Um hochaufgeldste
Strukturdaten (<1,5 A) zu erhalten, wurden zwei oder drei Datensitze bei verschiedenen
Kristall-Detektor-Abstinden aufgenommen, um sowohl eine hohe maximale Aufldsung als
auch eine hohe Datenqualitit der Rontgenreflexe bei geringen Beugungswinkeln zu
erhalten. Dabei wurde der (hochstauflosende) Datensatz bei geringstem Kristall-Detektor-
Abstand zuerst aufgenommen, da eine Verminderung der Kristallqualitit durch
einsetzenden Strahlschaden sich am stérksten auf die Reflexe bei hohen Beugungswinkeln
auswirkt. Die Belichtungszeit und Strahl-Intensitit wurden so eingestellt, dass ein
akzeptabler Kompromiss aus einem guten Signal-Rausch-Verhdltnis und geringem

Strahlschaden erzielt wurde.

4.5.2 Datenprozessierung

Die Datenprozessierung erfolgt fiir gew6hnlich in vier Hauptschritten (Otwinowski und
Minor, 1997). Im ersten Schritt werden anhand von Rontgenreflexen hoher Intensitit aus
einigen wenigen Diffraktionsbildern die Raumgruppe und die Zellparameter des Kristalls
sowie seine Orientierungsmatrix bestimmt. Die Zellparameter werden anschlieBend unter
Beriicksichtigung zusétzlicher Reflexe aus weiteren Diffraktionsbildern verfeinert. Anhand
der verfeinerten Parameter konnen nun allen Reflexen aus dem gesamten Datensatz ihre
Miller’schen Indizes (s. Kapitel 2.3.1.3) zugeordnet werden. Die Intensitdten aller Reflexe

werden zusammen mit ithrem Messfehler und ithren Miller’schen Indizes in einer Datei
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abgelegt. In einem letzten Schritt werden die Reflexe der Einzelbilder und mehrfach
gemessene Reflexe aufeinander skaliert. Die Qualitdt der erhaltenen Daten kann dabei

anhand des R;,,,-Faktors bestimmt werden:

>3 |1 (k)= (1 (nkd))|

_ hkl i
Rsym - Zzli(hkl) (11)

hkl i

Der Ry,,,-Faktor ist ein MaB fiir die mittlere Abweichung der Intensititen /(hkl) der Reflexe
mit den Miller’schen Indizes (h,k,1) von der gemittelten Intensitédt (/(hkl)). Ein kleiner Wert
fiir R, bedeutet eine gute Ubereinstimmung der symmetrieverwandten bzw. mehrfach

gemessenen Reflexe und ist somit ein Zeichen fiir einen guten Datensatz.

Zur Datenprozessierung und zur Zusammenfithrung verschiedener Teildatensdtze wurden
die Programme XDS und XSCALE (Kabsch, 1993; Kabsch, 1988) eingesetzt. Die
Konvertierung in unterschiedliche Dateiformate erfolgte mit den Programmen XDSCONV
(Kabsch, 1993), sowie mit den Programmen MTZ2VARIOUS und F2MTZ aus dem CCP4-
Programmpaket (Collaborative Computational Project Number 4, 1994).

4.5.3 Losung des Phasenproblems durch molekularen Ersatz

Das Phasenproblem wurde fiir alle in dieser Arbeit analysierten Strukturdaten durch
molekularen Ersatz (s. Kapitel 2.3.1.7) gelost. Dazu wurde das Programm MOLREP aus
dem CCP4-Programmpaket (Collaborative Computational Project Number 4, 1994)
eingesetzt, welches anhand der gemél Kapitel 4.5.2 prozessierten Strukturdaten und einem
mit dem analysierten Protein ausreichend homologen Strukturmodell die experimentell nicht
gemessenen Phasen der Strukturfaktoren rekonstruiert (s. Kapitel 2.3.1.7). MOLREP fiihrt
mit dem Strukturmodell zunichst eine automatische Rotationssuche und anschlieBend mit
den besten Rotationslosungen eine Translationssuche durch. Als Strukturmodell dienten
Strukturen des verkiirzten Wildtyp-Proteins H-Ras p21 in Komplex mit GDP oder GppNHp
(PDB-Eintrage 4Q21 bzw. 5P21). In einigen Féllen wurden die noch im Stadium der
Verfeinerung befindlichen Strukturmodelle von p21 (mod) verwendet, soweit fiir diese eine

hohere Homologie zu erwarten war. Potentiell stark zwischen dem Strukturmodell und dem
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analysierten Protein abweichende Bereiche (Wassermolekiile, Nukleotide, Magnesium-
Ionen, sowie Aminosduren der Schalterregionen) wurden zuvor aus dem Strukturmodell

entfernt.

4.5.4 Strukturverfeinerung

Das durch molekularen Ersatz positionierte Strukturmodell stellt fiir gewohnlich nur einen
Teil der aufzukldrenden Struktur dar und stimmt in einigen Bereichen noch nicht exakt mit
der realen Struktur iiberein. Es muss deshalb wahrend der Strukturverfeinerung so lange
verbessert werden, bis eine mdglichst hohe Ubereinstimmung des Modells mit den

experimentellen Diffraktionsdaten erreicht wird (s. Kapitel 2.3.2).

Im ersten Schritt der Strukturverfeinerung wurde eine Energieminimierung mit dem
Programm REFMACS5 (Collaborative Computational Project Number 4, 1994)
durchgefiihrt. Die dafiir benétigten Topologie- und Parameterdateien zur Beschreibung des
verwendeten NBD-Fluorophors wurden anhand der Ergebnisse einer ab initio-
Computersimulation erstellt (s. Kapitel 4.5.4.1). Alle anderen vorkommenden Aminosduren
und Nukleotide waren bereits in den Standardbibliotheken des Programms REFMACS
implementiert. In spdteren Verfeinerungsschritten wurde mit REFMACS vor der
Energieminimierung zusétzlich eine TLS-Verfeinerung (s. Kapitel 2.3.2.2) durchgefiihrt, um

anisotrope Schwingungsanteile zu berticksichtigen.

Im zweiten Schritt wurde mit dem Programm FFT des CCP4-Programmpakets
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994) aus dem energieminimierten
Strukturmodell und den experimentell bestimmten Intensititen der Strukturfaktoren eine
Elektronendichtekarte berechnet (s. Kapitel 2.3.2.1). Das Strukturmodell und die berechnete
Elektronendichtekarte wurden mit dem Programm O (Jones et al, 1991) dargestellt. Die
Ubereinstimmung der Elektronendichtekarte mit dem Strukturmodell wurde visuell
kontrolliert, und fehlerhafte Bereiche wurden manuell durch Verschieben, Hinzufiigen oder
Entfernen von Atomen bzw. Atomgruppen korrigiert. Bei der Beschreibung einiger
Aminosdurereste mit alternativen Konformationen musste die Datei des Strukturmodells zur
Darstellung mit O zundchst mit dem Programm ACONIO (unpubliziertes Programm,
(Kleywegt et al., 2001)) in zwei separate Dateien fiir die verschiedenen Konformationen
aufgespalten werden. Die Anpassung der Besetzungszahl der in alternativen

Konformationen vorliegenden Atome erfolgte mit dem Programm EMACS (Free Software
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Foundation, Inc., Boston, USA). Vor einer Weiterbearbeitung mit anderen Programmen
mussten die separierten Dateien wieder mit dem Programm ACONIO zu einer Datei
zusammengefiihrt werden. Fiir das Hinzufiigen gréerer Mengen an Wassermolekiilen zum
Strukturmodell wurde das Programm ARP/WARP (Perrakis et al., 2001) eingesetzt. Dieses
Programm fiihrt eine Suche nach nicht interpretierter Elektronendichte durch, welche
sinnvoll durch Wassermolekiile beschrieben werden kann. Dabei wird auch die chemische
Umgebung der Wassermolekiile in Betracht gezogen. Wassermolekiile mit unrealistischer

chemischer Umgebung werden aus dem Strukturmodell entfernt.

Nach jeder Manipulation des Strukturmodells wurde eine weitere Energieminimierung mit
REFMACS5 (Collaborative Computational Project Number 4, 1994) durchgefiihrt. Die
Verfeinerung wurde iterativ solange durchgefiihrt, bis eine akzeptable Ubereinstimmung des
Strukturmodells mit den experimentellen Daten erreicht war. Das Programm PROCHECK
(Laskowski ef al., 1993) diente in spéteren Verfeinerungsschritten dazu, das Strukturmodell

auf offensichtliche Fehler oder unrealistische Geometrien hin zu iiberpriifen.

4.5.4.1 Erstellen von Topologie- und Parameterdateien

Da fiir den Fluorophor IANBD Amid keine vorgefertigten Topologie- und Parameter-
Dateien fiir eine Energieminimierung mit REFMACS5 (Collaborative Computational Project
Number 4, 1994) zur Verfiigung standen, mussten diese zunichst angefertigt werden. Dazu
wurde zundchst die Ideal-Konformation des Fluorophors durch eine ab initio-
Computersimulation (s. Kapitel 2.3.2.4 und Kapitel 5.4) bestimmt. Die errechnete
Konformation wurde mit dem Programm O (Jones ef al., 1991) anhand der beiden in der
Computersimulation eingebundenen Cystein-Atome manuell mit einem vollstdndigen
Cystein 1iberlagert, und die beiden Molekiile miteinander kombiniert. Aus dem
kombinierten Molekiil (Cystein mit kovalent gebundenem Fluorophor, gemi3 dem in
Abbildung 17 dargestellten Reaktionsschema) wurden mit dem Programm ,Monomer
Library Sketcher* (Collaborative Computational Project Number 4, 1994) oder XPLO2D
(Kleywegt et al., 2001) die bendtigten Topologie- und Parameterdateien erzeugt. Die
erzeugten Dateien mussten noch an einigen Stellen manuell angepasst werden, um eine

Kompatibilitdt mit allen verwendeten Programmen zu gewéhrleisten.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Entwicklung des biologischen Modellsystems

5.1.1 Anforderungen an das biologische Modellsystem

Zur Entwicklung des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers war es notwendig, ein
biologisches Modellsystem auszuwéhlen, an welchem die Funktion des Spektrometers und
die Anwendbarkeit von kinetischen Fluoreszenzexperimenten in Kombination mit Rontgen-
Diffraktionsexperimenten getestet werden konnte. Dieses Modellsystem musste

verschiedene Kriterien erfiillen:

Um kinetische Analysen durchfilhren zu konnen, musste eine homogene
Reaktionsinitiierung im kristallinen Protein moglich sein. Die
Geschwindigkeitskonstante der initiierten Reaktion sollte in einem Bereich liegen, der

durch Fluoreszenzspektroskopie gut zu verfolgen ist.

Es musste gewihrleistet sein, dass nach Reaktionsinitiierung eine ausreichend starke
Verinderung im Proteinkristall auftritt, die jedoch nicht zu einer Zerstorung des

Kristallgitters fiihren durfte.

Das Protein musste fiir fluoreszenzspektroskopische Analysen einen Fluorophor

enthalten.

Der Fluorophor musste eine starke Abhéngigkeit seiner Fluoreszenzeigenschaften von
seiner chemischen Umgebung aufweisen und in der Ndhe des aktiven Zentrums
positioniert sein, um eine messbare Verdnderung des Fluoreszenzsignals wéhrend einer

Reaktion im Proteinkristall zu gewéhrleisten.

Beim biologischen Modellsystem sollte es sich um ein gut exprimierbares und leicht
kristallisierbares Protein handeln, da fiir die Optimierung des FLUMIX-
Fluoreszenzspektrometers ein hoher Bedarf an hochwertigen und in Grée und Form

reproduzierbaren Kristallen zu erwarten war.

Es sollte gezeigt werden, dass sich die Anwendbarkeit kinetischer
Fluoreszenzspektroskopie an Proteinkristallen nicht auf einige wenige Sonderfille
beschriankt. Es wurde deshalb bewusst kein Protein mit intrinsischer Fluoreszenz im
sichtbaren Spektralbereich (z.B. GFP (green fluorescent protein)) oder mit einer

intrinsischen Madglichkeit zur Reaktionsinitiierung (z.B. Bakteriorhodopsin) als
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biologisches Modellsystem gewéhlt. Stattdessen sollten Methoden entwickelt werden,
mit denen unter gewissen Voraussetzungen auch Proteine ohne diese intrinsischen
Eigenschaften in einer geeigneten Art und Weise modifiziert werden konnen, um ihre
dynamischen Eigenschaften durch kinetische Fluoreszenzmessungen in Kombination

mit Rontgen-Diffraktionsexperimenten zu untersuchen.

Um dem Protein fluoreszente Eigenschaften zu verleihen, kam nur die Einfiihrung
kleiner fluorophorer Gruppen in Frage, um die Verdnderungen im Protein moglichst
gering zu halten. Die Absorptionseigenschaften des Fluorophors durften nicht mit der
Absorption von anderen Gruppen im Protein {iiberlagern. Der Fluorophor sollte
auBerdem eine moglichst groBe Stokes-Verschiebung aufweisen, um in
Fluoreszenzexperimenten das Anregungslicht vom emittierten Fluoreszenzlicht trennen

zu konnen.

Um einen Erhalt der Kiristallisierbarkeit des fluoreszenzmarkierten Proteins zu
gewdhrleisten, war eine selektive und stdchiometrische Fluoreszenzmarkierung
unerldsslich. Der einzufiihrende Fluorophor durfte auBBerdem aufgrund seiner Gréfe und

Struktur die Protein-Kristallisation nicht behindern.

5.1.2 Auswabhl des biologischen Modellsystems

Als gutes Modellsystem erwies sich H-Ras p21. Dieses Protein kann stellvertretend fiir eine
Vielzahl von Guanin-Nukleotid bindenden Proteinen angesehen werden, so dass sich
Experimente an H-Ras p21 leicht auch auf andere GNBPs iibertragen lassen. Es konnte
bereits in fritheren Untersuchungen gezeigt werden, dass dieses Protein seine enzymatische
Aktivitdt auch im kristallinen Zustand ausiiben kann (Schlichting et al., 1989). Die
Geschwindigkeit der durch H-Ras p21 katalysierten GTP-Hydrolyse liegt dabei in einem gut
durch Fluoreszenzspektroskopie zu untersuchenden Zeitbereich. Durch die Einfiihrung von
lichtempfindlichen Nukleotid-Analoga wie caged GTP kann die Moglichkeit geschaffen
werden, in kristallinem H-Ras p21 durch Bestrahlung mit UV-Licht homogen eine Reaktion
zu initiieren (Schlichting et al., 1989). H-Ras p21 durchlduft wiahrend der Hydrolyse von
GTP Konformationsdnderungen, die hauptséchlich in zwei Schalter-Regionen (switch I und
switch II)  lokalisiert  sind. Eine  Fluoreszenzmarkierung mit einem  stark
umgebungssensitiven Fluorophor in einer dieser Schalterregionen erschien deshalb als eine

geeignete Moglichkeit zur Generierung einer fluoreszenten H-Ras p21-Variante mit den
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gewiinschten Eigenschaften fiir kinetische Fluoreszenzuntersuchungen in Kombination mit

Rontgen-Diffraktionsexperimenten.

Als Ausgangspunkt dieser Arbeit diente eine verkiirzte Variante von H-Ras p21 mit zwei
Punktmutationen (H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S)), welche von A. Kramer (MPI fiir
molekulare Physiologie, Abteilung I (Strukturbiologie), Dortmund) angefertigt wurde.
Anhand einer Kristallstrukturanalyse des verkiirzten Protein-Konstrukts H-Ras p21
(Asr 1-166) und der Interaktionsflichen von Komplexen mit verschiedenen Effektor-
Molekiilen identifizierte A. Kramer Aminosdurerest 32 als eine giinstige Position zur
Fluoreszenzmarkierung (Krdmer, 2001). Die Aminosdure Tyr-32 des Wildtyp-Proteins
wurde gegen ein Cystein ersetzt, an welches anschlieBend Thiol-reaktive Fluorophore
kovalent gebunden werden konnten. Zur Vermeidung einer doppelten Markierung wurde als
weitere Punktmutation das exponierte Cystein Cys-118 gegen ein Serin ausgetauscht. Da die
verbleibenden Cysteine Cys-51 und Cys-80 des verkiirzten Proteinkonstrukts nicht
exponiert sind, war eine Fluoreszenzmarkierung dieser Positionen unter nicht-

denaturierenden Bedingungen nicht zu erwarten (Krdmer, 2001).

Aufgrund der hohen Anforderungen an den kovalent an H-Ras p21 zu bindenden
Fluorophor kamen nur wenige Substanzen in Frage. NBD-Fluorophore zeichnen sich durch
eine geringe GroBe und eine flir das recht kompakte aromatische System hohe
Anregungswellenldnge aus. Des Weiteren zeigen NBD-Fluorophore eine grof3e
Stokes-Verschiebung und  eine  ausgesprochen  starke  Abhdngigkeit  ihrer
Fluoreszenzeigenschaften von der chemischen Umgebung. Fiir die Fluoreszenzmarkierung
wurden drei verschiedene NBD-Fluorophore getestet (s. Abbildung 17), von denen sich
IANBD Amid als giinstigste Variante herausstellte.
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5.1.3 Proteinexpression und Reinigung

Als Ausgangspunkt zur Herstellung einer fluoreszenten H-Ras p21-Variante wurde ein ptac
Expressions-Plasmid (Tucker et al., 1986) verwendet, welches fiir eine verkiirzte Form des
Wildtyps (Asr 1-166) mit zwei Mutationen (Y32C, C118S) kodiert. Dieses Plasmid wurde
in Form einer transformierten Bakterienkultur (E. coli Stamm CK600K, s. Kapitel 4.1.2)
von Astrid Krdmer (MPI fiir molekulare Physiologie, Abteilung I (Strukturbiologie),
Dortmund) zur Verfiigung gestellt. Das Protein wurde in E. coli Stamm CK600K nach der
in Kapitel 4.1.3 dargestellten Methode exprimiert. Die Bakterien wurden gemafl Kapitel
4.2.1 mit einem Mikrofluidizer aufgeschlossen, und das rekombinante Protein wurde wie in
Kapitel 4.2.2 beschrieben gereinigt. Eine gelelektrophoretische Analyse mittels SDS-PAGE
(s. Kapitel 4.2.5) von verschiedenen wihrend der Proteinreinigung angefallenen Fraktionen

ist in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: SDS-Gel von verschiedenen wihrend der Reinigung angefallenen
H-Ras p21-haltigen Fraktionen. (M): LMW-Proteinstandard; (1): Zellen vor Induktion; (2):
Zellen nach 13 Stunden Induktion; (3): Zell-Lysat nach Aufschluss mit Mikrofluidizer; (4) Zell-
Lysat (nur nicht-16slicher Anteil); (5): Zell-Lysat (nur loslicher Anteil); (6-9):
Aufeinanderfolgende Eluat-Fraktionen der lonenaustauschchromatographie (C/2+ - Puffer mit
60 mM NaCl). Fraktionen 6 und 9 wurden verworfen und Fraktionen 7 und 8 fiir die weitere
Aufreinigung vereinigt.; (10): Wasch-Fraktion der Ionenaustauschchromatographie (C/2+ -
Puffer mit 100 mM NaCl); (11): gereinigtes Protein nach der Gelfiltration.
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5.1.4 Herstellung von fluoreszentem H-Ras p21

Von den drei getesteten NBD-Fluorophoren (s. Abbildung 17) war fiir NBDCI nach einer
Kopplung an Cys-32 der modifizierten H-Ras-Variante die groBte Ahnlichkeit mit der
urspriinglichen Aminosdure Tyr-32 des Wildtyps zu erwarten. Aufgrund der geringen
Spezifitit und der Neigung zu einer Migration der Fluoreszenzmarkierung konnte jedoch
keine stabile stochiometrische Markierung mit NBDCI erreicht werden. Die Fluorophore
IANBD Ester und IANBD Amid kdnnen iiber eine lodacetamid-Gruppierung sehr selektiv
und irreversibel an exponierte Cysteine gekoppelt werden. Dabei zeigte IANBD Ester eine
hohere Loslichkeit und eine bessere Kopplungseftfizienz als IANBD Amid. Eine Analyse
des mit IANBD Ester fluoreszenzmarkierten Proteins durch ESI-Massenspektroskopie

zeigte eine praktisch stochiometrische Markierung (s. Abbildung 21).
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Abbildung 21: Dekonvolutiertes ESI-Massenspektrum einer mit IANBD Ester
fluoreszenzmarkierten Probe von H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S). Der Peak bei 19056 Da
entspricht dem einfach markierten Protein, Reste des unmarkierten Proteins sind bei 18777 Da
zu erkennen (fiir ein ESI-Massenspektrum des unmarkierten Proteins s. Abbildung 25).

Es zeigte sich jedoch, dass bei hohen pH-Werten eine basen-katalysierte Spaltung der
Ester-Gruppierung des Fluorophors einsetzte. Nach einer Inkubation des fluoreszenten
Proteins in N.E.-Puffer (pH =8,5) bei Raumtemperatur iiber Nacht wurde durch ESI-
Massenspektroskopie bereits eine Spaltung des groBten Teils des Fluorophors nachgewiesen

(s. Abbildung 22).
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Abbildung 22: Dekonvolutiertes ESI-Massenspektrum einer mit IANBD Ester
fluoreszenzmarkierten Probe von H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S) nach Inkubation in
N.E.-Puffer (pH = 8,5) bei Raumtemperatur iiber Nacht. Der Peak bei 19056 Da entspricht dem
einfach markierten Protein, die Masse von 18835 Da entspricht dem Protein mit an der Ester-
Gruppe hydrolysiertem Fluorophor (Cys-32-CH,COOH; die Strukturformel von IANBD Ester
ist in Abbildung 17 dargestellt).

Da fiir eine Kristallisation des fluoreszenten Proteins eine Stabilitdt {iber mehrere Tage bis
Wochen bei leicht basischem pH-Wert und Raumtemperatur Voraussetzung war, wurde die
Fluoreszenzmarkierung mit IANBD Amid wiederholt. Dieser Fluorophor zeigte eine
geringere Reaktivitit als [ANBD Ester und musste gemifl Kapitel 4.2.7 unter
mehrstiindigem Riihren in groBem Uberschuss zugesetzt werden. Mit IANBD Amid
markiertes Protein wies dafiir die fiir einen anschlieBenden Nukleotidaustausch
(s. Kapitel 5.1.5) und fiir die Kristallisation notwendige Stabilitdt in leicht basischem
Puffermilieu auf. Im Verlauf der Kopplungsreaktion wurde die Vollstindigkeit der
Fluoreszenzmarkierung durch MALDI-Massenspektroskopie (s. Kapitel 4.3.1.2)
kontrolliert. In Abbildung 23 ist exemplarisch ein MALDI-Massenspektrum eines etwa zur

Hailfte umgesetzten Reaktionsansatzes gezeigt.
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Abbildung 23: MALDI-Massenspektrum  eines  Reaktionsansatzes  zur
Fluoreszenzmarkierung von H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S) mit IANBD Amid. Aufgrund
der hohen Salzkonzentration im Reaktionsgemisch und daraus resultierenden Salz-Addukten des
Proteins ist das Massenspektrum verrauscht. Dennoch ist gut zu erkennen, dass noch ein
signifikanter Teil des Proteins unmarkiert ist.

Die Reaktionslosung wurde inkubiert, bis verbleibende Reste des unmarkierten Proteins
nicht mehr vom Rauschen zu unterscheiden waren. AnschlieBend wurde noch fiir einige
Stunden weiter inkubiert, um letzte Spuren an unmarkiertem Protein umzusetzen. Fiir die
Verifikation einer 100 %igen Umsetzung waren Untersuchungen durch ESI-MS besser
geeignet. Diese wurden zur Erfassung etwaiger Instabilititen des Fluorophors erst nach
einem Nukleotidaustausch an der fiir die Kristallisation vorbereiteten Proteinlosung

durchgefiihrt (s. Kapitel 5.1.6.1, Abbildung 25).

5.1.5 Nukleotidaustausch

Das fluoreszenzmarkierte Protein H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S, C32-IANBD-
amid)*Mg* *GDP (im weiteren Verlauf als p21(mod)*GDP abgekiirzt) weist in dieser Form
keine intrinsische = Moglichkeit zur Reaktionsinitiilerung auf. Fiir kinetische
Fluoreszenzuntersuchungen wurde das Nukleotid GDP deshalb gemif einer von Scherer et
al. (1989) entwickelten Methode (s. Kapitel 4.2.8) gegen das hydrolysestabile GTP-
Analogon caged GTP ausgetauscht, aus welchem durch Photolyse mit UV-Licht GTP
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freigesetzt werden kann. Fiir Vortests sowie fiir einige Experimente in Losung wurde dabei
das leichter erhéltliche Diastereomeren-Gemisch R/S-caged GTP eingesetzt, wihrend fiir
Kristallisationsexperimente isomerenreines R- bzw. S-caged GTP verwendet wurde.
Zusitzlich wurde fiir Kontrollexperimente und fiir die Rontgenstrukturanalyse p21(mod) im

Komplex mit dem Licht- und Hydrolyse-stabilen GTP-Analogon GppNHp hergestellt.

Die Nukleotide wurden in etwa dreifachem molarem Uberschuss zu einer Proteinlsung aus
10 mg/ml p21(mod)*GDP in N.E.-Puffer mit alkalischer Phosphatase (20 Nanoliter (0,2 U)
alkalische Phosphatase pro Milligramm Protein) gegeben und bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Vollstandigkeit des Nukleotid-Austausches wurde durch HPLC
(s. Kapitel 4.3.3) verfolgt. Nach vollstdndigem Abbau von GDP wurde ein Pufferwechsel zu
X-Puffer durchgefiihrt, wobei liberschiissige Nukleotide entfernt wurden. Die Proteinlosung
wurde fiir eine anschlieende Kristallisation auf etwa 15 mg/ml aufkonzentriert und zeigte
einen Restgehalt von weniger als 1 % GDP, sowie eine stochiometrische Besetzung des
Proteins mit dem entsprechenden Nukleotid. In Abbildung 24 sind exemplarisch die HPLC-

Spektren fiir einen Austausch von GDP zu R-caged GTP dargestellt.
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Abbildung 24: HPLC-Spektren zu verschiedenen Zeitpunkten
Nukleotid-Austausches von GDP zu R-caged GTP (t= 0-120 min).
te:= 1,86 min; (2): GMP, t.,=225min; (3): GDP, t.=2,63min; (4): R-caged GTP,
t.: = 8,1 min; (B): Bestandteile des Puffers, ., = 1,92 min, f.,=2,85 min. Nachdem GDP
vollstandig durch alkalische Phosphatase abgebaut war, wurde ein Pufferwechsel durchgefiihrt,
wobei alle nicht an das Protein gebundenen Nukleotide entfernt wurden. Die Elution erfolgte
isokratisch durch HPLC-Puffer mit 18 % Acetonitril.
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5.1.6 Eigenschaften von p21(mod)*R-caged GTP

5.1.6.1 Qualititsanalyse durch ESI-MS

Um die Vollstidndigkeit und Homogenitét der Fluoreszenzmarkierung und die Stabilitdt des
Fluorophors zu tiberpriifen, wurde nach erfolgtem Nukleotidaustausch und Pufferwechsel zu
X-Puffer eine Analyse durch ESI-MS (s. Kapitel 4.3.1.1) durchgefiihrt. Anders als bei
einer Markierung durch den in basischer Losung instabilen Fluorophor IANBD Ester
(s. Abbildung 22) zeigte das durch IANBD Amid fluoreszenzmarkierte Protein keine

groBere Inhomogenitit im Molekulargewicht.
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Abbildung 25: Dekonvolutierte ESI-Massenspektren von H-Ras p21  (Asr
1-166, Y32C, C118S) (A) nach Fluoreszenz-Markierung mit IANBD Amid und (B) der
Vergleich mit unmarkiertem Protein. Die Massenzunahme entspricht einer Markierung mit
einem Fluorophor-Molekiil pro Protein-Molekiil. Nach der Fluoreszenzmarkierung sind
massenspektroskopisch  keine unmarkierten oder doppelt markierten Protein-Spezies
nachzuweisen.
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Es konnte eine homogene, einfache Fluoreszenzmarkierung festgestellt werden, die auch
nach mehrstiindiger Inkubation in N.E.-Puffer (wihrend des Nukleotid-Austausches) stabil
blieb.

5.1.6.2 Bestimmung der Fluorophor-Bindungsstelle

Nachdem eine homogene Einfachmarkierung und die chemische Stabilitit des Fluorophors
durch ESI-MS bestitigt werden konnte, musste die Position der Fluoreszenzmarkierung
analysiert werden. Da im verwendeten Protein p21(mod) neben dem kiinstlich eingefiihrten
Cystein Cys-32 noch zwei weitere Cystein-Positionen (Cys-51, Cys-80) vorhanden waren,
musste eine fehlerhafte oder inhomogene Fluoreszenzmarkierung ausgeschlossen werden.
Dazu wurde mittels MALDI-MS das Spaltungsmuster einer Proteinfragmentierung durch
NTCB analysiert (s. Kapitel 4.2.9 und 4.3.1.2). Entsprechend Abbildung 18 werden durch
NTCB Proteine selektiv an freien Cystein-Gruppen gespalten, wihrend an
fluoreszenzmarkierten Cysteinen keine Spaltung erfolgen kann. Die Primérstruktur von
H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S) und die zu erwartenden Massen der durch NTCB-
Spaltung generierten Proteinfragmente sind in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Primérstruktur von H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S) und die zu
erwartende GroBe (m.,.) der Spaltprodukte einer Proteinfragmentierung durch NTCB. Alle
Spaltprodukte, die ein durch die NTCB-Fragmentierung modifiziertes Cystein enthalten, sind
um 25 Da grofer als das unmodifizierte Polypeptid.

Durch MALDI-MS wurden die Fragmentierungsmuster von fluoreszenzmarkiertem und
nicht markiertem Protein miteinander verglichen. Als MALDI-Matrix wurde Sinapinsdure
fiir die Analyse von groferen Proteinfragmenten (10-20 kDa) und CHCA fiir kleinere
Fragmente (<5 kDa) eingesetzt. Durch die Analysen mit Sinapinsdure als Matrix konnte
sowohl fiir das markierte als auch fiir das unmarkierte Protein das C-terminale Fragment

(Asr 80-166) nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis deutet auf ein
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nicht fluoreszenzmarkiertes Cys-80 hin und war konsistent mit der Analyse des

Massenbereiches bis 5 kDa (s. Abbildung 27).
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Abbildung  27: MALDI-Massenspektren  einer mit IANBD  Amid
fluoreszenzmarkierten und einer unmarkierten Probe von H-Ras p21 (Asr 1-166, Y32C, C118S).
Als Matrix wurde 10 mg/ml CHCA verwendet. Die Farbkodierung der Peak-Beschriftungen soll
auf die Zugehorigkeit zum entsprechend markierten Bereich der Primérsequenz (s. Abbildung
26) hinweisen. Fiir jedes Fragment trat noch ein zweiter Peak mit einer um etwa 103 Da iiber
dem theoretischen Wert liegenden Masse auf. Die Ursache fiir diese zusétzlichen Peaks konnte
nicht eindeutig gekldrt werden; eine mdgliche Ursache wiren Nebenreaktionen mit
Bestandteilen der Pufferlosung. Das Auftreten derartiger Doppelpeaks mit einem Abstand von
103 Da war reproduzierbar und wurde auch bei der Analyse anderer Proteine beobachtet (Daten
nicht gezeigt).

Bei der Analyse der Spaltprodukte des unmarkierten Proteins im Massenbereich bis 5 kDa
konnten die erwarteten Fragmente fiir den Sequenzbereich 1-31 (m/z=3317,0 Da;
Meqie=3317,9 Da), Sequenzbereich 32-50 (m/z=2195,1 Da; mu.=2193,0 Da) und
Sequenzbereich 51-79 (m/z=3350,8 Da; mcq.=3350,5 Da) nachgewiesen werden. Die
Analyse des fluoreszenzmarkierten Proteins (p21(mod)*R-caged GTP) zeigte im Bereich bis
5 kDa hingegen ausschlieBlich das Fragment fiir Aminosduren 51-79 (m/z=3350,6 Da;
Meqaie=3350,5 Da). Dies kann durch unmarkierte Cysteine Cys-51 und Cys-80 und eine
vollstindige Fluoreszenzmarkierung der Position Cys-32 erklédrt werden. Da das Protein an
einem fluoreszenzmarkiertem Cystein nicht geschnitten werden konnte, entstand fiir den
Sequenzbereich 1-50 ein einzelnes, groferes Fragment. Diese Ergebnisse bestétigen also die

gewiinschte Fluoreszenzmarkierung an der Position Cys-32.



Ergebnisse und Diskussion 93

5.1.6.3 Analyse der GTPase-Aktivitit von p21(mod) durch HPLC

Zur Bestimmung der GTPase-Aktivitit des fluoreszenzmarkierten Proteins p21(mod)
wurden 4 pl einer Lésung von 12,3 mg/ml p21(mod)*R-caged GTP in X-Puffer fiir drei
Minuten mit 2,5 mW UV-Licht (325 nm) bestrahlt. Durch Photolyse von R-caged GTP
wurde dadurch GTP freigesetzt und somit die GTPase-Reaktion gestartet. Der Tropfen der
Proteinlosung wurde dazu entsprechend Abbildung 5, 4 unter einem Deckglidschen hdngend
iiber einer Reservoir-Losung aus X-Puffer platziert. Die Bestrahlung erfolgte durch
unfokussiertes Licht von einem He-Cd-Laser (Modell IK5652R-G, Soliton, Gilching),
welches durch eine optische Faser (& =400 pm) zum Deckgldschen geleitet wurde. Eine
Analyse per HPLC (s. Kapitel 4.3.3) zeigte eine vollstandige Photolyse von R-caged GTP
zu GTP und 2-Nitrosoacetophenon (Daten nicht gezeigt). Fiir jeden Messpunkt wurden
0,5 pl der Proteinlosung durch HPLC gemil Kapitel 4.3.3 analysiert. Die Elution erfolgte
bei 1 ml/min mit HPLC-Puffer (12 % Acetonitril) als mobile Phase. Es ergaben sich
Retentionszeiten von t..(GDP)=4,48 min und #,,(GTP)=5,59 min. Die Integration der
HPLC-Spektren erfolgte mit dem Programmpaket Star Chromatography Workstation
(Version 5.0, Varian, Darmstadt). Fiir den ersten Messpunkt nach Start der Photolyse
(=5 min) wurde das Verhiltnis der Nukleotide GDP und GTP bestimmt und der GTP-
Anteil zu diesem Zeitpunkt auf 100 % normiert. Die HPLC-Spektren und der Verlauf der
Hydrolyse des verbleibenden GTP sind in Abbildung 28 dargestellt.
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p21(mod)*R-caged GTP in X-Puffer zu verschiedenen Zeitpunkten nach Photolyse mit
UV-Licht (325 nm). Alle Spektren wurden auf eine gleiche Summe der Peak-Fldchen fiir die
Nukleotide GDP (#,.,(GDP) =4,48 min) und GTP (4(GTP)=5,59 min) normiert. (B):
Umsetzungsgrad des nach der Photolyse freigesetzten GTP. Fiir den Zeitpunkt t =5 min nach
Start der Photolyse wurde der verbleibende GTP-Gehalt auf 100 % normiert.
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Der Verlauf der Hydrolyse wurde mit dem Programm Origin (Version 6.0, Microcal
Software, Northampton, USA) unter Annahme einer Reaktion erster Ordnung durch

Gleichung 12 angenéhert:

In(2)

— _(tH vdrolyse k). —
Yorp=Yo-e UG fyp =

(12)

Der Umsetzungsgrad ygrp in Abhéngigkeit der Reaktionszeit fuyaronse kann gemald
Gleichung 12 mit einer Geschwindigkeitskonstanten & = (620,9 + 26,3 min)" beschrieben
werden, woraus sich eine Halbwertszeit von #,=430,4 + 18,2 min fiir die GTP-Hydrolyse
ergibt. Die Halbwertszeit ist deutlich hoher als beim Wildtyp-Protein, welche von John et
al. (1989) mit ¢,=18,7min bei 37 °C bestimmt wurde. Durch die -eingefiihrten
Modifikationen wurde also eine deutliche Reduktion der GTPase-Aktivitdt hervorgerufen,
was fiir die an p21(mod) durchgefiihrten FLUMIX-Experimente jedoch nicht von Nachteil

war.

5.1.6.4 Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften

Fir die Planung und Durchfiihrung von FLUMIX-Experimenten an p2l1(mod) waren
zunéchst detaillierte Informationen iiber die Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften des
biologischen Modellsystems notwendig. Absorptionsspektren von reinem R/S-caged GTP
und von p2l(mod)*R/S-caged GTP wurden mit einem UV/VIS-Spektralphotometer
(Shimadzu, Diisseldorf) gemessen (s. Abbildung 29).
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Abbildung 29: (A): Absorptionsspektrum einer Losung von R/S-caged GTP (31,3 uM)
(B): Absorptionsspektrum einer Losung von p21(mod)*R/S-caged GTP (31,7 pg/ml). Zusitzlich
sind die beiden Anregungswellenlingen eines Dual-Mode He-Cd-Lasers (325 und 442 nm)
markiert.

Fiir die Fluoreszenzanregung von p21(mod) und die Photolyse von caged GTP kam in
spateren Experimenten (s. Kapitel 5.3) ein Dual-Mode He-Cd-Laser (Soliton, Gilching) zum
Einsatz. Wie aus Abbildung 29 ersichtlich ist, liegen beide Laserwellenldngen, die von einer
solchen Lichtquelle generiert werden (325 und 442 nm) jeweils an den Schultern der
Absorptionsbanden einer Losung von p21(mod)*R/S-caged GTP. Dies ist fiir
Fluoreszenzuntersuchungen und fiir die Reaktionsinitiierung an kristallinem p21(mod) sehr
vorteilhaft, da so trotz der sehr hohen Proteinkonzentration im Proteinkristall eine
anndhernd homogene Belichtung erzielt werden kann. Ausgehend von dem
Absorptionsspektrum in wéssriger Losung (Abbildung 29, B) wurde die optische Dichte
eines Kristalls von p21(mod)*R-caged GTP mit 50 um Dicke auf OD = 0,59 bei 325 nm
und OD = 0,94 bei 442 nm extrapoliert.

Fluoreszenzspektren einer Losung von p21(mod)*R/S-caged GTP wurden mit einem
Fluoreszenzspektrometer Aminco SLM 8100 (Sopra, Biittelborn) aufgenommen

(s. Abbildung 30).
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Abbildung 30: Fluoreszenzspektren einer Losung von p21(mod)*R/S-caged GTP.
Dargestellt sind ein Anregungsspektrum, welches bei einer Emissionswellenlinge von
Agm =545 nm aufgenommen wurde und ein Emissionsspektrum, welches bei einer
Anregungswellenlédnge von Az, = 490 nm gemessen wurde.

Wie aus Abbildung 30 ersichtlich wird, hat eine Fluoreszenz-Anregung durch blaues Licht
des He-Cd-Lasers (Agz =442 nm) neben der Moglichkeit einer homogenen Kristall-
Belichtung auch beziiglich der Separierung von Anregungs- und Fluoreszenzlicht grof3e
Vorteile. Durch die Verwendung eines optischen Filters, der nur fiir Licht oberhalb etwa
450 nm durchléssig ist (z.B. Schott GG-455; Itos, Mainz), kann so das Anregungslicht bei
442 nm ohne Beeinflussung des Fluoreszenzspektrums abgetrennt werden, was bei einer

Fluoreszenzanregung am Fluoreszenzmaximum von 490 nm nicht moglich wére.

Ein Vergleich der Absorptionsspektren (Abbildung 29) und Fluoreszenzspektren
(Abbildung 30) von p21(mod)*R/S-caged GTP zeigt, dass die Absorptionsbanden bei
~350 nm und ~ 550 nm auf den kiinstlich eingefiihrten Fluorophor zuriickzufiihren sind.
Obwohl fiir caged GTP eine maximale Photolyseeffizienz im Bereich 300-360 nm
festgestellt wurde (Schlichting et al., 1989), weist das Nukleotid bei dieser Wellenldnge nur
eine geringe Absorption auf. Dies ist auf einen geringen Absorptionskoeffizienten der 2-
Nitrophenylethyl- (2-NPE-, cage-) Gruppe im Vergleich zum Guanin-Ring des Nukleotids
zurlickzufiihren. Die Absorption von caged GTP im Bereich von 250-300 nm beruht auf
einer Absorption durch die Guanin-Gruppe des Nukleotids und fiihrt im Gegensatz zu einer

Anregung der 2-NPE-Gruppe nicht zur Spaltung von caged GTP.
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Die Laserwellenlinge von 325 nm stellt insofern fiir die Photolyse von caged GTP in
p21(mod)ecaged GTP einen guten Kompromiss dar zwischen einer recht hohen Photolyse-
Effizienz und einer geringen Lichtabsorption durch den Fluorophor oder die Guanin-Gruppe

des Nukleotids.

5.1.7 Kiristallisation und Stabilisierung intermediirer Kristall-Zustinde

Die Kristallisation von p21(mod) im Komplex mit verschiedenen Nukleotiden erfolgte nach
der Methode des hiangenden Tropfens (s. Kapitel 2.2). Die von Scherer ef al. (1989) fiir die
verkiirzte Form des Wildtyp-Proteins H-Ras p21 (Asr 1-166) eingesetzte Kristallisations-
Bedingung mit leichten Variationen (X-Puffer mit PEG-400 als Fillungsmittel) fiihrte nur
fiir p21(mod)*GppNHp nach kurzer Zeit zu Einkristallen. In einem Kristallisationsansatz
auf Basis dieser Bedingungen mit p21(mod)*GDP wuchs erst nach etwa 6 Monaten ein
einzelner  groBer  Kristall heran, der dafir jedoch iiber hervorragende

Diffraktionseigenschaften verfiigte (Kristall C2, s. Tabelle 1).

Eine  Variation der  urspriinglichen  Kiristallisationsbedingungen  fiithrte  fiir
p21(mod)*R-caged GTP oder p21(mod)*S-caged GTP zu keinen geeigneten Kristallen. Die
Kristallisationsbedingungen wurden deshalb unter Verwendung von Kristallisations-Screens
der Firma Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA) neu optimiert. Als giinstigste
Reservoir-Losung  stellte sich 0,2 mM Mg-Acetat, 0,1 mM HEPES pH 7,2 und
16-17 % PEG 8000 heraus. Das Protein lag in X-Puffer geldst vor, so dass sich im
Kristallisationsansatz ein gemischtes TRIS/HEPES-Puffersystem ergab. Unter diesen
Kristallisationsbedingungen konnten hochwertige Kristalle von p21(mod)*R-caged GTP,
p21(mod)*S-caged GTP und auch von p21(mod)*GppNHp innerhalb von weniger als
24 Stunden erhalten werden. Kristalle von p21(mod)*GDP (s. Abbildung 31, /), welche
durch Variation dieser neuen Kristallisationsbedingungen erhalten wurden, zeigten jedoch
eine vergleichsweise geringe Kristallqualitidt und wurden deshalb nicht weiter analysiert. In
Abbildung 31 sind exemplarisch einige der erhaltenen Kristallformen fiir p21(mod) in

Komplex mit GppNHp, GDP und R-caged GTP dargestellt.
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Abbildung 31: Verschiedene Kristall-Formen von p21(mod). (1): p21(mod)*GDP;
(2-4): p21(mod)*GppNHp; (5-8): p21(mod)*R-caged GTP

Fir FLUMIX-Experimente in Kombination mit Rontgen-Diffraktionsexperimenten wurden
Kristalle mit einer Dicke von etwa 50 um angestrebt, um einerseits ein ausreichendes
Streuvolumen fiir die Rontgendiffraktion bereitzustellen, andererseits aber auch eine
homogene Belichtung des gesamten Kristall-Volumens mit dem FLUMIX-
Fluoreszenzspektrometer zu ermdglichen (s. Kapitel 5.1.6.4). Fiir die Optimierung der Form
und Groe von p21(mod)-Kristallen wurden etwa 30 Minuten alte Kristallisationsansitze
gemil Kapitel 4.4.1 durch streak-seeding angeimpft. Fiir alle Kristallisationsansitze war die
Verwendung von frisch angesetzten PEG-Losungen essentiell fiir ein schnelles
Kristallwachstum. Die erfolgreichen Kristallisationsparameter fiir die in dieser Arbeit durch

Rontgenstrukturanalyse untersuchten Kristalle sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Kristallisationsparameter zur Herstellung der Kristalle C1-C7

Kristall Nukleotid c(Protein)  Reservoir-Losung Kryo-Losung Reservoir- Tropfen- Animpf-  Alter der
(mg/ml) Volumen Grife Technik  Kristalle
X-Puffer +
Cl1 GppNHp 12,64 direkt eingefroren 450 ul 2ul - 2 Tage
26 % PEG 400
X-Puffer +
C2 GDP 17,27 direkt eingefroren 500 pl 4 ul - 6 Monate

35 % PEG 400

0,2 M Mg-Acetat

S-caged XK 17/20-Puffer streak-
c3 15,40 0,1 M HEPES pH 7,4 1 ml 20 pl 3 Tage
GTP seeding
17 % PEG 8000
0,2 mM Mg-Acetat ~3 min. in
R-caged XK 16/10-Puffer, streak-
C4 13,35 0,1 M HEPES pH 7,2 500 pl 4l 3 Tage
GTP dann tiberfiihrt in seeding

0,
16 % PEG 8000 XK 17/20-Puffer

0,2 M Mg-Acetat 3 Tage +
R-caged streak-
C5 13,35 0, MHEPESpH 7,2 XK 17/20-Puffer 1 ml 4ul ~ 4 min nach
GTP>GTP seeding
16 % PEG 8000 Photolyse
0,2 M Mg-Acetat 3 Tage +
R-caged streak-
C6 13,35 0, MHEPES pH 7,2 XK 17/20-Puffer 1ml 4ul 68 Std. nach
GTP->GDP seeding
16 % PEG 8000 Photolyse
0,2 M Mg-Acetat 3 Tage +
R-caged streak-
Cc7 13,35 0,1 MHEPESpH 7,2 XK 17/20-Puffer 1ml 4ul ~ 3 min nach
GTP>GTP seeding
16 % PEG 8000 Photolyse

Die Kiristallisation erfolgte bei 18 °C unter Lichtausschluss. Alle Proteine lagen in X-Puffer gelost vor.

Die Kristalle C5 - C7 wurden aus Kristallen von p21(mod)*R-caged GTP hergestellt. Dazu
wurden die Kristalle gemidB Kapitel 4.4.3 zundchst mit UV-Licht (325 nm) bis zur
vollstdndigen Photolyse von R-caged GTP belichtet und anschlieBend bis zum Erreichen

des gewlinschten intermedidren Zustands inkubiert.

Der intermediire GTP-gebundene Zustand wurde in zwei unterschiedlichen
Versuchsanordnungen hergestellt (Kristalle C5 und C7). Kristall C5 wurde in einer
Anordnung entsprechend Abbildung 5, 4 belichtet, wéhrend Kristall C7 in einer Nylon-
Schleife montiert und mit einem Luftfeuchtekonditionierer (s. Kapitel 5.2.8) stabilisiert
wurde. Beide Kristalle wurden dafiir zuvor in XK 17/20-Puffer {iberfiihrt, um nach der
vollstindigen Photolyse ein ziigiges Einfrieren in fliissigem Stickstoff zu ermdglichen. Die
Vollstindigkeit der Photolyse wurde dabei durch FLUMIX-Experimente analysiert
(s. Kapitel 5.3.2.3). Anhand der FLUMIX-Analysen konnte auch die Qualitét der erreichten

intermedidren Zustinde abgeschitzt werden. Die Photolyse im hédngenden Tropfen
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(Kristall C5) stellte nach diesen Experimenten die giinstigere Methode zur Herstellung von

p21(mod)*(R-caged GTP>GTP)- Kristallen dar (s. Kapitel 5.3.2.3).

Zur Herstellung eines p21(mod)-Kristalls in Komplex mit GDP, welches erst im Kristall
durch Hydrolyse von GTP erzeugt wurde (,,p21(mod)*R-caged GTP->GDP*, Kristall C6)
wurde ein Kristall von p2l(mod)*R-caged GTP in einer Anordnung entsprechend
Abbildung 5, A photolysiert, jedoch erst nach einer Inkubationszeit von 68 Stunden

schockgefroren, um eine vollstindige Hydrolyse von GTP zu GDP zu ermdglichen.
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5.2 Entwicklung des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers

5.2.1 Anforderungen an das Spektrometer

Es sollte ein geeignetes Fluoreszenzspektrometer entwickelt werden, um Kkinetische
Fluoreszenzexperimente in Kombination mit Rontgen-Diffraktionsexperimenten an
Proteinkristallen zu ermoglichen. Wie bereits in Kapitel 1.2 diskutiert wurde, musste ein
solches Spektrometer sehr kompakt aufgebaut werden, um in den komplexen Autbau eines
Rontgen-Diffraktometers integriert werden zu konnen. Da das Spektrometer an
verschiedenen Rontgenquellen eingesetzt werden sollte, musste auBerdem ein flexibler,
transportabler Aufbau gewihrleistet sein, der leicht an unterschiedliche Gegebenheiten
angepasst werden kann. Insbesondere die Kombination mit verschiedenen Synchrotron-

Messstationen war hier eine wichtige Voraussetzung.

Neben diesen rein geometrischen Voraussetzungen mussten mit dem Spektrometer
Fluoreszenzanalysen an sehr kleinen Objekten mit nur etwa 50-100 pm Kantenldnge
moglich sein, was hohe Anforderungen an die verwendeten optischen Komponenten stellte.
Des Weiteren sollte eine moglichst hohe zeitliche Auflosung in kinetischen Untersuchungen
erreicht werden. Dies musste bei einer ausreichend niedrigen Intensitit des Anregungslichts
ermoglicht werden, da eine zu hohe Lichtintensitét eine Schidigung des Protein-Kristalls,
z.B. durch Erwdrmung oder Fluoreszenzbleichung, hervorrufen wiirde. Fiir kinetische
Untersuchungen mussten die Proteinkristalle bei Raumtemperatur in einer Nylon-Schleife

stabilisiert werden konnen.

5.2.2 Gesamtaufbau des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers

Das FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer wurde modular aufgebaut, wobei die einzelnen
Komponenten des Spektrometers durch Lichtleiter-Fasern miteinander verbunden wurden.
Dies ermdglichte eine maximale Flexibilitit bei der Platzierung der Komponenten, die nicht
in direkter Ndhe des Kristalls angebracht werden mussten. Der Strahlengang und die
verwendeten Einzelteile wie z.B. Lichtquelle, optische Filter, Referenz-Kiivette etc. konnten
auflerdem aufgrund dieser modularen Bauweise leicht den jeweiligen experimentellen
Erfordernissen angepasst werden. Der fiir Fluoreszenzuntersuchungen an p21(mod) am

hiufigsten verwendete Aufbau ist in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Aufbau des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers. (1): CCD-Detektor;
(2): Geridte zur Luftfeuchtekonditionierung (humidifier); (3): Referenz-Kiivette; (4): direkte
Faser-Uberginge; (5): Faser-Ubergang mit integriertem optischen  Filter;  (6):
Feuchtluftzufilhrung vom Luftfeuchtekonditionierer; (7): Protein-Kristall; (8): mechanischer
Licht-Unterbrecher; (9): Spiegel-Objektiv; (10): He-Cd-Laser.

In der dargestellten Versuchsanordnung wurde das Licht vom He-Cd-Laser zunéchst in zwei
Lichtwege aufgeteilt und durch geeignete optische Filter jeweils eine der beiden Laser-
Wellenldngen (325 bzw. 441,6 nm) abgetrennt. Der Lichtweg fiir blaues Licht (441,6 nm)
diente der Fluoreszenzanregung. Das Licht passierte zunédchst eine Referenz-Kiivette zur
Korrektur von Signalschwankungen der Lichtquelle und wurde von dort zum
Spiegelobjektiv weitergeleitet. Der Lichtweg fiir UV-Licht (325 nm) konnte durch einen
mechanischen Licht-Unterbrecher wahlweise gedffnet oder geschlossen werden und diente
der Photolyse von caged GTP. Reaktionsinitiierung, Fluoreszenzanregung und
Fluoreszenzdetektion erfolgten in einer 0°-Geometrie durch ein einzelnes Spiegel-Objektiv,
wodurch der Platzbedarf um den Kristall im Vergleich zu einer klassischen 90°-Geometrie
stark reduziert werden konnte. An dem Objektiv konnte auch die Feuchtluftzufithrung zur

Stabilisierung von Proteinkristallen bei Raumtemperatur angebracht werden. Das
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Referenzsignal und das Fluoreszenzspektrum der eigentlichen Probe wurden vor dem
Detektor zusammengefiihrt und gemeinsam in einem Spektrum aufgezeichnet. Mit
geeigneten optischen Filtern wurde sichergestellt, dass der Wellenldingenbereich des
Referenzlichts nicht mit dem Fluoreszenzspektrum der Probe iiberlagert. Im Folgenden
sollen die einzelnen Komponenten des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers in groflerem

Detail beschrieben werden.

5.2.3 Lichtquellen

Fiir die Justage der optischen Komponenten des Spektrometers wurde eine Wolfram-Lampe
LS-1 (Ocean Optics, Duiven, Niederlande) verwendet. Die Lampe konnte liber eine
integrierte Faser-Einkopplung an die optischen Lichtleiter-Fasern des Spektrometers
angeschlossen werden und hatte gegeniiber intensiveren Lichtquellen den Vorteil einer
kompakten Bauweise und einer fiir das Auge ungefdhrlichen Lichtintensitit. Fiir die
Reaktionsinitiierung und fiir die Fluoreszenzanregung wurde ein Dual-Mode He-Cd-Laser
(Modell IK5652R-G, Soliton, Gilching) verwendet, welcher etwa 38 mW Lichtintensitdt im
ultravioletten Bereich (4 =325 nm) und etwa 132 mW Intensitit im blauen Spektralbereich
(A=441,6 nm) erzeugte. Das Laserlicht wurde in eine optische Faser mit 200 um
Durchmesser eingekoppelt. Mit einem Laserenergie-Messgerdt (Modell PM-100, Soliton,
Gilching) wurde eine Transmission von blauem Licht von >100 mW (4= 441,6 nm) durch
die 200 um-Faser gemessen, was einer Einkopplungseffizienz von iiber 75 % entspricht.
Alternativ zur Laser-Lichtquelle stand eine 150 W Xenon-Lampe (Modell MOD A1000,
PTI) mit angeschlossenem Monochromator (Modell H10-UV, ISA instruments SA, division
Jobin-Yvon) fiir die Fluoreszenz-Anregung zur Verfiigung. Aufgrund der geringeren
Einkopplungs-Effizienz in diinne optische Fasern musste bei einer Fluoreszenzanregung mit
dieser Lichtquelle fiir die Aufnahme eines Fluoreszenz-Spektrums von einem kleinen
Proteinkristall etwa 5 Sekunden integriert werden, um ein Signal mit etwa 50 % Detektor-
Sattigung zu erreichen (Fluoreszenzmessung an einem Kristall von p21(mod)*GTP mit
~50-100 um Kantenldnge in einer Nylon-Schleife, 7=100K, Az =441,6 nm). Die
Bandweite der Strahlung lag bei 10 nm FWHM, und die Lichtintensitdt vor dem Kristall
wurde mit ~1 uW gemessen. Obwohl die mit der Xenon-Lampe erzeugte nutzbare
Lichtintensitdt fiir die meisten kinetischen Experimente nicht ausreichte, konnten damit

akzeptable statische Fluoreszenzspektren aufgenommen werden. Somit war aufgrund der
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variablen Anregungswellenldnge auch die Messung von Fluoreszenz-Anregungs-Spektren

von kleinen Proteinkristallen mdglich.

5.2.3.1 Auswahl des He-Cd-Lasers als Lichtquelle

Die Auswahl des He-Cd-Lasers als Lichtquelle fiir das FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer
erfolgte aufgrund verschiedener zu berlicksichtigender Parameter. Der Aufbau des
Spektrometers beinhaltete mehrere Ubergiinge zwischen optischen Fasern, die jeweils mit
Lichtverlust behaftet waren. Auflerdem musste das Anregungs-Licht auf einen kleinen
Kristall mit Kantenldngen von nur etwa 50-100 um fokussiert werden. Um eine zeitliche
Auflésung von wenigen Millisekunden in kinetischen Fluoreszenzuntersuchungen zu
erreichen, wurde also eine Lichtquelle mit hoher Intensitdt und Fokussierbarkeit benotigt.

Um diesen Voraussetzungen gerecht zu werden, kam nur eine Laser-Lichtquelle in Frage.

Des weiteren musste entschieden werden, ob ein Laser mit gepulster oder mit
kontinuierlicher Lichtemission fiir die durchzufithrenden Experimente sinnvoller wire. Mit
gepulsten Lichtquellen ist theoretisch eine homogene Reaktionsinitiierung in einem
Proteinkristall innerhalb von wenigen Nanosekunden denkbar. Bei der Photolyse von caged
GTP in Kristallen des verkiirzten Wildtyp-Proteins H-Ras p21 (Asr 1-166) mit einer Xenon-
Blitzlampe (Schlichting et al., 1989) stellte sich jedoch heraus, dass durch einen einzelnen
Licht-Puls normalerweise keine vollstindige Photolyse von caged GTP erreicht werden
kann. Schlichting ef al. (1989) verwendeten fiir eine vollstindige Photolyse etwa 10 Licht-
Pulse, was die hohe zeitliche Auflésung von 2 Millisekunden der Einzel-Pulse grofBtenteils
zunichte machte. Fiir die Untersuchung des in dieser Arbeit verwendeten Proteins p21(mod)
war die Verwendung einer gepulsten Lichtquelle besonders kritisch, da der kiinstlich
eingefiihrte Fluorophor IANBD Amid bei etwa 350 nm eine Absorptionsbande aufweist
(s. Kapitel 5.1.6.4). Es musste sichergestellt werden, dass wihrend der Photolyse von

caged GTP nicht auch gleichzeitig eine Bleichung des Fluorophors eintritt.

Der Fluoreszenz-Bleichung und der Photolyse von caged GTP liegen unterschiedliche
physikalische Prozesse zugrunde. Wéhrend Photolyse von caged GTP bereits durch die
Absorption eines einzelnen Licht-Photons stattfinden kann, wird durch den Fluorophor
absorbierte Energie mit groer Wahrscheinlichkeit in Form von Wirme und

Fluoreszenzlicht wieder freigesetzt, ohne den Fluorophor zu zerstoren. Erst bei hohen Licht-
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Intensitidten ist deshalb eine signifikante Fluoreszenz-Bleichung aufgrund von Mehr-

Photonen-Prozessen zu erwarten.

Um das Verhalten von p21(mod) bei Bestrahlung mit unterschiedlich hohen Licht-
Intensitdten zu untersuchen, wurde eine Losung von p2l(mod)*R/S-caged GTP
(25,2 mg/ml) mit einer gepulsten und einer kontinuierlichen Lichtquelle bestrahlt. Die
Photolyse-Effizienz wurde mittels HPLC (s. Kapitel 4.3.3) analysiert, und die Fluorophor-
Bleichung wurde anhand Verdnderungen der Absorption bei 499 nm untersucht. Als
gepulste Lichtquelle wurde ein durchstimmbarer OPO-Laser (Continuum, Modell Surelite
II-10) bei einer Wellenlinge von 350nm (10ns/Puls, ~50 mJ/Puls, 10 pl
Probenvolumen) eingesetzt. Das Experiment wurde mit einer kontinuierlichen Laser-
Lichtquelle (351 nm, ~20 uW Lichtintensitdt, 10 ul Probenvolumen) wiederholt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Verdnderungen des Anteils an nicht photolysiertem caged GTP, sowie
der Absorption einer Losung von p21(mod)*R/S-caged GTP bei 499 nm (1:10 verdiinnt auf
2,52 mg/ml). Die gepunkteten Linien stellen den Verlauf einer linearen bzw. exponentiellen
Abnahme erster Ordnung dar. (A): Belichtung mit einem gepulsten Laser (Modell Surelite 1I-10,
Continuum; Az, =350 nm, 10 ns / Puls, ~ 50 mJ / Puls, 10 pl Probenvolumen); (B): Belichtung
mit einer Kkontinuierlichen Lichtquelle (Ag=351nm, ~20uW Lichtintensitit, 10 ul
Probenvolumen).
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Wie zu erkennen ist, konnte bei Belichtung mit dem gepulsten Laser aufgrund der sehr
hohen Lichtintensitdt (50 Megawatt wahrend der Licht-Pulse) keine vollstindige Photolyse
von caged GTP ohne gleichzeitige Zerstorung des Fluorophors erreicht werden. Wurde
hingegen mit geringen Licht-Intensitdten bestrahlt, so wurde wéhrend der Photolyse von
caged GTP die Absorption bei 499 nm nur unwesentlich beeinflusst, was auf eine sehr
geringe Fluoreszenz-Bleichung hindeutet. Diese Ergebnisse zeigten, dass die Verwendung

einer kontinuierlichen Lichtquelle gegeniiber einer gepulsten Quelle zu bevorzugen war.

Fiir das FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer wurde ein Dual-Mode He-Cd-Laser (Modell
IK5652R-G, Soliton, Gilching) angeschafft. Die Anregungswellenldnge dieses Lasers im
UV-Bereich (325 nm) lag deutlich unter der Absorptionsbande des Fluorophors bei etwa
350 nm (s. Abbildung 29, B), so dass eine noch geringere Fluoreszenzbleichung zu erwarten
war als mit dem zu Testzwecken verwendeten Laser (s. Abbildung 33, B). Der He-Cd-Laser
hatte zusitzlich den Vorteil, dass die zweite generierte Laserlinie bei 441,6 nm fiir die
Fluoreszenz-Anregung des NBD-Fluorophors genutzt werden konnte, so dass mit nur einem
Laser sowohl die Reaktionsinitiierung als auch die Fluoreszenzanregung in FLUMIX-
Experimenten an p21(mod) abgedeckt werden konnten. Mit dem He-Cd-Laser konnte in
einem Aufbau geméf Abbildung 32 eine Lichtintensitit von knapp 1 mW bei 325 nm, und
deutlich tiber 1 mW bei 441,7 nm, auf einen kleinen Protein-Kristall mit 50 - 100 um
Kantenlédnge fokussiert werden, was flir die durchzufiihrenden Experimente mehr als

ausreichend war.

5.2.4 Lichtleiterfasern, optische Filter und Referenzmessungen

Die einzelnen Komponenten des Spektrometers wurden durch Lichtleiter-Fasern mit
SMA-905 Anschliissen (Ocean Optics, Duiven, Niederlande) miteinander verbunden. Zur
Zusammenfiihrung oder Aufteilung verschiedener Lichtwege wurden zweifach aufgeteilte
(Y-Anordnung) oder dreifach aufgeteilte (W-Anordnung) Faser-Kombinationen verwendet.
Zur Abtrennung von Anregungslicht oder zur Selektion des benoétigten Spektralbereichs
wurden optische Filter (Schott, bezogen von Ocean Optics (Duiven, Niederlande) und Itos
(Mainz)) verwendet, die durch Faser-Ubergangsstiicke mit integriertem Filterhalter (Modell
INLINE FH, Ocean Optics, Duiven, Niederlande) zwischen zwei Lichtleitern angebracht
werden konnten. Referenz-Messungen wurden mit Hilfe einer Kiivetten-Halterung mit

integrierten  Faser-Anschliissen (Modell CUV-ALL-UV, Ocean Optics, Duiven,
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Niederlande) durchgefiihrt. Da nur ein einzelner CCD-Detektor zur Verfiigung stand, wurde
das Referenz-Signal zusammen mit dem Fluoreszenzlicht von der Probe in einem
kombinierten Spektrum aufgezeichnet. GemidB dem in Abbildung 32 dargestellten
Strahlengang wurden vor dem CCD-Detektor die Strahlengénge fiir Referenzlicht und
Fluoreszenzlicht vereinigt. Als Referenz-Signal wurde durch eine Kombination von zwei
optischen Filtern (Schott GG-455 und Schott BG-4) ein enger Spektralbereich von
445-485 nm (>1 % Transmission) ausgewahlt, der nicht mit dem Fluoreszenzspektrum von
p21(mod) tiberlagert. Dabei diente eine Losung aus 0,1 mM 7-Diethylaminocoumarin-3-
carboxylsdure-succinimidyl-ester (Molecular Probes, Oregon, USA) in DMSO als Referenz-
Fluorophor. Wie in Abbildung 32 ersichtlich ist, wurde das Referenz-Spektrum in
konventioneller 90°-Anordnung aufgezeichnet. Das Licht, welches die Referenz-Kiivette
passiert, wurde dabei wieder in den Lichtweg fiir die Fluoreszenz-Anregung im Protein-
Kristall eingekoppelt. Diese Geometrie wurde gewdhlt, weil die erhaltenen Signale nur
schlecht miteinander korrelierten, wenn die beiden Lichtwege fiir Fluoreszenz- und
Referenzmessungen schon vor der Referenz-Kiivette getrennt wurden. Eine grof3e Quelle fiir
Signalschwankungen waren Schwankung der Einkopplungs-Effizienz in diinne optische
Fasern (und damit der Transmission durch diese Fasern), vermutlich aufgrund geringer
Winkelveranderungen des Laserstrahls. Solche Schwankungen konnten nur korrigiert
werden, indem dasselbe Licht, welches die Referenz-Kiivette passierte, auch fiir die

Fluoreszenzanregung im Proteinkristall genutzt wurde.

Eine richtige Auswahl der verwendeten optischen Faseranordnungen war sehr wichtig, um
Probleme durch Signal-Instabilititen zu vermeiden und um die detektierte Signalintensitét
zu maximieren. So wurden beispielsweise durch die direkte Verbindung zweier sehr diinner
optischer Fasern hohe Schwankungen der Signal-Intensitdt hervorgerufen. An einem
Ubergang zwischen zwei Fasern mit je 50 um Durchmesser wurden Signalschwankungen
von 50 % und mehr beobachtet. Dies war vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass die
Positionierungs-Ungenauigkeit der verwendeten Faser-Verbindungsstiicke in derselben
GroBenordnung oder sogar iiber dem Durchmesser der optischen Fasern lag. Durch geringe
mechanische Verdnderungen oder Temperaturschwankungen konnte es so leicht zu einer
Dejustage der Faserausrichtung kommen. Um solche Probleme zu vermeiden, wurde ein
direkter Ubergang zwischen zwei diinnen optischen Fasern weitestgehend vermieden. Sehr
diinne optische Fasern wurden zur Vermeidung von Signalfluktuationen nur mit Fasern mit

deutlich hoherem Durchmesser verbunden, so dass Positionierungs-Ungenauigkeiten keine
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signifikante Rolle mehr spielten. Eine weitere Moglichkeit war die Verwendung von
geteilten FEinzelfasern anstelle von aus mehreren diinnen Einzelfasern bestehenden

aufgeteilten Faserbiindeln (s. Abbildung 34).

A: aufgeteiltes B: geteilte
Faserbindel Einzelfaser
4 4 4 4

Abbildung 34: Verschiedene Bauweisen einer verzweigten optischen Faseranordnung.
(A): Aufgeteilte Faserbiindel bestehen aus mehreren unabhéngigen Einzelfasern, welche am
Gabelungspunkt (a) nicht miteinander interagieren. Zusétzlich ist eine typische
Intensititsverteilung am Ende eines aufgeteilten Faserbiindels aus vier optischen Fasern mit je
200 pum Durchmesser dargestellt. Da die einzelnen Fasern durch einen etwa 100 pm dicken,
lichtundurchlédssigen Klebstoff-Bereich voneinander getrennt sind, entstehen vier einzelne
Lichtpunkte, die nicht miteinander {iberlappen. (B) Geteilte Einzelfasern konnen zur
Optimierung der Einkopplungs-Effizienz bei der Verbindung mit anderen optischen
Faseranordnungen genutzt werden. Hierbei werden Einzelfasern verwendet, welche am
Verzweigungspunkt (b) verklebt oder verschmolzen werden.

Eine geteilte Einzelfaser mit 200 pum Durchmesser wurde fiir die Aufspaltung des Laser-
Lichts in jeweils einen Lichtweg fiir blaues (441,6 nm) und UV-Licht (325 nm) verwendet.
Im Vergleich zu einem aus vier Fasern mit je 200 um Durchmesser bestehenden
aufgeteilten Faserbiindel konnte so die effektive Transmissionseffizienz etwa um den Faktor

1,5 verbessert werden.
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5.2.5 Objektiv und Halterung

Die Probe wurde durch ein Spiegelobjektiv mit einem Vergroferungsfaktor von 15 und
einem Arbeitsabstand von 24 mm (4DX Systems AB, Uppsala, Schweden) belichtet.
Aufgrund der Spiegeloptik produzierte dieses Objektiv praktisch keine chromatischen oder
sphérischen Abbildungsfehler (Bourgeois ef al., 2002) und war in der Lage, Licht auf einen
Punkt von weniger als 50 pum Durchmesser zu fokussieren. Fiir einen Spektrometer-Autbau
gemil Abbildung 32 wurde nur ein einziges Objektiv bendtigt, wodurch die Entwicklung
einer geeigneten Objektiv-Halterung relativ unkompliziert war. Die Objektiv-Halterung
bestand aus einem starken Magneten mit etwa 100 kg Hubkraft (50x50x15 mm, Material
NeFeB, remanente Flussdichte B, = 1,4 Tesla), an welchen ein dreieckiger Stahl-Block
angeklebt wurde. An dem Metallblock wurde ein flexibler Arm aus drei miteinander
verschraubten, identischen Stahl-Stegen angebracht, an welchem das Objektiv befestigt

werden konnte (s. Abbildung 35).

Abbildung 35: Das Spiegelobjektiv (1) des FLUMIX-Spektrometers mit magnetischer
Halterung (3), flexiblem Arm zur Positionierung (2) und angeschlossener optischer Faser (4).

Da das Objektiv bereits werksmédBig tliber eine Moglichkeit zur Feinjustage in alle drei
Raumrichtungen verfiigte, musste tiber den flexiblen Arm nur eine Grob-Positionierung des
Objektivs durchgefiihrt werden. Dank der vielen Freiheitsgrade konnte nahezu jede
gewlinschte Orientierung des Objektivs eingestellt werden, was die Kombination mit
verschiedenen Rontgen-Diffraktometern und anderen Geriten stark vereinfachte (s. Kapitel

5.2.10).
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5.2.6 Fluoreszenzdetektion in 0°-Geometrie

Das FLUMIX-Spektrometer wurde in einer 0°-Orientierung aufgebaut, Fluoreszenz-
Anregung und Signal-Detektion erfolgten also durch das selbe Objektiv. Diese Bauweise
hatte gegeniiber einer herkdmmlichen Detektion in 90°-Geometrie verschiedene Vorteile:
Durch die geringeren rdumlichen Anforderungen wurde die Kombination mit verschiedenen
Rontgen-Diffraktometern oder anderen Gerdten stark vereinfacht, und die Entwicklung
einer geeigneten Halterung erwies sich als relativ unkompliziert. Aullerdem wurde die
Ausrichtung auf den Kristall im Vergleich zu zwei Objektiven, die auf den selben Punkt im
dreidimensionalen Raum ausgerichtet werden miissen, wesentlich vereinfacht. Des weiteren
hat eine Messung in Front-Face-Geometrie (s. Kapitel 2.1.2; (Eisinger 1979)) den Vorteil,
dass auch Proben mit sehr hoher optischer Dichte untersucht werden konnen. Bei der
Interpretation der Ergebnisse muss allerdings bedacht werden, dass in Front-Face—
Messungen nicht notwendigerweise der Zustand aller Molekiile des gesamten
Probenvolumens untersucht wird (Bourgeois et al., 2002). Das kann beispielsweise dann zu
fehlerhaften Interpretationen fiihren, wenn bei einer Reaktionsinitiierung durch Belichtung
mit UV-Licht nur die Probenoberfliche photolysiert wird, aber in einem anschlieenden
Rontgen-Diffraktionsexperiment ein Datensatz vom gesamten Kristall-Volumen
aufgenommen wird. Bei den Wellenlédngen des verwendeten He-Cd-Lasers war die optische
Dichte der verwendeten Kristalle von p21(mod) mit einer Kantenlinge von etwa 50 um
jedoch niedrig genug, um eine nahezu homogene Belichtung sicherzustellen

(s. Kapitel 5.1.6.4).

5.2.7 Geometrie der Lichtwege

Um Reaktionsinitiierung und Fluoreszenzanregung unabhingig voneinander durchfiihren zu
konnen, wurde gemill Abbildung 32 zunichst das vom He-Cd-Laser generierte Licht in
zwei unterschiedliche Lichtwege aufgetrennt und durch optische Filter die jeweils
unerwiinschte Laser-Linie ausgefiltert. Aufgrund der Verwendung von nur einem
Spiegelobjektiv  fiir ~ Fluoreszenzexperimente  mussten  folglich  die  beiden
Anregungslichtwege und ein dritter Lichtweg zur Fluoreszenzdetektion am Spiegelobjektiv
zusammengefiihrt werden. Zu diesem Zweck wurde ein Faserbiindel in ¥ — Anordnung
verwendet, welches aus drei verschiedenen Faser-Strangen bestand, die auf Objektivseite zu

einem einzelnen Faser-Strang zusammenliefen. Das Faserbiindel bestand aus sieben
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Einzelfasern mit jeweils 100 pm Durchmesser, welche sich in einen Faserstrang aus vier
Einzelfasern flir den Lichtweg der Signal-Detektion, einen zweiten Strang aus zwei Fasern
fiir die Zufiihrung von UV-Licht zur Reaktionsinitiierung und in einen dritten Strang aus
einer einzelnen Faser fiir den Lichtweg zur Fluoreszenzanregung aufteilten. Die Faser zur
Fluoreszenzanregung lag im Zentrum des Faserbiindels und generierte somit aufgrund ihrer
exakt zentrischen Lage die geringsten Signal-Fluktuationen durch Schwankungen der

Einkopplungs-Effizienz an den Faser-Ubergéngen.

In einem Faser-Biindel aus mehreren voneinander unabhidngigen Einzelfasern hat jede Faser
ihren eigenen Brennpunkt, was zu Problemen fiihren kann, wenn die Uberlappung der
Brennpunkte fiir die Fasern der anregenden und der detektierenden Lichtwege zu gering ist
(s. Abbildung 34). Das verwendete Spiegelobjektiv kann Licht auf eine Punktgréfle von
weniger als 50 um fokussieren, wahrend der Abstand der einzelnen Fasern in einem Faser-
Biindel aufgrund der Dicke des Klebstoff-Films etc. typischerweise etwa 100 um betrégt.
Bei einer direkten Verbindung des Faserbiindels mit dem Spiegelobjektiv wiren die
Brennpunkte der Fasern der anregenden und detektierenden Lichtwege deshalb rdumlich
voneinander getrennt, was in einem geringen detektierten Fluoreszenzsignal resultieren
wiirde. Um dieses Problem zu vermeiden, wurden die sieben Einzelfasern des W-
Faserbiindels vor dem Objektiv zunichst in eine Ubergangs-Faser mit hohem Durchmesser
(400 um) eingekoppelt und erst {iber diese Einzelfaser an das Spiegelobjektiv
angeschlossen. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass die Brennpunkte fiir
Fluoreszenzdetektion und Anregung exakt identisch waren (unter der Annahme einer
gleichméafigen Licht-Verteilung innerhalb der 400 um - Einzelfaser). Durch die Einfiihrung
der 400 pm-Faser konnte trotz der Verluste an dem zusitzlichen Faser-Ubergang eine etwas
hohere Signal-Intensitét fiir das detektierte Fluoreszenz-Signal erzielt werden, als bei einer
direkten Verbindung des Faserbiindels mit dem Spiegelobjektiv erzielt wurde. Dabei wurde
durch den groleren Brennpunkt bei Verwendung der 400 um-Faser eine geringere
Photonendichte im Kristall und damit eine geringere thermische Belastung erzeugt.
Auflerdem wurde eine gleichméBigere Belichtung des Kristalls erreicht, was insbesondere
fiir Methoden zur Reaktionsinitiierung, welche auf einer Bestrahlung des Kristalls mit Licht

(z.B. die Photolyse von caged GTP) beruhen, von groBem Vorteil ist.
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5.2.8 Feuchtluftgenerator fiir Kristallmanipulation bei Raumtemperatur

Zur Manipulation von Proteinkristallen bei Raumtemperatur wurde ein DG-1
Feuchtluftgenerator (humidifier) (Sable Systems Int., Las Vegas, USA) zur Erzeugung eines
Luft- oder Stickstoff-Stroms mit definiertem Feuchtigkeitsgehalt eingesetzt. Vor diesem
Gerdt wurde ein Gasstrom zunichst durch eine Wasserflasche geleitet und dadurch mit
Wasser gesattigt. Im Luftfeuchtekonditionierer wurde dann iiberschiissige Feuchtigkeit
durch Kondensation an gekiihlten Oberflichen abgetrennt, wobei die Temperatur der
Oberfldachen anhand der gewlinschten Luftfeuchtigkeit und der vorherrschenden Temperatur
am Punkt des Gas-Austritts kontinuierlich berechnet und angepasst wurde. Die Zufiihrung
des Gasstroms zum Proteinkristall erfolgte iiber ein einfaches Metallrohr, das {iber eine
ringformige Befestigung direkt an dem Spiegelobjektiv angebracht werden konnte, was den
Platzbedarf um den Kristall fiir diese zusétzliche Komponente minimierte (s. Abbildung 32,
6). Auf das Ende des Metallrohrs wurde ein kurzes Stiick Schrumpf-Schlauch
aufgeschrumpft, um den Offnungsdurchmesser zu erhéhen und um zur Verminderung von
Turbulenzen im Gasstrom eine scharfe Luftabriss-Kante zu erzeugen. In dem Metallrohr
konnte durch eine Y-formig angebrachte Verzweigung ein Temperatur-Sensor in der Néhe
des Gas-Austritts platziert werden, der durch eine kontinuierliche Riickkopplung mit dem
Feuchtluftgenerator die Erzeugung einer konstanten relativen Luftfeuchtigkeit (relative
humidity, RH) selbst bei variierender Raumtemperatur ermdoglichte. Um auch relative
Feuchtigkeitswerte von anndhernd RH = 100 % erreichen zu kénnen, wurde ein Typ 8901
Wachs-Erwérmer (Babor Treatment Systems) eingesetzt, mit dem die zur Wasser-Séttigung
des Gasstroms eingesetzte Wasserflasche auf einige Grad tliber die Temperatur des Gas-

Austritts aufgewarmt wurde.

Ein solches Gerit zur Luftfeuchtekonditionierung kann genutzt werden, um Kristalle fiir
viele Stunden bis Tage in einer Nylon-Schleife bei Raum-Temperatur stabil zu halten.
Durch gezielte Manipulation der Luftfeuchtigkeit (,,schrumpfen® des Kristalls) kann sogar
in vielen Fillen eine Verbesserung der Diffraktionsfahigkeit erreicht werden (Kiefersauer et

al., 2000).
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5.2.9 Detektor und Analyse-Software

Das Fluoreszenz-Signal wurde durch ein USB-2000 Spektrometer mit monolithischem
Aufbau (Ocean Optics, Duiven, Niederlande) detektiert. Das Spektrometer bestand aus
einem 200 pm Eingangs-Schlitz, einem Gitter mit 600 Linien / mm (Gitter Nr. 2, Ocean
Optics, Duiven, Niederlande) und einem linearen CCD-Sensor mit 2048 Pixeln. Die Licht-
Zufiihrung erfolgte durch optische Fasern, die iiber einen integrierten SMA-905 Faser-
Anschluss mit dem Spektrometer verbunden werden konnten. Das maximale Signal/Rausch-

Verhiltnis des Spektrometers betrug 250:1, und die spektrale Auflosung lag bei 7,5 nm.

Die Datenaufnahme sowie die Steuerung des Spektrometers erfolgte mit dem Software-
Paket OOIBase32 Platinum Version 2.0.1.4 (Ocean Optics, Duiven, Niederlande). Die
integrierte Skriptsprache auf Basis von Visual Basic erlaubte die Erstellung von
spezifischen Datenaufnahme-Protokollen und die Steuerung von externen Gerdten wie
einem externen mechanischen Licht-Unterbrecher (Modell INLINE-TTL-S, Ocean Optics,
Duiven, Niederlande), der direkt an das USB-2000 Spektrometer angeschlossen und mit
diesem synchronisiert werden konnte. Auf diese Weise waren auch Langzeitmessungen
moglich, wenn Dbeispielsweise in Abstinden von mehreren Minuten ein
Fluoreszenzspektrum der zu untersuchenden Probe aufgenommen und in der Zwischenzeit
der Lichtweg zur Probe geschlossen werden sollte, um eine Fluoreszenz-Bleichung zu

minimieren.



114 Ergebnisse und Diskussion

5.2.10 Verschiedene Einsatzmoglichkeiten des Spektrometers

5.2.10.1 Fluoreszenz-Spektroskopie und Reaktionsinitiierung an Kristallen im

hingenden Tropfen

Unter bestimmten Umstinden kann ein Protein-Kristall wihrend seines Wachstums, z.B. in
einem Kristallisationsansatz nach der Methode des hidngenden Tropfens (s. Kapitel 4.4.1),
seine spektroskopischen Eigenschaften verdndern. So kann sich beispielsweise in NAD(P)-
bindenden Proteinen wéhrend der Kristallisation der Oxidations-Zustand des gebundenen
Nukleotids dndern. Da nur die reduzierte Form NAD(P)H fluoresziert, kann anhand einer

Fluoreszenz-Messung leicht der Oxidationszustand iiberpriift werden (Dambe, 2004).

Im Falle des in dieser Arbeit untersuchten Proteins p21(mod) kdnnen durch Verdnderungen
im Gehalt der an das Protein komplexierten Nukleotide Anderungen der Fluoreszenz-
Intensitét des kovalent gebundenen IANBD Amid-Fluorophors auftreten (s. Kapitel 5.3.2.1).
Solche Verdnderungen konnen beispielsweise durch Photolyse von gebundenem caged GTP
auftreten, entweder gezielt in einem Photolyse-Experiment, oder durch Streulicht, das
wihrend der Kristallisation die Kristalle erreicht. Aber auch unter Licht-Ausschluss kann
ein Abbau von caged GTP stattfinden: Obwohl caged GTP nicht iiber den normalen
Hydrolyse-Weg von H-Ras p21 zu GDP abgebaut werden kann, wurde ein langsamer,
Licht- unabhédngiger Zerfall zu GDP und 2-Nitrophenylethyl-phosphat (caged Pi) in
kristallinem H-Ras p21 (Asr 1-166) festgestellt (Scheidig et al., 1995). Dabei wurde eine
deutlich hohere Zerfallsgeschwindigkeit fiir gebundenes S-caged GTP als fiir R-caged GTP
beobachtet. Ein iibereinstimmender Trend wurde auch fiir p21(mod) beobachtet: HPLC-
Analysen an Kristallen von p21(mod)S-caged GTP zeigten eine etwa 80 %ige Hydrolyse
innerhalb von 100 Tagen, wihrend bei p21(mod)*R-caged GTP-Kristallen innerhalb 100
Tagen nur eine 22 %ige Hydrolyse des gebundenen Nukleotids beobachtet wurde.
Fluoreszenzuntersuchungen konnten hier beispielsweise eingesetzt werden, um wahrend des
Wachstums eines Kristalls regelmidflig den Nukleotid-Gehalt zu tlberpriifen, ohne durch

diese Untersuchung die Kristallisation negativ zu beeinflussen.

Durch die fiir das FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer umgesetzte Detektion in
0°-Geometrie wird es moglich, im Wachstum befindliche Proteinkristalle zerstorungsfrei zu
analysieren, ohne dabei den Kristallisationsansatz zu 6ffnen. Absorptionsmessungen mit
einer 180°-Orientierung der optischen Komponenten konnen nicht ohne weiteres an den

iiblichen Kristallisationsplatten (Linbro Zellkulturplatten, ICN, Eschwege) durchgefiihrt
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werden, da die optischen Eigenschaften dieser Platten eine Messung in 180°-Geometrie
nicht zulassen. Eine Fluoreszenzmessung in 90°-Orientierung wére zwar denkbar, jedoch
wire aufgrund der hohen und schwer berechenbaren Lichtbrechung an dem Deckgldschen
und dem Kiristallisationstropfen eine exakte Fokussierung von zwei Objektiven auf den
Proteinkristall ~ sehr  schwierig zu  bewerkstelligen. ~Mit dem  FLUMIX-
Fluoreszenzspektrometer ist ein solches Experiment leicht durchzufiihren, da die Lichtwege
fiir Fluoreszenzanregung und Detektion identisch sind. Ein Aufbau, wie er fiir die
Reaktionsinitiierung und fiir Fluoreszenzuntersuchungen an den Kristallen C5 und C6

(s. Kapitel 5.1.7) eingesetzt wurde, ist in Abbildung 36 dargestellt.

Abbildung 36: (A): Das FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer im Einsatz an einem
konventionellen Stereo-Mikroskop. Der Proteinkristall (6) befindet sich hier in einem
Kristallisationsansatz nach der batch-Methode (s. Abbildung 5, D). Das Spiegelobjektiv (1) ist
iiber einen flexiblen Arm (2) mit der magnetischen Halterung (3) verbunden. Da keine
metallische Oberfliche zur Anbringung der Halterung zur Verfiigung stand, wurde der Magnet
der Halterung durch einen zweiten Magneten unter der Tischplatte in Position gehalten.
Fluoreszenzanregung, Reaktionsinitiierung und Signaldetektion erfolgten durch die mit dem
Spiegelobjektiv verbundene optische Faser in W-Anordnung (4). Die Fokussierung des Objektivs
und eine homogene Belichtung des Kristalls konnten mit Hilfe eines Stereo-Mikroskops mit
angebrachter  Digitalkamera  (5)  iberpriift ~werden. (B): Ein  Kristall von
p21(mod)*R-caged GTP (7), welcher durch das FLUMIX-Spektrometer mit blauem Licht
(441,6 nm) bestrahlt wurde, wurde iiber die Digital-Kamera am Stereo-Mikroskop beobachtet.
Das Anregungslicht wurde durch einen optischen Filter (Schott, GG-455) abgetrennt. Wie an der
homogenen Fluoreszenzemission zu erkennen ist, wurde der Kristall gleichméBig belichtet.

Das Objektiv wurde so positioniert, dass der Kristall bestrahlt wurde, was sich mit Hilfe
eines konventionellen Stereo-Mikroskops tiberpriifen lie. Die Fein-Fokussierung konnte
dann durch Maximierung des detektierten Fluoreszenz-Signals erfolgen. Dabei konnte durch
visuelle Kontrolle mit einem Stereo-Mikroskop eine homogene Anregung des Kristalls

verifiziert werden. Fiir Licht-Intensitédten, die fiir eine direkte Beobachtung zu hoch waren,



116 Ergebnisse und Diskussion

war eine Digitalkamera mit dem Mikroskop verbunden. Uber einen an die Kamera
angeschlossenen Monitor konnte der Kristall so auch indirekt inspiziert werden

(s. Abbildung 36, B).

5.2.10.2 Kombination des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers mit einem

Labor-Rontgendiffraktometer

Fiir Fluoreszenzmessungen in Kombination mit Rontgen-Diffraktionsexperimenten musste
das Spiegelobjektiv {liber die magnetische Halterung an einem Rontgen-Diffraktometer
angebracht werden, ohne dass sich die Komponenten der beiden Gerite gegenseitig
behinderten (s. Kapitel 1.2). Eine mdgliche Orientierung an einem Xcalibur PX Ultra
Rontgengenerator (Oxford Diffraction, Oxford, England) ist in Abbildung 37 dargestellt.

Abbildung 37: Das FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer in Kombination mit einer
Labor-Rontgenquelle (Xcalibur PX Ultra, Oxford Diffraction, Oxford, England). (1):
Spiegelobjektiv; (2): flexibler Arm der magnetischen Halterung (3); (4): optische Faser; (5):
Rontgen-Kollimator; (6):Zufithrung eines kalten Gas-Stroms fiir Experimente unter Kryo-
Bedingungen; (7): Goniometerkopf mit montiertem Proteinkristall; (8): Zufiihrung eines
feuchten Gasstroms fiir Experimente bei Raumtemperatur; (9): CCD-Detektor des Rontgen-
Diffraktometers.

Mit einer solchen Anordnung ist es moglich, einen kompletten Datensatz von Kristallen mit
ausreichend hoher Symmetrie aufzunehmen, ohne dabei die Orientierung des Kristalls
relativ zum Objektiv des Fluoreszenzspektrometers zu verdndern. Das ist beispielsweise

dann  wichtig, wenn Fluoreszenzinderungen wihrend der Messung eines
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rontgenographischen Datensatzes verfolgt werden sollen. Fiir ein solches Experiment muss
die Rotation des Kristalls iiber die Omega-Achse des Kappa-Diffraktometers erfolgen. Man
kann auf diese Weise einen Winkelbereich von bis zu 90° untersuchen, bevor das

Spiegelobjektiv mit dem Rontgen-Detektor kollidiert.

Die Experimente konnten an gefrorenen Kristallen unter Verwendung der Tieftemperatur-
Einrichtung (Cryojet) des Xcalibur-Systems durchgefiihrt werden. Fiir Messungen bei
Raumtemperatur wurde der Kristall in einem feuchten Gasstrom stabil gehalten, der von

einem DG-1 Luftfeuchtekonditionierer erzeugt wurde (s. Kapitel 5.2.8).

5.2.10.3 Kombination des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers mit einer
Synchrotron-Strahlquelle

Die Anbringung des Spiegelobjektivs wurde an drei verschiedenen Synchrotron-
Messstationen getestet (ID14-2 und ID14-3 am ESRF, Grenoble, Frankreich; PX-I am SLS,
PSI Villigen, Schweiz). In allen drei Féllen konnte das Objektiv ohne Modifikation der
entwickelten Halterung montiert und auf einen Proteinkristall fokussiert werden

(s. Abbildung 38).

Abbildung 38: Das FLUMIX-Spektrometer in Kombination mit Synchrotron-
Messstationen. (A): Messstation PX-I, SLS, PSI Villigen, Schweiz; (B): Messstation 1D14-2,
ESRF, Grenoble, Frankreich. (1): Spiegelobjektiv; (2): flexibler Arm der magnetischen
Halterung (3); (4): optische Faser; (5): Rontgen-Kollimator; (6):Zufiihrung eines kalten Gas-
Stroms fiir Experimente unter Kryo-Bedingungen; (7): Goniometerkopf mit montiertem
Proteinkristall.
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Durch kleine Modifikationen an der Orientierung der Komponenten konnte entweder ein
feuchter Gasstrom fiir die Kristallmanipulation bei Raumtemperatur, oder ein kalter

Stickstoff-Strom fiir Messungen an gefrorenen Kristallen verwendet werden.

5.2.11 Spezifikationen des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers

Als Referenz-Substanz zum Vergleich der verschiedenen Spektrometer-Konfigurationen
wurden 0,3 mM di-Natrium-Fluorescein in 40 % Glycerin bei 170 K in einer Nylon-Schleife
(D =0,4-0,5 mm) analysiert. Bourgeois et al. (2002) verwendeten @hnliche Bedingungen
fiir Test-Messungen mit einem Mikrospektrophotometer fiir Fluoreszenzuntersuchungen an
Proteinkristallen in herkommlicher 90°-Orientierung. Da die von Bourgeois et al. (2002)
verwendeten Komponenten wie Spiegelobjektive, optische Fasern und CCD-Detektor
anndhernd identisch mit den in dieser Arbeit verwendeten Komponenten waren, erschien
dieses Spektrometer als das geeignetste System zum Vergleich der erhaltenen Spektren-
Qualitit und Signalintensitdt. Da die unterschiedlichen verwendeten Laser-Wellenldngen
und andere Parameter wie Probengréfle und die Orientierung der Probe einen signifikanten
Einfluss auf die gemessene Signal-Intensitit haben, kann dieser Vergleich jedoch nur
qualitativer Natur sein. Auch beziiglich der Eigenschaften der untersuchten Probenlésung
gab es einige Unterschiede: Bourgeois et al. (2002) beobachteten fiir die untersuchte
0,3 mM Fluorescein-Losung in 40% Glycerin ein Absorptionsmaximum bei 490 nm.
Aufgrund von Loslichkeits-Problemen mit reinem Fluorescein wurde in dieser Arbeit das
di-Natrium-Salz verwendet. Ein Absorptionsspektrum einer Losung aus 0,3 mM di-
Natrium-Fluorescein in 40 % Glycerin bei Raumtemperatur zeigte jedoch im Gegensatz zu
dem von Bourgeois et al. (2002) beschriebenen Spektrenverlauf einen Doppel-Peak bei
450 nm und 477 nm. Erst bei hoheren Konzentrationen an di-Natrium-Fluorescein konnte

ein Spektrum mit einem Absorptionsmaximum bei etwa 490 nm reproduziert werden

(s. Abbildung 39).
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Abbildung 39: Absorptionsspektren unterschiedlich konzentrierter Losungen von di-
Natrium-Fluorescein in 40 % Glycerin (7=293 K). Die Messungen erfolgten mit einem
UV/VIS Spektralphotometer Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosciences, Freiburg). Die
Schichtdicke der Losung wurde zwischen zwei im Strahlengang platzierten Deckgldschen so
eingestellt, dass eine optische Dichte unter OD =1 am Absorptionsmaximum erreicht wurde.
Dazu wurden die beiden Deckgldaschen durch Silikonfett auf den gewiinschten Abstand
eingestellt. Die dargestellten Spektren sind fiir eine bessere Vergleichbarkeit auf eins normiert.

Die Abweichungen der oben dargestellten Spektren von den Beobachtungen von
Bourgeois et al. (2002) sind moglicherweise auf die unterschiedliche Temperatur der
Spektrenautnahme, auf die Verwendung von Fluorescein anstelle des di-Natrium-Salzes,
oder auf eine Konzentrationserhohung der von Bourgeois ef al. (2002) untersuchten Probe
durch partielles Austrocknen der Fluorescein-Losung wéhrend der Montage in einer Nylon-
Schleife zuriickzufiihren. Da die fiir anschlieBende Fluoreszenzuntersuchungen verwendeten
Laserwellenldngen in einem Bereich lagen, wo grofle Abweichungen zwischen dem oben
dargestellten Absorptionsspektrum bei 0,3 mM di-Natrium-Fluorescein und dem von
Bourgeois et al. (2002) gemessenen Spektrum bei gleicher Konzentration auftraten, muss
auch hier von einem signifikanten Einfluss auf die in den Fluoreszenzuntersuchungen

erzielten Signalintensitdten ausgegangen werden.

Ein Vergleich des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers mit der von Bourgeois ef al. (2002)
vorgestellten Spektrometerkonfiguration erschien trotz der beschriebenen experimentellen
Unterschiede als sinnvoll. Die mit verschiedenen Spektrometer-Konfigurationen

gemessenen Fluoreszenz-Spektren sind in Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 40: Signal-Intensitdt und Signal-Stabilitit einer Fluoreszenzmessung mit
verschiedenen Spektrometer-Konfigurationen. (A): Fluoreszenzspektren (Ag,=441,6 nm) von
di-Natrium-Fluorescein in einer 0,4-0,5 mm Nylon-Schleife (0,3 mM di-Natrium-Fluorescein in
40 % Glycerin, T =170 K). (B): Stabilitdtsmessungen an di-Natrium-Fluorescein (5) und an
p21(mod)*GDP (7), sowie Korrektur von Signalschwankungen durch Referenzmessungen (6,8).
Die einzelnen Spektren bzw. Verldufe sind im Text niher erldutert.

Spektrum 4 in Abbildung 40, 4 représentiert ein Fluoreszenzspektrum, wie es mit der am
hiufigsten verwendeten Konfiguration des FLUMIX-Spektrometers gemi3 Abbildung 32
aufgezeichnet wurde. Die Integrationszeit betrug 20 ms, und die Lichtintensitit vor der
Probe wurde mit etwa 1 mW (441,6 nm) gemessen. Zum Vergleich ist ein bei gleicher
Integrationszeit gemessenes Fluoreszenzspektrum aus der Arbeit von Bourgeois et al.
(2002) dargestellt (Spektrum 3). Wie zu erkennen ist, konnte mit dem FLUMIX-
Fluoreszenzspektrometer trotz einer deutlich geringeren Anregungsenergie ein
vergleichbares Fluoreszenzsignal detektiert werden. Durch kleine Modifikationen an der
Spektrometer-Konfiguration konnte die Signal-Intensitit sogar noch um einen Faktor von
15 erhoht werden: Spektrum 1 wurde mit der kiirzesten flir den Detektor einstellbaren
Integrationszeit von 5 ms aufgezeichnet, wobei beide Anregungs-Lichtwege gemal
Abbildung 32 fiir eine Fluoreszenzanregung mit blauem Licht genutzt wurden. Es resultierte
eine Lichtintensitit vor der Probe von etwa 2 mW. Die Referenz-Kiivette wurde gemal3
Abbildung 32 im Strahlengang belassen, jedoch wurde das Referenzsignal nicht
aufgezeichnet. Stattdessen wurde der vom Spiegelobjektiv kommende Detektions-Lichtweg
iiber eine ungeteilte optische Faser (400 um Durchmesser) direkt mit dem Detektor

verbunden, wodurch die Ubertragung des Fluoreszenzsignals zum Detektor deutlich
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verbessert wurde. Eine solche Anordnung wire flir Experimente zu bevorzugen, in denen
nur eine Anregungswellenldnge benotigt wird und in denen eine Referenzmessung nicht
notig ist oder iiber einen zweiten Detektor-Kanal erfolgen kann. Aus Spektrum 1 ergibt sich

eine Detektor-Sattigung (4000 counts) innerhalb von weniger als 7 ms.

Spektrum 2 in Abbildung 40 zeigt das Fluoreszenzsignal bei direkter Verbindung der
W-Faseranordnung mit dem Spiegelobjektiv und ansonsten gegeniiber Spektrum 1
unveridnderter Gesamtanordnung. Interessanterweise fithrte die Einfiihrung einer
zusdtzlichen 400 pm-Faser zwischen der die verschiedenen Lichtwege zusammenfiihrenden
Y-Faseranordnung und dem Spiegelobjektiv zu einer leicht erhdhten Signalintensitét des
detektierten Fluoreszenzsignals (Spektrum 1), obwohl die ins Objektiv eintretende
Lichtintensitdt aufgrund des zusétzlichen Faseriibergangs von etwa 3 mW auf 2 mW
reduziert wurde. Es kann geschlussfolgert werden, dass der Vorteil eines identischen
Brennpunktes fiir die anregenden und detektierenden Lichtwege die erhohten Verluste am
zusétzlichen Faseriibergang iiberkompensiert. Aufgrund der reduzierten Photonen-Dichte
und der homogeneren Proben-Belichtung durch einen gréBeren Brennpunkt ist diese

Anordnung fiir die meisten Experimente an Protein-Einkristallen zu bevorzugen.

Stabilititsmessungen an di-Natrium-Fluorescein (Ag, =513 nm) zeigten eine rms-
Abweichung von 0,68 % und einen linearen Signal-Abfall von 6,0 % / Stunde (Abbildung
40, B, Spektrum 5). Dazu wurde in einem Aufbau gemifl Abbildung 32 mit dem He-Cd-
Laser bei 441,6 nm angeregt. Der Laser wurde dafiir einige Stunden vor dem Experiment
angeschaltet, um wihrend der Aufwirm-Phase auftretende Signalschwankungen zu

vermeiden.

Wihrend der ersten 15-30 Minuten nach Einsschalten des He-Cd-Lasers traten starke
Schwankungen in der emittierten Lichtintensitdt auf, welche durch Referenz-Messungen
gemal Kapitel 5.2.4 korrigiert werden konnten. In Abbildung 40, B sind das unkorrigierte
Fluoreszenzsignal einer Probe von p21(mod)*GDP in einer Nylon-Schleife (Spektrum 7,
Agm =540 nm, T7=100K) sowie ein Referenzsignal von einer 0,1 mM Ld&sung von
Diethylaminocoumarin-3-carboxylsdure-succinimidylester (Molecular Probes, Oregon,
USA) in DMSO dargestellt (Spektrum 6 (multipliziert mit Faktor 10), Az, =470 nm). Durch
Division der beiden Spektren erhdlt man ein beziiglich Schwankungen der Lichtintensitét
korrigiertes Spektrum 8 (Spektrum 8 =2000+Spektrum 7 / Spektrum 6). Spektrum 8 zeigt

eine rms-Abweichung von etwa 1,0 % innerhalb der ersten 5 Minuten, in denen die
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starksten Signalschwankungen stattfanden, und etwa 0,75 % nach Stabilisierung des Lasers.

Wie man erkennt, konnen Schwankungen in der Lichtintensitit gut durch die gewéhlte

Referenz-Strategie gemdl} Kapitel 5.2.4 korrigiert werden.
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5.3 FLUMIX-Analysen an p21(mod)

5.3.1 FLUMIX-Experimente an p21(mod) in wissriger Losung

Die Veridnderungen der Fluoreszenzeigenschaften von p21(mod)*R-caged GTP in wissriger
Losung wéhrend und nach der Photolyse von R-caged GTP wurden durch FLUMIX-
Experimente an einer Proteinlosung im héngenden Tropfen analysiert. Die Photolyse von
R-caged GTP erfolgte in einem Tropfen aus einer Losung von 13,35 mg/ml
p21(mod) * R-caged GTP in X-Puffer (7=21°C) durch Bestrahlung mit UV-Licht
(325 nm, ~ 3 mW). Es resultierte ein Fluoreszenzabfall um einen Faktor von 1,8. Wéhrend
der daraufhin stattfindenden GTP-Hydrolyse wurde ein weiterer Fluoreszenzabfall um etwa

20 % beobachtet (s. Abbildung 41).
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Abbildung 41: Fluoreszenzidnderungen wihrend und nach der Photolyse von caged
GTP in einem Tropfen aus p21(mod)*R-caged GTP. Das Fluoreszenzsignal wurde durch eine
Referenzmessung an einer Losung aus 0,1 mM 7-Diethylaminocoumarin-3-carboxylsdure-
succinimidyl-ester (Molecular Probes, Oregon, USA) in DMSO normiert (s. Kapitel 5.2.4).

Fiir die Fluoreszenz-Messung wurde iiber einen Zeitraum von etwa 18 Stunden jede Minute
ein Fluoreszenzspektrum mit 400 ms Integrationszeit bei einer Lichtintensitit von
1(441,7 nm) = 0,3 mW aufgenommen und der Lichtweg zur Probe flir den Rest der Zeit
unterbrochen. Auf diese Weise konnte ein Fluoreszenzabfall durch Fluoreszenz-Bleichung

weitestgehend ausgeschlossen werden. Signalschwankungen der Lichtquelle wurden durch
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eine Referenzmessung an einer Losung aus 0,1 mM 7-Diethylaminocoumarin-3-
carboxylsdure-succinimidyl-ester (Molecular Probes, Oregon, USA) in DMSO (s. Kapitel
5.2.4) korrigiert.

Der Fluoreszenzabfall aufgrund der GTP-Hydrolyse durch p21(mod) lésst sich durch einen
exponentiellen Abfall erster Ordnung beschreiben. Es ergab sich eine Halbwertszeit von
ty, =384 =7 min, was gut mit der durch HPLC-Analysen bestimmten Halbwertszeit der
GTP-Hydrolyse von t;;, = 430 + 18 min iibereinstimmt (s. Kapitel 5.1.6.3).

Die deutlich erniedrigte GTPase-Aktivitit des modifizierten Proteins im Vergleich zum
Wildtyp mit ¢, = 18,7 min bei 37 °C (John et al., 1989) kann nur durch den an Cys-32
gekoppelten Fluorophor hervorgerufen werden. Es ist bekannt, dass die Schalter-Region I
von H-Ras p21 verschiedene Konformationen annehmen kann. Es ist deshalb anzunehmen,
dass in der modifizierten Form des Proteins Konformationen bevorzugt werden, welche fiir
eine  GTP-Hydrolyse nicht optimal sind. Dies hatte jedoch auf die an p21(mod)
durchgefiihrten FLUMIX-Experimente keinen negativen Einfluss und konnte sogar die
homogene Akkumulation einer intermedidren GTP-gebundenen Form p21(mod)*GTP

deutlich erleichtern.

5.3.2 Eigenschaften von kristallinem p21(mod)

5.3.2.1 Photolyse von caged GTP und GTP-Hydrolyse im kristallinen Zustand

Fiir p21(mod)-Kristalle, in denen GTP durch Photolyse von R-caged GTP freigesetzt wurde
(,,p21(mod)*R-caged GTP->GTP*), wurde mittels HPLC die Hydrolyserate von GTP zu
GDP bei Raumtemperatur auf etwa ¢;, ~462 min bestimmt (Daten nicht gezeigt). Die
Hydrolyse lauft somit im kristallinen Protein nur unwesentlich langsamer ab als in wéssriger
Losung (s. Kapitel 5.3.1). Im Gegensatz zur Photolyse in wassriger Losung wird durch die
Photolyse von caged GTP in kristallinem p21(mod) ein starker Fluoreszenzanstieg
hervorgerufen. Eine wahrscheinliche Erklarung fiir diesen Unterschied kann aus der
Kristallstruktur von p21(mod)*R-caged GTP abgeleitet werden: Die 2-NPE- (cage-) Gruppe
von caged GTP und der NBD-Fluorophor bilden eine starke Kation-m/m-m-
Stapelwechselwirkung mit zwei Resten eines Nachbarmolekiils (Tyr-64, Arg-102) aus
(s. Abbildungen 49 und 54). Diese Stapel-Wechselwirkung kann sich nach Abspaltung der
2-NPE- (cage-) Gruppe durch Photolyse von caged GTP nicht mehr ausbilden. Dadurch
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nimmt fiir den Fluorophor die Wahrscheinlichkeit fiir eine Relaxation durch strahlungslose

Deaktivierungsprozesse ab, und somit erhdht sich die Fluoreszenz-Quantenausbeute.

5.3.2.2 Kristall-Analysen durch FLUMIX-Experimente und HPLC

Die direkte Messung von Fluoreszenz-Anderungen nach der Photolyse von caged GTP in
p21(mod)-Kristallen kann komplementidre Informationen zu anderen Methoden wie
beispielsweise HPLC liefern. HPLC-Analysen an Proteinkristallen, von denen bereits ein
rontgenographischer —Datensatz  aufgenommen wurde, konnen zu fehlerhaften
Interpretationen fiihren. So zeigten HPLC-Untersuchungen an Kristallen von p21(mod)*R-
caged GTP, von denen bei 100 K ein rontgenographischer Datensatz an einer Synchrotron-
Strahlquelle aufgenommen wurde, fast vollstindige Photolyse von caged GTP. Dies wurde
selbst dann beobachtet, wenn der Kristall nie mit UV-Licht bestrahlt wurde.
Interessanterweise zeigte die Kristallstruktur dieser Kristalle im Widerspruch zu den HPLC-
Resultaten eine gut definierte Elektronendichte fiir unphotolysiertes caged GTP (s. Kapitel
5.5.3, Abbildung 49). HPLC-Experimente an vergleichbaren Kristallen, die nicht zuvor mit
Rontgenstrahlung untersucht wurden, zeigten keine Anzeichen von photolysiertem caged
GTP. Es kann geschlussfolgert werden, dass durch die hohe Intensitdt moderner
Synchrotron-Rontgenquellen eine Radiolyse von caged GTP in Kristallen aus p21(mod)*R-
caged GTP selbst bei 100 K stattfinden kann. Obwohl die kovalente Bindung zwischen der
2-NPE-Gruppe und GTP durch die Radiolyse aufgebrochen wird, konnen die
Reaktionsprodukte bei 100 K nicht im Kristall diffundieren und verbleiben somit an ihrer
urspriinglichen Position. Die Kristallstruktur zeigt deshalb fiir das Nukleotid eine nicht von
unphotolysiertem caged GTP zu unterscheidende Struktur. Hier zeigt sich ein groBer Vorteil
von FLUMIX-Fluoreszenzexperimenten: Da Fluoreszenzdnderungen im untersuchten
Protein p21(mod) nicht direkt durch die photochemische Spaltung von caged GTP, sondern
durch damit verkniipfte Konformationsdnderungen im Protein hervorgerufen werden,
kénnen durch FLUMIX-Analysen komplementdre Informationen zu HPLC-Analysen
gewonnen werden. Wiahrend durch HPLC die Photolysereaktion selbst untersucht wird,
konnen durch Fluoreszenzmessungen Konformationsdnderungen im Protein analysiert
werden, die mit der Photolyse von caged GTP einhergehen, und somit detailliertere

Informationen tiber den Kristall-Zustand erhalten werden.
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5.3.2.3 FLUMIX-Spektroskopie zur Qualititskontrolle bei der Herstellung

intermediarer Kristall-Zustinde

Um Kiristalle von p2I(mod) im intermedidren GTP-gebundenen Zustand zu erhalten,
wurden verschiedene unter identischen Bedingungen hergestellte Kristalle von
p21(mod)*R-caged GTP mit vergleichbarer Grole und Form durch Bestrahlung mit UV-
Licht (325 nm) bei Raumtemperatur photolysiert. Wahrend der Photolyse wurde der
Kristall-Zustand anhand der Fluoreszenzinderungen bei 560 nm verfolgt (Ag, = 441,6 nm).
Wie anhand von HPLC-Analysen an photolysierten, aufgelosten Kristallen bestétigt werden
konnte, kann von einer vollstindigen Photolyse von caged GTP ausgegangen werden, wenn
keine weiteren Fluoreszenzdnderungen bei Bestrahlung mit UV-Licht mehr beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise zeigten Kristalle, die in einem
Kristallisationsansatz nach der Methode des hidngenden Tropfens photolysiert wurden, einen
deutlich hoheren Fluoreszenzanstieg als Kristalle, die wihrend der Photolyse durch einen

feuchten Gasstrom in einer Nylon-Schleife stabilisiert wurden (s. Abbildung 42).
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Abbildung 42: (A): Fluoreszenzspektrum (Ag, =442 nm) eines Kristalls von
p21(mod)*R-caged GTP vor bzw. nach Photolyse von caged GTP durch UV-Licht
(Aphotoyse = 325 nm); (B,C): Fluoreszenzanstieg wihrend der Photolyse von caged GTP im
Kristall C5 (B) und C7 (C) (Ag, = 441,6 nm, Az, = 560 nm). Die Fluoreszenzschwankungen von
Kristall C7 (80-150 Sekunden nach Photolyse) sind auf eine 720°-Drehung des Kristalls relativ
zum Objektiv des Spektrometers zuriickzufithren, wodurch eine homogenere Belichtung des
gesamten Kristallvolumens sichergestellt werden sollte.

Der in Abbildung 42 zu erkennende Trend, dass im hidngenden Tropfen belichtete Kristalle
einen stirkeren Fluoreszenzanstieg zeigen als Kristalle welche in einer Nylon-Schleife

photolysiert wurden, konnte anhand mehrerer Kristalle bestitigt werden. Vergleichbare
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Kristalle aus demselben Kristallisationsansatz zeigten einen Fluoreszenzanstieg um einen
Faktor von 4,9, 5,2 und 5,4 fiir die Photolyse im hidngenden Tropfen, und um einen Faktor
von 2,8 und 3,4 fiir Photolyse in einer Nylon-Schleife. Ein Vergleich der von Kristallen C5
und C7 gemessenen Rontgen-Diffraktionsdaten zeigte deutliche Unterschiede in der

Elektronendichte um die y-Phosphatgruppe des Nukleotids (s. Abbildung 43).

Abbildung 43: Die Umgebung des Nukleotids in Kristallen von
p21(mod)*R-caged GTP->GTP. (A): Strukturdarstellung von Kristall C7, welcher in einer
Nylon-Schleife photolysiert wurde. (B): Strukturdarstellung von Kristall C5, welcher in
hiangenden Tropfen photolysiert wurde. Fiir beide Kristalle wurde die Vollstdndigkeit der
Photolyse von caged GTP durch HPLC verifiziert. Das durch HPLC nachgewiesene Nukleotid
GTP ist in Stdbchen-Darstellung gezeigt. Die roten Linien stellen die urspriingliche Position von
R-caged GTP dar. Die dargestellte F,-F, Elektronendichtekarte wurde nach der Verfeinerung des
Strukturmodells mit dem Programm REFMACS (Collaborative Computational Project Number
4, 1994) berechnet (2 ¢ cutoff-level, dargestellt mit dem Programm PyMOL (Delano, 2002)).
Das Nukleotid wurde fiir die Strukturverfeinerung und fiir die Berechnung der
Elektronendichtekarte aus dem Strukturmodell entfernt.

Der in einer Nylon-Schleife photolysierte Kristall C7 zeigte eine deutlich sichtbare
Elektronendichte an der Position, an welcher sich vor der Photolyse die 2-NPE- (cage-)
Gruppe des Nukleotids befand (Abbildung 43, A4). Im Gegensatz dazu zeigte der im
hiangenden Tropfen belichtete Kristall C5 praktisch keine Rest-Elektronendichte in diesem
Bereich (Abbildung 43, B). Der Faktor des Fluoreszenz-Anstiegs nach der Photolyse von
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caged GTP in p2l(mod)-Kristallen ist gemiB dieser Ergebnisse mit der Qualitdt des
erreichten intermedidren Zustands p21(mod)*R-caged GTP->GTP korreliert. Ein Grund fiir
die beobachteten Unterschiede liegt vermutlich in unterschiedlichen Volumina der die
Kristalle umgebenden Reservoirlosungen: Wéhrend die Kristalle im hdngenden Tropfen von
etwa 2 pl Mutterlauge umgeben waren, wurden die Kristalle in einer Nylon-Schleife nur mit
einer minimalen Menge an umgebender Mutterlauge montiert. Die Diffusion der
Reaktionsprodukte der caged GTP-Photolyse ist demzufolge in den Kristallen in einer
Nylon-Schleife stark eingeschriankt, und das freigesetzte 2-Nitrosoacetophenon verbleibt
zum groflen Teil in der Néhe seiner urspriinglichen Position. Zusétzlich konnen Effekte wie
ein reduzierter Feuchtigkeitsgehalt im  Kristall aufgrund von durch den
Luftfeuchtekonditionierer  eingestellter — geringer relativer  Luftfeuchtigkeits-Werte
(,,Schrumpfen* der Kristalle) einen starken Einfluss auf die Diffusion des
2-Nitrosoacetophenons und auf die allgemeine Beweglichkeit des Proteins im Kristall
haben. Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass FLUMIX-Fluoreszenzspektroskopie
eine effiziente, zerstorungsfreie Methode darstellt, um in der kinetischen Kristallographie

detaillierte Informationen uber den Zustand eines makromolekularen Kristalls zu erhalten.

5.3.2.4 Herkunft der Fluoreszenzinderungen nach Photolyse von

p21(mod)*R-caged GTP-Kristallen

Um zu iiberpriifen, ob die starken Fluoreszenzénderungen wéhrend der Photolyse von
caged GTP hauptsichlich durch Konformationsinderungen im Kristall, und nicht bereits
durch die photolytische Bildung einer Nitronsdure (s. Abbildung 50, 2; (Corrie et al.,
2003)), hervorgerufen wurden, wurden Kristalle von p21(mod)*R-caged GTP nach einer
kurzen Belichtung mit UV-Licht (325 nm) bei verschiedenen Temperaturen analysiert

(s. Abbildung 44).
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Abbildung 44: Photolyse von Kristallen von p2l(mod)*R-caged GTP bei
verschiedenen Temperaturen. Die Fluoreszenz-Anregung erfolgte durch blaues Licht
(Agy =441,6 nm) eines He-Cd-Lasers. Der Start der Photolyse (Appororse = 325 nm) ist in den
Diagrammen mit ‘S’ markiert und das Ende der Photolyse (Unterbrechen des UV-Lichtwegs)
mit ‘E’. Der Drift der Basislinien bei 215 K und 230 K ist auf eine langsame Abnahme der
Kristallqualitét bei diesen Temperaturen zuriickzufiihren, was zu einer erhohten Flexibilitit des
Fluorophors und somit zu einer erhohten Fluoreszenz-Quantenausbeute fiihrt. Die Abnahme der
Kristall-Ordnung wurde auch durch die Aufnahme von Roéntgen-Diffraktionsbildern wéhrend
des Experiments an einer Labor-Rontgenquelle (Xcalibur PX Ultra, Oxford Diffraction, Oxford,
England) bestétigt.

Wihrend bei Raumtemperatur kein weiterer Fluoreszenzanstieg nach dem Ausschalten des
UV-Lichts zu erkennen war, konnte bei niedrigeren Temperaturen ein anhaltender
Fluoreszenzanstieg nach UV-Belichtung beobachtet werden. Die Fluoreszenzidnderungen
bei niedrigeren Temperaturen im Zeitbereich von mehreren Sekunden bis Minuten kénnen
entweder auf Dunkel-Reaktionen nach der Photolyse von caged GTP, die zu einer Spaltung
in GTP und 2-Nitrosoacetophenon resultieren, und/oder auf Konformationsdnderungen in
der Protein-Umgebung des Nukleotids zuriickzufiihren sein. Es kann ausgeschlossen
werden, dass die Fluoreszenzénderungen ausschlieBlich auf die photolytische Bildung einer
Nitronsdure zuriickzufiithren sind, da dies im Sub-Millisekunden Bereich stattfinden wiirde
(Corrie et al., 2003) und somit durch FLUMIX-Experimente zeitlich nicht aufgelost werden

konnte.

Interessanterweise nahm die Photolyse-Effizienz bei Bestrahlung durch UV-Licht mit der
Temperatur stark ab. Bei 100 K konnte selbst nach 100-miniitiger UV-Belichtung keine
vollstindige Photolyse erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Unter Kryo-Bedingungen
konnte insofern die durch Rontgenstrahlung induzierte Radiolyse von Verbindungen mit
photolabiler Schutzgruppe eine alternative Methode zur Initilerung von schnellen
enzymatischen Reaktionen darstellen (Ursby ef al., 2002), worauf im nichsten Kapitel ndher

eingegangen werden soll (s. Kapitel 5.3.3).
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5.3.3 Einfluss von Synchrotron-Rontgenstrahlung auf Kiristalle des

fluoreszenten H-Ras p21

Durch Synchrotron-Rontgenstrahlung konnen signifikante Verdnderungen in einem Protein-
Kristall hervorgerufen werden, wie z.B. durch die Zerstérung der Kristall-Qualitit
(Strahlschaden) (Nave und Garman, 2005) oder durch Radiolyse von Verbindungen mit
photolabiler Schutzgruppe (Schlichting und Goody, 1997; Ursby et al., 2002).

Enzymatische Reaktionen in einem Proteinkristall werden bei ausreichend niedrigen
Temperaturen weitestgehend eingefroren. Es wurde deshalb vorgeschlagen, die Radiolyse
von Verbindungen mit photolabiler Schutzgruppe als Methode zur Reaktionsinitiierung in
Systemen zu verwenden, in denen eine homogene Initiierung bei Raumtemperatur nicht
ohne Probleme bewerkstelligt werden kann, beispielsweise aufgrund einer im Vergleich
zum Zeitbedarf fiir die Reaktionsinitiierung hohen Reaktionsgeschwindigkeit (Ursby et al.,

2002).

Die gewiinschten bzw. unerwiinschten Verdnderungen durch Rontgen-induzierte Radiolyse
von p2l(mod)-Kristallen konnten nicht ohne weiteres durch das Rontgen-
Diffraktionsexperiment selbst bestimmt werden. Deshalb wurde das FLUMIX-
Fluoreszenzspektrometer verwendet, um Verdnderungen im Kristall anhand von
Fluoreszenzidnderungen wihrend einer Rontgen-Bestrahlung bei Raumtemperatur und unter
Kryo-Bedingungen zu untersuchen. Das FLUMIX-Spektrometer wurde dazu entsprechend
Abbildung 38, 4 mit der Synchrotron-Messstation PX-I (SLS, PSI Villigen, Schweiz)

verbunden.
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5.3.3.1 Rontgen-induzierte Verinderungen in p2l1(mod)-Kristallen bei

Raumtemperatur

In einer ersten Reihe von Experimenten wurde die Rontgen-induzierte Radiolyse von
caged GTP in Kristallen von p21(mod) bei 302,5 K unersucht (s. Abbildung 45). Die

Rontgen-Bestrahlung wurde an der Synchrotron-Messstation PX-1 (SLS, PSI Villigen,
Schweiz) durchgefiihrt.
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Abbildung 45: Effekt der Bestrahlung von p21(mod)-Kristallen mit Synchrotron-
Rontgenstrahlung (4=0,919 A) bei 302,5 K. In den linken Diagrammen sind Fluoreszenz-
Emissionsspektren (Agz =441,6 nm) vor (S) und nach (E) Roéntgenbestrahlung gezeigt. Die
zugehorigen zeitlichen Verldufe der Fluoreszenzdnderungen bei zwei charakteristischen
Emissions-Wellenldngen sind in den rechten Diagrammen dargestellt. Die Kristalle wurden in
0,05-0,1 mm Nylon-Schleifen montiert und in einem Stickstoffstrom mit 97,5 % relativer
Luftfeuchtigkeit stabilisiert. Wiahrend der Rontgen-Bestrahlung wurden kontinuierlich
Diffraktionsbilder aufgezeichnet, wobei der Kristall fiir jedes Bild ausgehend vom selben
@-Winkel um 0,1° rotiert wurde. Wahrend der Auslesezeit der Diffraktionsbilder (~ 2,5 s / Bild)
wurde der Strahlengang zum Kristall unterbrochen. In den Zeitverldufen sind die aufsummierten
Belichtungszeiten markiert. Die Intensitit der Rontgenstrahlung lag bei 4¢10'° Photonen /s.

Nach der Rontgenbestrahlung wurde mit UV-Licht (1=325nm) mit einer Intensitit von
~ 0,1 mW bestrahlt.

Bei der Rontgen-Bestrahlung von Kiristallen aus p21(mod)*R-caged GTP wurde ein
monoexponentieller Fluoreszenz-Anstieg mit einer Halbwerts-Zeit von #;,=1385t2,1s
beobachtet (korrigiert mit der Auslesezeit, wihrend welcher der Rontgen-Strahl

unterbrochen war). Eine Bestrahlung mit UV-Licht nach der Rontgenbestrahlung zeigte
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keinen weiteren Fluoreszenzanstieg, was auf eine vollstindige Radiolyse von caged GTP
hindeutet. Als Negativ-Kontrolle wurde das Experiment mit Kristallen aus
p21(mod)*GppNHp wiederholt. Wie erwartet, zeigten diese Kristalle widhrend einer
Rontgen-Bestrahlung aufgrund des nicht photolysierbaren Nukleotid-Analogons keinen
signifikanten Fluoreszenzanstieg. Es muss hier beachtet werden, dass die Fluktuationen im
Fluoreszenzsignal bei Ag, =560 nm auf die Akkumulation von Spezies mit
blauverschobenem  Fluoreszenzmaximum  zuriickzufiihren sind. Die integrierte
Fluoreszenzintensitit dndert sich jedoch wéhrend der Photolyse von p21(mod)*GppNHp-
Kristallen nur geringfiigig, im Gegensatz zur Photolyse von p21(mod)*R-caged GTP-
Kristallen (s. Abbildung 45). Es kann geschlussfolgert werden, dass der monoexponentielle
Anstieg mit #;,=138,5% 2,1 s, der in Kristallen aus p21(mod)*R-caged GTP beobachtet
wurde, auf die radiolytische Spaltung von caged GTP und damit verbundene
Konformationsédnderungen in der Protein-Umgebung des Nukleotids (s. Kapitel 5.3.2)

zuriickzufiihren ist.

Neben der Rontgen-induzierten Radiolyse von caged GTP konnten noch weitere Effekte der
Rontgen-Bestrahlung beobachtet werden. Wéhrend der ersten 10 Sekunden Bestrahlung von
Kristallen aus p21(mod)*GppNHp wurde ein starker Fluoreszenz-Abfall bei Ag, = 560 nm
beobachtet, welcher mit der Ausbildung von Spezies mit blau-verschobenem Fluoreszenz-
Maximum einherging. Mit zunehmender Akkumulation dieser blauverschobenen Spezies
nahm auch das Fluoreszenzsignal bei Ag, = 560 nm wieder zu, was jedoch hauptséchlich
auf einen Beitrag der Schulter der Fluoreszenzbande der blauverschobenen Spezies
zuriickzufilhren war. Kiristalle von p21(mod)*GppNHp verloren innerhalb von etwa
20 Sekunden praktisch vollstindig ihre Diffraktionsfahigkeit, was zeitlich gut mit dem

anfanglichen Fluoreszenzabfall iibereinstimmt.

Die Stabilitit der Diffraktionsfahigkeit von p21(mod)-Kristallen bei Rontgen-Bestrahlung
variierte je nach Nukleotid, mit welchem das Protein kokristallisiert wurde. Kristalle von
p21(mod)*R-caged GTP zeigten eine deutlich hohere anfangliche Diffraktionsfahigkeit als
p21(mod)*GppNHp-Kristalle und verloren ihre Diffraktionsfdhigkeit erst innerhalb von
etwa 200 Sekunden Rontgen-Bestrahlung. Es kann angenommen werden, dass in Kristallen
aus p21(mod)*R-caged GTP der Fluoreszenzanstieg aufgrund einer Radiolyse von caged
GTP einen in diesen Kristallen relativ langsam stattfindenden Fluoreszenz-Abfall aufgrund

eines Verlusts der Kristall-Ordnung und damit einhergehenden Verdnderungen in der
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Umgebung des Fluorophors iiberkompensiert. Diese Annahme wird durch zwei
Beobachtungen untermauert: Zum einen liegt der Fluoreszenzanstieg bei vollstindiger
Radiolyse von caged GTP in p21(mod)*R-caged GTP-Kristallen mit einem Faktor von ~ 2,3
deutlich unter den Werten, die bei Photolyse mit UV-Licht erreicht wurden (Faktoren von
2,8-5,4), was auf eine geringe Kristall-Qualitdt des erreichten intermedidren GTP-
gebundenen Zustands hindeutet (s. Kapitel 5.3.2.3). AuBlerdem wurde eine zeitliche
Verzogerung von etwa 20 Sekunden zwischen dem Start der Rontgen-Belichtung und dem
Beginn des Fluoreszenz-Anstiegs beobachtet. Diese Verzogerung konnte durch die
konkurrierenden Einfliisse einer Fluoreszenzabnahme durch Verlust der Kristallordnung
und einem Fluoreszenzanstieg durch caged GTP-Radiolyse hervorgerufen werden. Die
Ausbildung einer Spezies mit blau-verschobenem Fluoreszenz-Emissionsmaximum durch
Rontgen-Bestrahlung wurde auch in Kristallen von p21(mod)*R-caged GTP beobachtet. Die
Ausbildung dieser Spezies erfolgte jedoch deutlich langsamer als in p21(mod)*GppNHp-
Kristallen, was konsistent war mit der hoheren Stabilitit dieser Kristalle gegeniiber

Rontgenstrahlung.

Nach dem Beenden der Rontgen-Bestrahlung nahm das Fluoreszenzsignal sowohl bei
Ag =470 nm als auch bei Az, =560 nm in beiden Kristall-Varianten (p21(mod)*GppNHp
und p21(mod)*R-caged GTP) ab. Dieser Abfall kann moglicherweise durch die Ausbildung
von reaktiven Spezies (z.B. Radikale) und/oder fortlaufenden Verdnderungen in der
Fluorophor-Umgebung erkliart werden, wodurch auch nach Unterbrechung der Rontgen-
Bestrahlung der Protein-Kristall geschiddigt werden kann. Dabei wére entweder eine direkte
Schiadigung denkbar, oder eine indirekte Schidigung durch eine erhohte Anfilligkeit des
Fluorophors fiir Fluoreszenzbleichung durch die anhaltende Bestrahlung mit blauem Licht

zur Fluoreszenzanregung.
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5.3.3.2 Rontgen-induzierte Verinderungen in p21(mod)-Kristallen unter Kryo-

Bedingungen

In einer zweiten Reihe von Experimenten an der Synchrotron-Messstation PX-I (SLS, PSI
Villigen, Schweiz) wurde mit Hilfe des FLUMIX-Spektrometers der Einfluss von
Rontgenstrahlung auf Kristalle von p21(mod) unter Kryo-Bedingungen (7= 100 K)
untersucht (s. Abbildung 46).
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Abbildung 46: Effekt der Bestrahlung von Kristallen von p21(mod) mit Synchrotron-
Rontgenstrahlung (1=0,919 A) unter Kryo-Bedingungen. In den linken Diagrammen sind
Fluoreszenz-Emissionsspektren (4 =441,6 nm) vor (S) und nach (E) Rontgenbestrahlung
gezeigt. Die zugehdrigen zeitlichen Verldufe der Fluoreszenzédnderungen (Az, = 560 nm) sind in
den rechten Diagrammen dargestellt. Die Kristalle wurden in 0,05-0,1 mm Nylon-Schleifen mit
einem kalten Stickstoff-Strom (7'=100 K) stabilisiert. Wéhrend der Rontgen-Bestrahlung
wurden kontinuierlich Diffraktionsbilder aufgezeichnet, wobei der Kristall fiir jedes Bild
ausgehend vom selben @-Winkel um 0,1° rotiert wurde. Wéahrend der Auslesezeit der
Diffraktionsbilder (~2,5s/Bild) wurde der Strahlengang der Rontgenstrahlung zum Kristall
unterbrochen. In den Zeitverldufen sind die aufsummierten Belichtungszeiten markiert (100 %
Intensitit entspricht 4¢10' Photonen / s).

Kristalle von p2l(mod)*R-caged GTP zeigten bei Rontgenbestrahlung unter Kryo-
Bedingungen einen schnellen Abfall des Fluoreszenz-Signals. Schon nach einer Sekunde
Belichtungszeit ~ wurde eine  signifikante =~ Abnahme  beobachtet. Da  die
Fluoreszenzinderungen negativ waren und auf einer deutlich kiirzeren Zeitskala als die

Radiolyse von caged GTP bei Raumtemperatur abliefen (s. Kapitel 5.3.3.1), kann davon
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ausgegangen werden, dass die Anderungen nicht auf der Radiolyse von caged GTP beruhen.
Dies wurde auch durch Kontrollexperimente mit p21(mod)*GDP-Kristallen bestitigt, die
kein photolabiles Nukleotid enthielten. Bei solchen Kristallen wurde nach einer Sekunde
Rontgen-Bestrahlung bereits ein Abfall der Fluoreszenz-Intensitit um 25 % beobachtet, und
acht weitere Rontgenpulse mit auf 5 % reduzierter Strahl-Intensitit (~ 2¢10° Photonen /s,
1 s/ Puls) resultierten in einem weiteren Abfall der Fluoreszenz-Intensitidt um 32 %. Diese
Ergebnisse waren recht unerwartet, da die Fluoreszenz-Anderungen bei Rontgen-Dosen
auftraten, die klein waren im Vergleich zu einer typischen Dosis, die fiir die Aufnahme
eines vollstindigen rontgenographischen Datensatzes bendtigt wird. Trotz der starken
Fluoreszenzidnderungen behielten beide untersuchten Kristalle (p21(mod)*R-caged GTP
bzw. p21(mod)*GDP) selbst nach 100s Rontgen-Bestrahlung anndhernd ihre volle
anfangliche Diffraktionsfahigkeit.

Die starken Fluoreszenzdnderungen, die schon bei einer relativ geringen Rontgen-Dosis
beobachtet =~ werden  konnten,  verdeutlichen den  groBen  Nutzen  von
Fluoreszenzuntersuchungen in Kombination mit Rontgen-Diffraktionsexperimenten. Solche
kombinierten Untersuchungen stellen eine sehr vielversprechende Methode dar, um
wihrend der Messung eines rontgenographischen Datensatzes auch solche
rontgeninduzierten Verdnderungen in einem Proteinkristall (z.B. Strahl-Schaden)
quantifizieren zu konnen, welche sich nicht in einer signifikanten Verdnderung der

Diffraktionsfahigkeit eines Kristalls duflern.

Anhand der starken Verdnderungen bei kleinen Rontgen-Dosen muss davon ausgegangen
werden, dass eine Rontgen-induzierte Radiolyse von Verbindungen mit photolabilen
Schutzgruppen zur Reaktionsinitiierung in einem Proteinkristall verschiedene Probleme mit
sich bringen kann. Die Radiolyse-Bedingungen miissen fiir eine solche Strategie sorgfaltig
optimiert werden, um unerwiinschte Nebenreaktionen auszuschlieBen. Optische
Fluoreszenzmessungen mit Hilfe des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers haben sich in
dieser Hinsicht als hochst sensitive Methode bewédhrt, um kleine rontgeninduzierte
Veridnderungen in einem Protein-Kristall zu detektieren, welche auf solche Nebenreaktionen

hindeuten konnen.



136 Ergebnisse und Diskussion

5.4 Computersimulation des kovalent mit Cys-32 verkniipften

Fluorophors IANBD Amid

Der Fluorophor IANBD Amid wurde zur Herstellung von p21(mod) kovalent an das
exponierte Cys-32 des Proteins gebunden. Um den Fluorophor in einer
Rontgenstrukturanalyse addquat beriicksichtigen zu kénnen, musste zunichst ein Satz von
,» LTopologie- und Parameterdateien fiir die Strukturverfeinerung erzeugt werden (s. Kapitel
2.3.2.4). Dazu wurde zunichst die Ideal-Konformation des an Cys-32 gebundenen
Fluorophors durch Computersimulation berechnet. Da eine Ideal-Konformation durch
einfache molekulardynamische Simulationen nicht zufriedenstellend generiert werden
konnte, wurde eine ab initio-Simulation des Fluorophors durchgefiihrt. Da eine
Einbeziehung des kompletten Cystein-Molekiils in die Simulation zu einer zu hohen
Rechenzeit gefiihrt hitte, wurde fiir die Computersimulation nur der Fluorophor zusammen
mit den verkniipften Cystein-Atomen Cp und S, beriicksichtigt. Ein entsprechendes
Strukturmodell wurde mit dem Programm Hyperchem erzeugt und die Geometrie durch
semiempirische Methoden voroptimiert. Aus dieser Simulation ging jedoch eine
unrealistische, nicht-planare Struktur fiir die Stickstoff-Atome der Linker-Region
(s. Abbildung 47) des Fluorophors hervor. Um das Modell des Fluorophors weiter zu
verbessern, wurde anschlieBend mit dem Programm Hyperchem eine HF-SCF ab initio-
Simulation mit dem Basissatz 6-31G* (s. Kapitel 2.3.2.4) durchgefiihrt. Die Simulation
wurde zundchst 4 Wochen an einem Pentium IV-Computer mit 1 GHz
Prozessorgeschwindigkeit gerechnet und anschliefend innerhalb weiterer 2 Wochen an
einem Pentium IV-Computer mit 2,4 GHz Prozessorgeschwindigkeit zu Ende gefiihrt. Aus
dieser Simulation ging fiir alle Stickstoff-Atome des Fluorophors eine planare Struktur

hervor. Die berechnete Konformation ist in Abbildung 47 dargestellt.
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Cys-32-IANBD-amid
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Abbildung 47: Schematische Darstellung des an Cys-32 gebundenen Fluorophors
IANBD Amid (unten) und das Ergebnis der Computersimulation (oben). In der
Computersimulation wurden nur der Fluorophor (griine Markierung) und die Atome der Linker-
Region (blaue Markierung) beriicksichtigt.

Anhand der aus der Computersimulation gewonnenen Parameter fiir Bindungsldngen sowie

Bindungs- und Torsionswinkel wurden, wie in Kapitel 4.5.4.1 beschrieben, die fiir eine

Strukturverfeinerung bendtigten ,,Topologie- und Parameterdateien* erzeugt.
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5.5 Rontgenstrukturanalysen an p21(mod)

Fir die Interpretation der Experimente mit dem FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer war
eine detaillierte Kenntnis der Kristallstrukturen des modifizierten Proteins p21(mod) im
Komplex mit verschiedenen Nukleotiden oder Nukleotid-Analoga vonnéten. Die Kenntnis
der Kiristallstrukturen von p21(mod)*R-caged GTP und den aus solchen Kristallen durch
Photolytische Spaltung des Nukleotids und Reaktion im Kristall gewonnenen Zustinden
(p21(mod)*R-caged GTP->GTP, p2l(mod)*R-caged GTP->GDP) war  unmittelbar
notwendig, um die durch Fluoreszenzspektroskopie beobachteten Verdnderungen mit
strukturellen Verdnderungen im Kiristall korrelieren zu konnen. Fiir Referenzmessungen
wurden zusétzlich Kristalle von p21(mod)*GppNHp und p21(mod)*GDP hergestellt. Neben
dem Finsatz als unter UV-Licht invariante Referenzkristalle fiir FLUMIX-
Fluoreszenzexperimente war auch die Rontgenstrukturanalyse dieser Kristalle von grof3er
Wichtigkeit. Da die chemische Umgebung eines Protein-Molekiils im Proteinkristall
deutlich von der Losungssituation abweicht, musste geklart werden, ob die im Kristall
ablaufenden Reaktionen einem mit der Losungssituation vergleichbaren Reaktionsweg
folgen. Durch einen Vergleich der Kristallstrukturen der durch Kokristallisation mit den
entsprechenden  Nukleotiden  hergestellten  Kristalle  (p21(mod)*GppNHp  und
p21(mod)*GDP) mit solchen, die durch Reaktion im Kristall gewonnen wurden
(p21(mod)*R-caged GTP->GTP und p21(mod)*R-caged GTP->GDP) konnten strukturelle
Unterschiede aufgedeckt werden, anhand derer wichtige Informationen iiber die
Anwendbarkeit und tliber mogliche Limitierungen der kinetischen Kristallographie

gewonnen werden konnten.

Es wurden insgesamt 7 Kristalle in unterschiedlichen Nukleotid-Zustinden durch
Rontgenstrukturanalyse untersucht. Die Datenstatistik fiir diese Experimente ist in Tabelle 2

aufgefiihrt.
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Tabelle 2: Datenstatistik fur Kristalle C1 bis C7

Kristallbezeichnung und Nukleotidgehalt

1 2 C3 C4 C5 C6 c7
S-caged R-caged R-caged R-caged R-caged
GppNHp GDP GTP GTP GTP>GTP GTP>GDP GTP->GTP

Datensammlung und Prozessierung

Synchrotron ESRF SLS ESRF ESRF ESRF ESRF ESRF
(Messstation) (ID14-1) (PX-T) (ID14-4) (ID14-4) (ID14-4) (ID14-4) (ID14-4)
Rontgendetektor Q4R ADSC gg}?ss Q4RADSC  Q4RADSC  Q4RADSC  Q4RADSC Q4R ADSC
Temperatur (K) 100 100 100 100 100 100 100
Wellenliinge (A) 0,934 0,827 0,920 0,039 0,976 0,939 0,976
Raumgruppe R32 €222(1) P4(1) P4(1) P4(1) P4(1) P4(1)
a=49,0
2l or (A a=b=885 a=b=691 a=b=691 a=b=693 a=b=694 a=b=693
ellparameter (4) c=144,1 oo ¢=355 ¢=355 ¢=350 c=348 ¢=350
c =116,

67,42 - 1,70 50,00 - 0,99 69,01 - 1,24 69,34 - 1,00 69,34 - 1,25 69,34 - 1,22 69,34 - 1,30

imale Aufldsung® (A
maximale Auflosuns” ) | (175-170)  (100-099)  (126-124)  (105-100)  (130-125)  (130-122)  (140-130)

Anzahl der gemessenen

276701 400222 317470 541277 283084 286285 258379
Reflexe
Anzahl der gemessenen
symmetrie-iquivalenten 23933 82821 46194 91096 46204 47013 41195
Reflexe
Durchschnittliche 11,6 48 6.9 5.9 6.1 6.1 63
Redundanz
Ry (%) 8,1 (86,1) 4,9 (60,5) 4,9 (33,4) 5,2 (67,9) 4,3 (5L,5) 4,6 (45,7) 5,5 (54,9)
Durchschnittliches /6" (I) | 16,9 (2,1) 15,0 (2,3) 18,7 (3,1) 13,6 (2,3) 20,7 (3,5) 21,5 (3,0) 16,05 (3,14)
Wilson-B-Faktor (A%) 30,9 12,0 18,3 14,0 21,1 22,1 22,6
Statistik der Verfeinerung

. R 67,42 - 1,80 50,00 - 1,00 69,01 - 1,24 69,34 - 1,05 69,34 - 1,25 69,34 - 1,22 69,34 - 1,30

Auflésungsbereich® ()

(1,85-1,80)  (1,03-1,00) (127-124)  (1,08-1,05) (1,28-125)  (125-122)  (1,33-130)

Anzahl der symmetrie-

Saumalenter. Refloxe 19368 76394 44152 78796 43911 44702 39138
Vollstindigkeit' (%) 99,88 96,95 9,78 99,93 99.92 94,12 100,00
(100,00) (96,03) (76,25) (99.97) (99.94) (5547) (100,00)
R By %) 146/185  144/163 146/186  156/181  148/17,0 149/17,6 14.9/18,0
(189/237)  (270/27,7)  (21.8/212) (265/27.9) (246/243)  31.4/345 (27.2130,9)

Ramachandran-

Diagramm® 947,53, 893,100, 873,103, 893,90, 90,0, 9.7, 90,0, 9,0, 89,7, 10,0,

Bevorzugt, erlaubt, noch | 0,0, 0,0 0,7,0,0 1,0,0,3 10,07 0,0,03 07,03 0,0,03

erlaubt, verboten (%)

lgi‘;‘;‘:l:ge:lingen & 0,016 0,012 0,012 0,015 0,015 0,011 0,015

gi':;‘fl:gesrwmkel Grag) | 1808 1,719 1,625 1,855 1,742 1,534 1,753

Durchschnitt / rmsd der

B-Faktoren (A%)
Haupthette 00/0g0  BO/08B1 142/084]  52/053] 7,0/0,57 | 180/0,56|  13,0/0,60]
(Konformation A | B) 8.4/0,40 149/049  4,8/048 8,5/0,57 16,6 /0,40 14,9 /0,54
Seitenkette 344720 103/12]  161/13]  74/14] 10,1/14] 2058715  159/15]
(Konformation A | B) 11,0712 172/12 69/ 14 113/1,5 183/1,1 17,7/ 14
Nukleotid 257714 68/ 1,1 150/21] 60/13] 67/1,1] 200/2.7] 123711
(Konformation A | B) 6,8/0,88 162/2,9 73127 72114 160/2,2 12,6/0.,83
Fluorophor $5.6/7.7 320/18]  236/1,6]  197/39]  420/18] ] 8B5/11]
(Konformation A | B) 334731 30.8/2,5 12,5/18 322732 424746
Solvens 494 240 263 28,5 20,7 382 241

PDB ID 2CL0 2CE2 2CL6 2EVW 217 2CLD 20LC

* Die Werte in Klammern beziehen sich auf die hchste Aufldsungsschale.

P Berechnet nach Gleichung 11 (s. Kapitel 4.5.2)

“Berechnet nach Gleichung 9 (s. Kapitel 2.3.2)

d Rjiee Wurde gemif3 Gleichung 9 aus einem zufillig ausgewihlten Anteil von 5% der Rontgenreflexe
berechnet, welche in der Verfeinerung ansonsten nicht berticksichtigt wurden (s. Kapitel 2.3.2).

¢ Berechnet mit dem Programm PROCHECK (Laskowski et al., 1993)
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In den meisten Féllen zeigten die erhaltenen Kristall-Strukturen von p21(mod) eine deutlich
hohere Auflosung, als in den entsprechenden Kristallstrukturen des Wildtyp-Proteins
(H-Ras p21 (Asr 1-166), im Folgenden als p21(wt) abgekiirzt) im Komplex mit demselben
Nukleotid erreicht wurde. Es wurden verschiedene strukturelle Details beobachtet, die von
den entsprechenden Strukturen von p21(wt) abwichen oder in diesen nicht sichtbar waren.
Obwohl die GTPase-Aktivitdt von p21(mod) (¢,,= 430 £ 18 min bei 21 °C) deutlich geringer
ist als die Aktivitdt von p21(wt) (¢,,= 18,7 min bei 37 °C, John et al. (1989)), konnte gezeigt
werden, dass mehrere der beobachteten strukturellen Details einen wichtigen Beitrag zu
einem besseren Verstindnis der Funktionsweise von H-Ras p21 im Allgemeinen leisten

konnen.

5.5.1 Allgemeine Struktur

Der generelle Aufbau der G-Doméne (s. Kapitel 2.4.4.2), welche in praktisch allen
Guanosin-Nukleotid bindenden Proteinen vorkommt (Stouten et al., 1993; Vetter und
Wittinghofer, 2001), war auch in allen untersuchten Datensdtzen von p21(mod) konserviert.
Einige der analysierten Strukturen, wie p21(mod)*GDP, waren fast identisch mit dem
Wildtyp-Protein p21(wt) und sind somit aufgrund der hohen erreichten Auflosung potentiell
als hochaufgeldste Modell-Strukturen fiir H-Ras p21 geeignet.

Es bestanden einige kleine aber signifikante Unterschiede zu p21(wt), die hauptsichlich in
den flexiblen Schleifen-Regionen L2 (Asr 30-36) und L4 (Asr 60-66) lokalisiert waren. Ein
Beispiel fiir einen sehr signifikanten Unterschied zwischen p21(mod) und p21(wt) ist die
Bindung eines zweiten Mg2+-Ions im aktiven Zentrum von p21(mod)*GppNHp. Die
Bindung eines zweiten Kations im aktiven Zentrum von H-Ras p21 wurde bereits aufgrund
von kombinierten quantenmechanischen und molekularmechanischen (QM/MM)
Untersuchungen vorausgesagt (Klahn et al, 2005) und ist moglicherweise von einiger
Relevanz fiir ein eingehenderes Verstindnis der Funktionsweise von H-Ras p21 im

Allgemeinen, wie im Kapitel 5.5.7 eingehender erldutert werden soll.

Aufgrund der hohen Datenqualitdt war es moglich, in den Kristallstrukturen von p21(mod)
in Komplex mit R-caged GTP, S-caged GTP, GTP und GDP zwei diskrete Konformationen
zu unterscheiden, welche in den Schalter-Regionen I und II sowie in Helix o2 (Asr 67-74)

und der Region von Helix a3 bis zur Schleife L7 (Asr 98-108) die stirksten Abweichungen
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voneinander zeigten. Die Existenz mehrerer Sub-Konformationen, die in einem
dynamischen Gleichgewicht zueinander stehen, ergibt sich aus der Funktion von H-Ras p21
als molekularer Schalter, welche eine niedrige Energie-Barriere zwischen den
verschiedenen involvierten Konformationen des Proteins erfordert. Anhand von *'P-NMR-
Untersuchungen konnte bereits in friiheren Untersuchungen gezeigt werden, dass selbst in
kristallinem p21(wt)*GppNHp und p21(wt)*GppCH,p mindestens zwei unterschiedliche
Zustande vorkommen, die als Zustand 1 und Zustand 2 bezeichnet wurden (Spoerner et al.,
2005). Im Gegensatz zu diesen °'P-NMR-Untersuchungen wurden in p21(mod) jedoch
Abweichungen zwischen den alternativen Konformationen hauptsichlich in Regionen
beobachtet, welche durch *'P-NMR-Untersuchungen voraussichtlich nicht unterscheidbar
wiéren. Innerhalb eines Datensatzes entsprachen die in p2l(mod) beobachteten
Konformationen in Bezug auf die Orientierung von Aminosdureresten um das Nukleotid
entweder dem in *'P-Untersuchungen beschriebenen Zustand 1 oder dem Zustand 2

(Spoerner et al., 2005).

5.5.2 Alternative Hauptkettenkonformationen

Mit der hohen Datenqualitét (in Bezug auf Auflosung und Signalstirke), die fiir die meisten
Rontgenstruktur-Datensidtze von p21(mod) zur Verfliigung stand, wurde bereits in frithen
Verfeinerungsschritten deutlich, dass ein grofer Teil der Aminosédurereste in mindestens
zwei alternativen Konformationen vorlag. Dabei wurden in einigen Féllen iiber eine Region
von mehr als 10 aufeinanderfolgenden Resten signifikante Abweichungen in den
Hauptketten-Konformationen beobachtet. In den ersten Runden der Verfeinerung wurden
nur die alternativen Konformationen mit starken Abweichungen in den Haupt- oder
Seitenketten-Konformationen in das Modell integriert (etwa 25 % aller Aminosdurereste im
Kristall C4 (p21(mod)*R-caged GTP)). Es ist davon auszugehen, dass sich eine derart hohe
Heterogenitét der Protein-Konformation in einem kleinen globuldren Protein wie H-Ras p21
auch auf die meisten {brigen Aminosdurereste auswirkt. In den spéteren
Verfeinerungsschritten wurden deshalb auch fiir alle verbleibenden Aminosduren zwei
alternative Konformationen in das Strukturmodell aufgenommen. Fiir Kristalle C2-C7
(s. Tabelle 1) konnte dadurch ein weiterer Abfall des kristallographischen und des freien R-
Faktors (Renys und Rpe) um mehr als 1% und eine deutliche Verbesserung der

Elektronendichtekarte erzielt werden. Die relativ geringe Heterogenitéit in den zusétzlich
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eingefiihrten alternativen Konformationen ist bei mittlerer Auflosung nicht sichtbar. Fiir
eine addquate Interpretation der Elektronendichte bei den erzielten Auflosungen von bis zu
1.0 A (Kristall C2, p21(mod)*GDP) war jedoch die Beschreibung mit mindestens zwei
alternativen Hauptkettenkonformationen unerldsslich, wie in Abbildung 48 exemplarisch

verdeutlicht wird.

Abbildung 48: Kleine Unterschiede zwischen den beiden Sub-Konformationen (griine
bzw. magenta Stidbchen) der Aminosduren 24-27 im Kristall C4 (p21(mod)*R-caged GTP). Die
gezeigte 2F-F. Elektronendichte-Karte wurde nach der Verfeinerung des Strukturmodells mit
dem Programm REFMACS5 (Collaborative Computational Project Number 4, 1994) berechnet
(0,9 o cutoff-level, dargestellt mit dem Programm PyMOL (Delano, 2002)).

Wie zu erkennen ist, zeigt selbst die sehr deutlich erkennbare Elektronendichte im Bereich
von Ile-24 bis His-27, welche nicht in einer der flexiblen Regionen des Proteins positioniert
ist, eine gewisse konformelle Heterogenitét, die durch eine einzelne Konformation der

Aminosiurereste nur unzureichend beschrieben werden konnte.

In p21(mod)*GppNHp (Kristall C1) reichte die Datenqualitiit (1.8 A Auflésung) nicht aus,
um eine eindeutige Interpretation mit zwei Hauptketten-Konformationen zu erlauben.
Uninterpretierte Bereiche in der Elektronendichtekarte deuten jedoch auch hier die

Anwesenheit einer zweiten mdglichen Konformation an.

Es muss davon ausgegangen werden, dass die Konformation einzelner Aminosdurereste

oder Protein-Regionen in p21(mod) nicht unabhdngig vom Rest der Proteinkette sind, da
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sonst in einigen Aminoséureresten eine sterische Uberlappung resultieren wiirde (s. Kapitel
5.5.3, Abbildung 52). Die Besetzung der beiden im Strukturmodell verwendeten
Konformationen wurde deshalb iiber die gesamte Protein-Kette konstant gehalten. In den
meisten Féllen gab es keine starken Argumente gegen eine Besetzungszahl von jeweils 0,5

fiir beide Konformationen.

5.5.3 Vergleich von p21(mod)*R-caged GTP mit p21(wt)*R-caged GTP

Die allgemeine Struktur von p21(mod)*R-caged GTP stimmt weitgehend mit bekannten
Strukturen von p2l(wt) tberein. Die wichtigsten Abweichungen im Vergleich zu
p21(wt)*R-caged GTP sind eine gut definierte Schleife L2 (Asr Asp-30 bis Ile-36), eine um
180° gedrehte 2-NPE-Gruppe des Nukleotids und eine unterschiedliche Konformation in
Schleife L4 (Asr Gly-60 bis Ala-66), welche durch den an Cys-32 gekoppelten Fluorophor

hervorgerufen wird.

Die Hauptketten-Konformation der Schleife L2 in p21(mod)*R-caged GTP dhnelt
Strukturen von p21(wt) in Komplex mit GTP oder GppNHp (z.B. PDB-Eintrige 1QRA,
ICTQ oder 5P21). Die Seitenkette von Cys-32 mit dem kovalent gebundenen NBD-
Fluorophor zeigt in die selbe Richtung wie Tyr-32 in Strukturen von p21(wt), und die
umgebenden Aminosédurereste sind fast identisch positioniert. Die Konformation von
Schleife L2 entspricht der in °'P-NMR-Untersuchungen (Spoerner et al., 2001) als
,Zustand 2¢ bezeichneten Orientierung, mit einer an das Mg*"-Ion orientierten Hydroxyl-
Gruppe von Thr-35. Der Abstand der Hydroxyl-Gruppe von Thr-35 zum Mg”"-Ion (2,1 A)
in p21(mod)*R-caged GTP #hnelt mehr dem Abstand in p21(wt)*GppNHp (2,08 A) als dem
Abstand in p21(wt)*R-caged GTP (2,35 A). Wihrend Scheidig et al. (1995) zwei alternative
Hauptketten-Konformationen in der Schleifen-Region L2 von p21(wt)*R-caged GTP (PDB-
Eintrag 1GNR) beobachteten, wurde keine signifikante Abweichung zwischen den beiden
fiir die Verfeinerung von p21(mod)*R-caged GTP verwendeten Ketten beobachtet. Der
Unterschied  zu  p2l(wt)eR-caged =~ GTP kann durch Kation-m/m -7 -
Stapelwechselwirkungen in p21(mod)*R-caged GTP zwischen der 2-NPE- (cage-) Gruppe
des Nukleotids, dem an Cys-32 gekoppelten NBD-Fluorophor und den Aminosdureresten
Arg-102 und Tyr-64 eines Nachbarmolekiils im Kristall erkldrt werden (s. Abbildung 49).
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Abbildung 49: Stereo-Darstellung der strukturellen Umgebung des NBD-Fluorophors
und der 2-NPE- (cage-) Gruppe des Nukleotids in p21(mod)*R-caged GTP. Es sind beide in der
Verfeinerung  verwendeten Ketten dargestellt. Im  Kristall bilden sich starke
Kation-  / t - 7 - Stapelwechselwirkungen zwischen dem Fluorophor und der 2-NPE-Gruppe
eines Molekiils (orange bzw. magenta Stidbchen) mit den Aminoséureresten Tyr-64 und Arg-102
eines Nachbarmolekiils (blaue bzw. griine Stdbchen) aus. Die dargestellte 2F,-F.
Elektronendichte-Karte wurde nach der Verfeinerung des Strukturmodells mit dem Programm
REFMACS (Collaborative Computational Project Number 4, 1994) berechnet (1 ¢ cutoff-level,
dargestellt mit dem Programm PyMOL (Delano, 2002)).

Der Fluorophor wirkt wie ein Anker, welcher die Flexibilitdt der Schleife L2 limitiert.
Durch die lange, flexible Linker-Region des Fluorophors wird dadurch jedoch keine
signifikante Verzerrung der Schleife L2 im Vergleich zu p21(wt)*GppNHp (PDB-Eintrag
1CTQ, Scheidig et al. (1999)) hervorgerufen. In dieser Hinsicht zeigt die Schleife L2 in
p21(mod)*R-caged GTP offenbar eine groBere Ubereinstimmung mit der ,,ON“-
Konformation von H-Ras p21 als die abweichende Konformation, die in

p21(wt)*R-caged GTP beobachtet wurde (PDB-Eintrag 1GNR, Scheidig et al. (1995)).

Die Konformation des GTP-Teils des Nukleotids in p21(mod)*R-caged GTP ist fast
identisch mit der Konformation in p21(wt)*R-caged GTP. Lediglich die 2-NPE- (cage-)
Gruppe ist im Vergleich zu p21(wt)*R-caged GTP um 180° rotiert, was vermutlich auf
elektronische Erfordernisse fiir die beschriebenen Kation-t/m -7 -
Stapelwechselwirkungen zuriickzufiihren ist. Dies hat wichtige Konsequenzen fiir den
moglichen Mechanismus der caged GTP-Photolyse. Jiingste zeitaufgeldste Untersuchungen
mittels FTIR-Spektroskopie an 2-NPE-modifizierten Verbindungen (caged compounds)
(Corrie et al., 2003) deuten auf zwei miteinander konkurrierende Reaktionswege fiir die

Dunkel-Reaktionen kurz nach erfolgter Blitzlicht-Photolyse hin (s. Abbildung 50).
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Abbildung 50: Mogliche Reaktionswege fiir die Dunkelreaktionen nach der Belichtung
von 2-NPE-modifizierten Verbindungen (caged compounds) (nach Corrie et al. (2003)). Die
Pfeile reprasentieren elektronische Umlagerungen, wobei in Struktur 2 der Fall fiir die direkte
Reaktion nach Struktur 6 und in Struktur 4 die Reaktion nach Struktur 5 dargestellt ist.

Der indirekte Reaktionsweg, welcher die Bildung eines Aci-Nitro-Intermediats 3 und die
anschlieende Bildung einer bizyklischen Spezies 5 beinhaltet, wurde als der wichtigste
Reaktionsweg fiir die Photolyse von caged ATP diskutiert (Walker ef al, 1989). In
p21(mod)*R-caged GTP erlaubt die Positionierung der 2-NPE-Gruppe des Nukleotids keine
Bildung einer bizyklischen Spezies ohne groflere Atom- bzw. Gruppen-Bewegungen (vgl.
Abbildung 49). Es ist deshalb wahrscheinlicher, dass in p21(mod)*R-caged GTP der direkte
Reaktionsweg bevorzugt wird, bei welchem eine Reaktion von der photolytisch gebildeten
Nitronsdure 2 direkt zum Hemi-Acetal 6 stattfindet. Wie von Corrie et al. (2003) diskutiert
wurde, muss dieser Reaktionsschritt notwendigerweise auf der selben Zeitskala wie die
Ionisation der Nitronsdure im indirekten Reaktionsweg liegen, welche im Sub-

Millisekunden-Zeitbereich ablauft.

Schleife L4 in p2l(mod)*R-caged GTP zeigt nur schwache Elektronendichte fiir
Aminoséurereste Gln-61 bis Glu-63. Im Gegensatz zu p21(wt)*R-caged GTP endet der
flexible Bereich bei Glu-63, und Tyr-64 ist klar definiert. Aufgrund der
Kation- t / t - w - Stapelwechselwirkungen zwischen Tyr-64 und dem an Cys-32

gekoppelten Fluorophor wird Schleife L4 in einer ungewohnlichen Konformation fixiert,
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welche stark von bekannten Strukturen von p21(wt) in Komplex mit R-caged GTP (PDB-
Eintrag IGNR) oder GppNHp (PDB-Eintrige 1CTQ, 5P21) abweicht. Eine der beiden im
Bereich Ala-66 bis Thr-74 gefundenen alternativen Konformationen in p21(mod)*R-caged
GTP ist nahezu identisch mit Strukturen von p21(wt) in Komplex mit GTP oder GTP-
Analoga (PDB-Eintrage 5P21, 1QRA, 1CTQ und 1GNR). Fiir eine vollstindigere
Interpretation der Elektronendichtekarte in diesem Struktur-Bereich ist jedoch eine zweite
Konformation mit stark abweichender Haupt- und Seitenketten-Konformation notwendig (s.

Abbildung 51).

Abbildung 51: Stereo-Darstellung der konformellen Heterogenitdt in Helix o2.
Dargestellt sind die beiden alternativen Konformationen der Aminosdurereste 66-75 in
p21(mod)*R-caged GTP (griine bzw. magenta Stébchen).

Aufgrund der groen Abweichung zwischen den beiden Konformationen in
Aminosdureresten 67-74 kommt es in einigen Bereichen zu einer Uberlappung zwischen
unterschiedlichen Aminoséureresten, so dass Atome von verschiedenen Aminosdureresten
zu derselben Elektronendichte beitragen. Aufgrund der starken Heterogenitit in diesem
Strukturbereich weist die Elektronendichtekarte ein stidrkeres Rauschen auf als fiir andere
Bereiche des Proteins. Dennoch konnte die Position der Hauptkette und der meisten
Seitenketten eindeutig interpretiert werden. Eine signifikante Reduktion des freien R-
Faktors Rj.. bestitigte die Notwendigkeit der Verwendung von zwei Konformationen fiir
eine vollstindigere Beschreibung der beobachteten Elektronendichteverteilung. Die
Notwendigkeit der Interpretation mit einer zweiten Hauptketten-Konformation wird

besonders gut in der Kontakt-Region von Met-72 mit Val-103 deutlich (s. Abbildung 52).
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Abbildung 52: Stereco-Darstellung der konformellen Heterogenitdt in der Kontakt-
Region von Met-72 und Val-103. Dargestellt sind die beiden alternativen Konformationen der
Aminosdurereste 70-74 und 100-106 in p2l(mod)*R-caged GTP (grine bzw. magenta
Stabchen). Die dargestellte 2F,-F. Elektronendichte-Karte wurde nach der Verfeinerung des
Strukturmodells mit dem Programm REFMACS (Collaborative Computational Project Number
4, 1994) berechnet (0,65 o cutoff-level, dargestellt mit dem Programm PyMOL (Delano, 2002)).

Den Seitenketten von Met-72 und von Val-103 kann jeweils ein gut definierter Bereich in
der Elektronendichtekarte zugeordnet werden. Die Richtigkeit der Positionierung kann
anhand der Elektronendichteverteilung und der Positionierung der im Sequenzverlauf
vorhergehenden bzw. nachfolgenden Aminosdurereste eindeutig verifiziert werden. Aus
dieser Positionierung resultiert jedoch ein Atom-Abstand, der mit einem Minimalabstand
eines Atoms von Met-72 mit einem Atom von Val-103 von 1,55 A physikalisch nicht
moglich ist. Es muss deshalb von der Anwesenheit einer zweiten Konformation
ausgegangen werden. Die konformelle Heterogenitdt im Bereich Ala-66 bis Thr-74 geht mit
einer Heterogenitdt in den anliegenden Aminosdureresten Glu-98 bis Asp-108 einher,
welche ebenfalls durch zwei deutlich voneinander abweichende Hauptketten-
Konformationen interpretiert werden konnten. Es ist erwdhnenswert, dass die Region Glu-
98 bis Asp-108 auch in den meisten Untersuchungen an p21(wt) problematisch war, was
sich anhand von hohen B-Faktoren und/oder einer schwachen oder schlecht definierten
Elektronendichtekarte duferte. Ein Vergleich dieser Region in p21(mod)*R-caged GTP mit
Strukturen von p21(wt) (z.B. PDB-Eintrag 1CTQ) zeigt, dass die Wildtyp-Konformation
einen Mittelwert aus den beiden alternativen Konformationen in p21(mod) darstellt. Anhand
dieser Beobachtungen ist zu vermuten, dass auch im Wildtyp-Protein &hnliche alternative
Konformationen vorliegen, die jedoch nur dann interpretierbar werden, wenn Strukturdaten

mit sehr hoher Auflosung zur Verfligung stehen.
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5.5.4 Vergleich von p21(mod)*S-caged GTP mit p21(mod)*R-caged GTP

Die Kristallisation von p2l(mod) in Komplex mit R-caged GTP (Kristall C4) bzw.
S-caged GTP (Kristall C3) erfolgte unter praktisch identischen Kristallisationsbedingungen
fiir beide Diastereomere (s. Tabelle 1). Beide Varianten kristallisierten in der selben
Raumgruppe, und die Kristalle =zeigten eine 4dhnliche Form, Grofle und
Diffraktionsfdahigkeit. HPLC-Analysen =zeigten jedoch, dass bereits ohne Belichtung
Kristalle von p21(mod)*S-caged GTP eine wesentlich hohere Hydrolyse-Rate fiir S-caged
GTP zu caged P; und GDP (80 % Hydrolyse innerhalb 100 Tagen) aufwiesen als Kristalle
von p2l(mod)*R-caged GTP (22 % Hydrolyse innerhalb 100 Tagen). Dieses Phdnomen
wurde auch in Kristallen des Wildtyp-Proteins beobachtet (Scheidig et al. (1995), PDB-
Eintrige IGNR bzw. 1GNQ), jedoch war aufgrund der recht geringen Auflosung (2,5 A fiir
p21(wt)*S-caged GTP) keine auf Strukturdaten basierende Erklarung moglich. Mit der fiir
p21(mod) verfiigbaren Auflésung (1,05 A fiir p21(mod)*R-caged GTP bzw. 1,24 A fiir
p21(mod)eS-caged GTP) konnten einige Riickschliisse auf die moglichen strukturellen

Ursachen fiir die unterschiedlichen Hydrolyse-Raten gezogen werden.

Die Strukturen von p21(mod)*R-caged GTP und p21(mod)*S-caged GTP sind einander sehr
dhnlich, wobei signifikante Unterschiede hauptsidchlich in der Positionierung der 2-NPE-
(cage-) Gruppe des Nukleotids und den Regionen Asp-30 bis Asp-38 und Gly-60 bis Gly-63
lokalisiert sind (s. Abbildung 53).

Abbildung 53: Stereo-Darstellung der Regionen, in denen starke Abweichungen
zwischen p21(mod)*R-caged GTP (magenta Stibchen) und p21(mod)*S-caged GTP (griine
Stabchen) auftreten. Es sind die Aminosduren 31-38, 59-63, das Nukleotid mit dem daran
koordinierten Mg”"-Ton (gelbe Kugeln) und die umgebenden Wassermolekiile dargestellt. Die
hydrolytisch aktiven Wassermolekiile (S-68 in p21(mod)*R-caged GTP bzw. W-127 und W-135
in p21(mod)*S-caged GTP) sind durch gestrichelte Linien zum y-Phosphoratom des Nukleotids
gekennzeichnet. Es ist jeweils nur eine der beiden in der Verfeinerung verwendeten alternativen
Konformationen dargestellt. Der an Cys-32 gebundene Fluorophor wurde fiir eine bessere
graphische Darstellung im Bild nicht gezeigt.
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In p21(mod)*R-caged GTP ist die Nitro-Gruppe des Nukleotids in eine von Schleife L2
abgewandte Richtung orientiert. Im Gegensatz dazu ist in p21(mod)*S-caged GTP zwar der
aromatische Ring in der selben Ebene positioniert, jedoch ist die Nitro-Gruppe des
Nukleotids in Richtung der Aminoséurereste 31-33 der Schleife L2 orientiert und bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung mit der NH-Gruppe der Hauptkette von Asp-33 aus. Die
Interaktionen der Nitro-Gruppe des Nukleotids 16sen im Bereich Asp-30 bis Pro-34 in
p21(mod)eS-caged GTP nur geringe Verdnderungen im Vergleich zu p21(mod)*R-caged
GTP aus. Diese Unterschiede sind jedoch ausreichend, um die angrenzende Region Thr-35
bis Asp-38 signifikant zu beeinflussen, welche eine stark von p21(mod)*R-caged GTP
abweichende Konformation aufweist. In p21(mod)*R-caged GTP ist die Interaktion der NH-
Gruppe der Hauptkette von Thr-35 mit einem Sauerstoff-Atom der y-Phosphatgruppe, die
Koordination der Seitenketten-Hydroxylgruppe von Thr-35 mit dem Mg*"-Ion und die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff von Thr-35 mit dem
hydrolytisch  aktiven =~ Wassermolekiil S-68 vergleichbar mit Strukturen von
p21(wt)*GppNHp (PDB-Eintrage 5P21 (Pai et al., 1990) und 1CTQ (Scheidig ef al., 1999).
Im Gegensatz dazu ist in p21(mod)*S-caged GTP die Seitenkette von Thr-35 weg von dem
Nukleotid orientiert. Als Konsequenz interagiert das Carbonyl-Sauerstoff von Thr-35 nicht
mit einem hydrolytisch aktiven Wassermolekiil, sondern stattdessen {iber einen Wasser-

vermittelten Kontakt mit dem Mg*"-Ion.

In p21(mod)*S-caged GTP wurden zwei gut definierte Wasser-Molekiile (W-127 und W-
135) in der Nahe der y-Phosphoratoms (P,) des Nukleotids gefunden. Der Abstand der
beiden Wassermolekiile zueinander betriigt 2,57 A, und sie liegen beide nahezu auf einer
Linie mit der Bindung zwischen dem 7y-Phosphoratom und dem mit Pg verbriickenden
Sauerstoffatom (Winkel von 16,7° fir W-135 und 22,8° fiir W-127). W-135 ist an ein
Sauerstoffatom der y-Phosphatgruppe und an das Carbonyl-Sauerstoffatom von Pro-34
koordiniert. Der Abstand zu P, betrdgt 3,32 A. W-127 ist an eine der moglichen
Seitenketten-Konformationen von GIn-61 koordiniert (Gln-61 ist in einem flexiblen
Strukturbereich positioniert und liegt in verschiedenen schwach definierten Konformationen
vor). Im Gegensatz zu p21(mod)*S-caged GTP wurde in p21(mod)*R-caged GTP nur ein
geordnetes Wassermolekiil (S-68) beobachtet, welches nicht an GIn-61 koordiniert. Es ist
wahrscheinlich, dass die unterschiedliche Orientierung der Wassermolekiile in der Néhe der

v-Phosphat-Gruppe eine wichtige Rolle fiir die unterschiedlichen Hydrolyseraten fiir
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R-caged GTP bzw. S-caged GTP in GDP und caged Pi spielen. Die Seitenkette von Gln-61
in p21(mod)*S-caged GTP kann Wassermolekiill W-127 positionieren und aktivieren,
welches wiederum gemeinsam mit dem Carbonyl-Sauerstoff von Pro-34 das hydrolytisch
aktive Wassermolekiil W-135 aktiviert. Die Konformation der Schalter-Region I in
p21(mod)*S-caged GTP &hnelt der Konformation in p21(wt)sGDP (PDB-Eintrag 4Q21
(Milburn et al., 1990)) insofern, dass Thr-35 keine direkten Wechselwirkungen mit dem
Mg*"-Ton oder dem Nukleotid zeigt. Dies mag zu einer weiteren Erniedrigung der Energie-

Barriere fiir den Abbau von caged GTP in GDP und caged P; fiihren.

Obwohl die Nitro-Gruppe des Nukleotids in p21(mod)*R-caged GTP anders orientiert ist als
in p21(mod)S-caged GTP, ist die Orientierung in Bezug auf das chirale Kohlenstoff-Atom
C” der 2-NPE-Gruppe in beiden Strukturen dhnlich (s. Abbildung 54).

Cys-32-NBD-amid

R-caged GTP

Abbildung 54: Orientierung der Nitro-Gruppen der Nukleotide in p21(mod)*R-caged
GTP (magenta Stdbchen) und p2l1(mod)*S-caged GTP (griine Stibchen). Die starken
Kation-  / t - 7 - Stapelwechselwirkungen zwischen den aromatischen Resten des NBD-
Fluorophors und der 2-NPE-Gruppe des Nukleotids mit den Aminosduren Tyr-64 und Arg-102
eines Nachbarmolekiils konnen fiir beide Diastereomere ausgebildet werden, jedoch zeigen
dabei die Nitro-Gruppen in unterschiedliche Richtungen. Fiir eine iibersichtlichere Darstellung
ist jeweils nur eine der beiden fiir die Verfeinerung verwendeten alternativen Konformationen
dargestellt.

Aufgrund der Orientierung der Nitro-Gruppe in Bezug zum chiralen Kohlenstoff C* der
2-NPE-Gruppe des Nukleotids in p2l(mod)*S-caged GTP konnen &dhnliche
Schlussfolgerungen beziiglich des Mechanismus der Photolyse von S-caged GTP wie fiir
p21(mod)*R-caged GTP (s. Kapitel 5.5.3) getroffen werden: Eine direkte Reaktion von
einer photolytisch gebildeten Nitronsdure (Abbildung 50, 2) zu einer Hemiacetal-Spezies
(Abbildung 50, 6) ist auch fiir p21(mod)*S-caged GTP wahrscheinlicher als die Reaktion
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iiber eine bizyklische Spezies (Abbildung 50, 5), da im letzteren Fall groBere Atom- bzw.

Gruppen-Bewegungen notwendig wiren.

5.5.5 p21(mod)*GDP und p21(mod)*R-caged GTP->GDP

Zur Herstellung von Kristallen von p2l(mod) in Komplex mit GDP wurden zwei
unterschiedliche Methoden angewandt: Kristall C2 (p21(mod)*GDP) wurde in einem
Kristallisationsansatz nach der Methode des hingenden Tropfens aus einer Losung von
p21(mod) in Komplex mit GDP kristallisiert. Kristall C6 (p21(mod)*R-caged GTP->GDP)
wurde hingegen aus einem Kiristall von p21(mod)*R-caged GTP hergestellt, indem durch
Bestrahlung mit UV-Licht (325 nm) GTP im Kristall freigesetzt wurde, welches dann durch
p21(mod) zu GDP hydrolysiert wurde (s. Kapitel 5.5.5).

Wiéhrend die Struktur von p21(mod)*GDP nahezu identisch ist mit der Struktur des
Wildtyp-Proteins p21(wt)*GDP (PDB-Eintrag 4Q21; Milburn et al. (1990)), zeigt die
Struktur von p21(mod)*R-caged GTP->GDP verschiedene Abweichungen. Die Position des
Nukleotids in p21(mod)*R-caged GTP->GDP ist vergleichbar mit der GDP-Position in
p21(wt)*GDP. Die Elektronendichte um das Nukleotid ist gut definiert und bestitigt eine
vollstindige Hydrolyse zu GDP. Thr-35 ist wie in p21(wt)*GDP vom Mg2+-Ion weg
gedreht, was ein wichtiges Merkmal der “OFF”-Konformation in p21(wt)*GDP ist. Die
Elektronendichtekarte zeigt im Bereich der Aminosédurereste 30-32 von Schleife L2 in
p21(mod)*R-caged GTP->GDP praktisch keine interpretierbare Elektronendichte. Diese
Aminosduren wurden deshalb fiir die Strukturverfeinerung aus dem Proteinmodell entfernt.
Die Konformation der Aminosdurereste 60-66 dhnelt mehr der Konformation in
p21(mod)*R-caged GTP als der Konformation in p21(mod)*GDP oder p21(wt)*GDP. Tyr-
64 ist an einer dhnlichen Position wie in p21(mod)*R-caged GTP lokalisiert, zeigt jedoch
nur eine schwach definierte Elektronendichte. Fiir Aminosdurereste 67-74 und 98-108 in
p21(mod)*R-caged GTP->GDP wurden zwei alternative Konformationen beobachtet,
welche mit den Konformationen in p21(mod)*R-caged GTP (s. Kapitel 5.5.3) praktisch
identisch sind. Es war eine generelle Beobachtung in den analysierten Strukturen von
p21(mod)*R-caged GTP->GDP und p21(mod)*R-caged GTP->GTP (s. Kapitel 5.5.6), dass
Regionen, welche wihrend einer Reaktion im kristallinen Zustand grof3e
Konformationsdanderungen durchlaufen, meist keine einheitliche Position nach der

Umlagerung erreichen. Dies mag auf eine eingeschrinkte Beweglichkeit der flexiblen
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Regionen im Kristallgitter zuriickzufithren sein, wodurch Reaktionen nicht in exakt
derselben Weise wie in wassriger Losung ablaufen konnen. Die Struktur kann dadurch in
multiplen lokalen Minima gefangen bleiben, was sich in schwacher oder uninterpretierbarer
Elektronendichte fiir Bereiche 4auBlert, in denen groe Konformationsinderungen

durchlaufen werden.

Im Gegensatz zu p21(mod)*R-caged GTP->GDP waren praktisch alle Aminosdurereste in
p21(mod)*GDP in der Elektronendichtekarte gut zu erkennen. Die grofite Abweichung in
der Primirstruktur von p21(mod)*GDP im Vergleich zu p21(wt)*GDP liegt in
Aminosdurerest 32, wo durch Punktmutation ein Cystein eingefiihrt und an dieses ein NBD-
Fluorophor gebunden wurde. Selbst dieser signifikante Unterschied in der Primérstruktur
ruft jedoch nur minimale Verdnderungen in der dreidimensionalen Protein-Struktur hervor.
Der Fluorophor in p21(mod)*GDP ist in einer schlecht definierten Position in der Ndhe von
Tyr-40 positioniert. Die Wechselwirkung mit Tyr-40 erfolgt hochstwahrscheinlich iiber eine
7 - T Stapelwechselwirkung, im Gegensatz zu p2l1(wt)*GDP, wo Tyr-32 eine
Wasserstoffbriickenbindung mit Tyr-40 eingeht. Die Konformation von Schleife L2 wird
durch diese unterschiedliche Natur der Wechselwirkungen mit Tyr-40 jedoch nur minimal
beeinflusst. Aufgrund der flexiblen Linker-Region des Fluorophors kann Schleife L2
eine Konformation einnehmen, die praktisch identisch ist mit der Konformation in

p21(wt)*GDP.

Aufgrund der im Vergleich zum Wildtyp-Protein deutlich héheren Auflésung (1,0 A
Aufldsung in p21(mod)*GDP (Kristall C2, s. Tabelle 2); 2,0 A Auflésung in p21(wt)*GDP
(PDB-FEintrag 4Q21)) konnte die gesamte Protein-Kette von p2l1(mod)*GDP mit zwei
alternativen Konformationen interpretiert werden. Anhand der signifikanten Verringerung
des freien R-Faktors (Rj..) nach der Einfiihrung der zweiten alternativen Konformation ins
Strukturmodell konnte deutlich die Notwendigkeit einer solchen Vorgehensweise bestitigt
werden. Eine deutliche Abweichung zwischen den beiden Konformationen wurde
hauptsichlich in Aminosdureresten 59-63, 99-109, 121-123 und 132-138 beobachtet. Selbst
in diesen Regionen waren die Abweichungen zwischen den beiden Hauptketten-
Konformationen im Vergleich zu den Abweichungen in p21(mod)*R-caged GTP relativ

gering (typischerweise weniger als 1,5 A), konnten aber eindeutig identifiziert werden.
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Bei Aminoséurerest Ala-59 induziert eine Umlagerung der Peptid-Bindung (peptide flip)
eine signifikante Abweichung zwischen den beiden alternativen Ketten in p21(mod)*GDP

(s. Abbildung 55).

Abbildung 55: Alternative Konformationen der Aminosdurereste 59-63 in
p21(mod)*GDP (griine bzw. magenta Stdbchen). Die dargestellte 2F ,-F. Elektronendichte-Karte
wurde nach der Verfeinerung des Strukturmodells mit dem Programm REFMACS
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994) berechnet (0,4 o cutoff-level, dargestellt
mit dem Programm PyMOL (Delano, 2002)).

GIn-61 und Glu-62 sind die einzigen Aminosédurereste in der Struktur von p21(mod)*GDP,
welche in schwacher Elektronendichte positioniert sind. Die Seitenketten der beiden
alternativen Konformationen von Glu-63 zeigen in gegensétzliche Richtungen. Nach Glu-63
laufen die alternativen Proteinketten in Tyr-64 wieder zusammen. Im Gegensatz zu
p21(mod)*R-caged GTP wurde in Aminosédureresten 67-74 von p21(mod)*GDP keine starke

konformelle Heterogenitit beobachtet.

Da durch die Unterschiede der Primérstrukturen von p21(mod)*GDP und p21(wt)*GDP nur
minimale Verdnderungen in der dreidimensionalen Struktur des Proteins induziert werden,
ist es wahrscheinlich, dass viele der beobachteten strukturellen Details, wie beispielsweise
die beiden diskreten Sub-Konformationen im Bereich der Aminosaurereste 60-63, auch im
Wildtyp-Protein vorliegen. Die Struktur von p21(mod)*GDP mag insofern gut als
hochaufgeloste Modell-Struktur fiir das Wildtyp-Protein geeignet sein. Die hohe Auflosung
der Rontgenstrukturdaten von p21(mod)*GDP erlaubt eine detailliertere Einsicht in die
strukturelle Dynamik der flexiblen Regionen des Proteins, wodurch ein allgemein besseres

Verstindnis der Dynamik von H-Ras p21 ermdglicht wird.
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5.5.6 p21(mod)*R-caged GTP->GTP

Kristalle von p21(mod)*R-caged GTP->GTP wurden durch Photolyse von p21(mod)*R-
caged GTP-Kristallen gewonnen. Dazu wurden die Kristalle durch Bestrahlung mit UV-
Licht (325 nm) photolysiert und direkt nach der vollstdndigen Photolyse von caged GTP
(kontrolliert durch FLUMIX-Fluoreszenzmessungen, s. Kapitel 5.3.2.3) in fliissigem
Stickstoff schockgefroren (s. Kapitel 5.1.7). Da aufgrund der kurzen Inkubationszeit kein
signifikanter Anteil des entstandenen GTP zu GDP hydrolysiert wurde, konnte so der GTP-

gebundene intermediére Zustand stabilisiert werden.

Es ist nicht iiberraschend, dass die Struktur von p21(mod)*R-caged GTP—>GTP noch mehr
Ahnlichkeiten zur Ausgangsstruktur p21(mod)*R-caged GTP zeigt als die Struktur von
p21(mod)*R-caged GTP->GDP (s. Kapitel 5.5.5). Signifikante Verdanderungen im
Vergleich zu p21(mod)*R-caged GTP wurden hauptséchlich im aktiven Zentrum des
Proteins festgestellt. Die vollstindige Photolyse des Nukleotids zu GTP kann anhand der
Strukturdaten von p21(mod)*R-caged GTP->GTP bestitigt werden. Die Elektronendichte-
Verteilung in den flexiblen Schalter-Regionen zeigt mehr Rauschen als in
p21(mod)*R-caged GTP, was zum einen auf die etwas niedrigere Auflésung und zum
anderen auf Konformationsédnderungen in diesen Bereichen nach der Photolyse von caged
GTP zuriickzufithren ist. Thr-35 und Ile-36 sind in sehr schlecht definierter
Elektronendichte  positioniert, was  darauf  hindeutet dass die  stdrksten
Konformationsdnderungen innerhalb der Schalter-Region I in diesen Aminosdureresten
stattfinden. Die FElektronendichteverteilung fiir die Schalter-Region I in p21(mod)*R-
caged GTP>GTP ist deutlich besser definiert als in p21(mod)*R-caged GTP->GDP und
nimmt eine mit der Ausgangsstruktur p21(mod)*R-caged GTP vergleichbare Konformation
ein, welche dem GTP-gebundenen (,,ON*)-Zustand von H-Ras p21 &hnelt. Thr-35 ist in
Richtung des Mg®"-Ions orientiert, wobei die Hydroxyl-Gruppe der Seitenkette an Mg*"
koordiniert ist. Analog zur Ausgangsstruktur sind auch in p21(mod)*R-caged GTP>GTP
die Aminosaurereste 61-63 in schwacher Elektronendichte positioniert. Schleife L4 ist wie
in p2l(mod)*R-caged GTP in einer ungewdhnlichen Konformation angeordnet, welche
stark von bekannten Strukturen von p21(wt)*R-caged GTP (PDB-Eintrag 1GNR (Scheidig
et al., 1995)) und p21(wt)*GppNHp (PDB-Eintrige 1CTQ (Scheidig et al., 1999) und 5P21
(Pai et al., 1990)) abweicht.
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5.5.7 p21(mod)*GppNHp

Die Struktur von p21(mod)*GppNHp zeigt einige strukturelle Details, die bisher nicht in
Strukturen von p21(wt) in Komplex mit GTP - analogen Nukleotiden beobachtet wurden.
Die wichtigste Beobachtung ist ein zweites Mg**-Ion, welches direkt an das y-Phosphat des
Nukleotids und an ein Sauerstoff-Atom der Carbonyl-Gruppe von Glu-63 koordiniert ist
(s. Abbildung 56). Das zweite Mg**-Ion bildet aufierdem Wasser-vermittelte Kontakte mit
Asp-33, Pro-34, Thr-35 und dem zweiten Carbonyl-Sauerstoff von Glu-63 aus. Pro-34 ist in
p21(mod)*GppNHp vom Nukleotid weg bewegt, da eine Position wie in p21(wt)*GppNHp
(PDB-Eintrage 5P21 (Pai et al., 1990) und 1CTQ (Scheidig et al., 1999) mit dem zweiten
Mg*"-Ton iiberlappen wiirde. Die Hydroxyl-Gruppe der Seitenkette von Thr-35 ist,
vermutlich aufgrund dieser Verzerrung in der Hauptkette der Schalter-Region I, nicht an das
erste Mg®"-Ton koordiniert und bildet stattdessen eine Wasserstoffbriickenbindung mit der
Seitenkette von Asp-33 aus. Die relevanten Bereiche des aktiven Zentrums in

p21(mod)*GppNHp sind in Abbildung 56 dargestellt.

Abbildung 56: Das aktive Zentrum in p2l(mod)*GppNHp. Gezeigt sind
Aminosiurereste 17, 33-36 und 60-66 (griine Stibchen), das an zwei Mg -Ionen (gelbe Kugeln)
koordinierte Nukleotid GppNHp und umgebende Wassermolekiile (blaue Kugeln). Die
dargestellte 2F,-F. Elektronendichte-Karte wurde nach der Verfeinerung des Strukturmodells
mit dem Programm REFMACS5 (Collaborative Computational Project Number 4, 1994)
berechnet (0,7 o cutoff-level, dargestellt mit dem Programm PyMOL (Delano, 2002)).

Wie in Abbildung 56 zu erkennen ist, ist die Elektronendichte fiir Aminosdurereste 60-63
der Schalter-Region II gut definiert. Dies ist vermutlich auf die Fixierung der Seitenkette
von Glu-63 durch die Koordination an das zweite Mg**-Ion und einer engen Schleife mit
einer Wasserstoftbriickenbindung zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff von Gly-60 und dem

Stickstoff-Atom der Amidgruppe von Glu-63 zuriickzufiihren. Aufgrund dieser
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Strukturmerkmale weicht die Konformation von Schleife L4 in p21(mod)*GppNHp deutlich
von Strukturen von p21(wt)*GppNHp ab. Der zweite Teil der Schalter-Region II (Helix 02;
Asr 67-74) liegt in einer Konformation vor, welche den Konformationen in
p21(mod)*R-caged GTP (Kristall C4) und (mit geringerer Ubereinstimmung) in
p21(wt)*GppNHp (PDB-Eintrage 5P21 und 1CTQ) dhnelt.

Die groBBen Unterschiede zwischen p21(mod)*GppNHp und p21(wt)*GppNHp waren recht
unerwartet. Die Mutation C118S induziert keine signifikanten Unterschiede zwischen
p21(mod) und p21(wt) in der Umgebung von Ser-118. Der an Cys-32 gebundene NBD-
Fluorophor ist deshalb die einzige kiinstlich eingefiihrte Gruppe mit dem Potential, die
Protein-Struktur signifikant zu verédndern. Die Position und Ausrichtung des Fluorophors
stimmt weitgehend mit der fiir Tyr-32 in p21(wt)*GppNHp beobachteten Position und
Ausrichtung tiberein. Weiterhin geht der Fluorophor keine starken Wechselwirkungen mit
anderen Gruppen ein und ist in schwacher Elektronendichte in einem Losungsmittelkanal
des Kristalls positioniert. Starke Kation- 7/ 1 - 7t - Stapelwechselwirkungen mit anderen
Gruppen, die in einigen Regionen von p21(mod)*R-caged GTP und p21(mod)S-caged GTP
zu signifikanten Verzerrungen gegeniiber dem Wildtyp-Protein fiihrten (s. Kapitel 5.5.3 und
5.5.4), wurden in p21(mod)*GppNHp, vermutlich aufgrund der fehlenden 2-NPE-Gruppe
des Nukleotids, nicht beobachtet.

Es stellt sich die Frage, warum in p2l(mod)*GppNHp derart grole Unterschiede zu
p21(wt)*GppNHp auftreten, wihrend die Struktur von p21(mod)*GDP praktisch identisch
ist zur Struktur des entsprechenden Wildtyp-Proteins (s. Kapitel 5.5.5). In den meisten
Strukturen von p21(wt) in Komplex mit GTP, GppNHp oder GppCH,p interagiert Tyr-32
mit der y-Phosphatgruppe eines benachbarten Molekiils (PDB - Eintrdge 1CTQ, 1QRA und
5P21) oder des selben Molekiils (PDB - Eintrag 6Q21 (Milburn et al., 1990)). Da p21(wt) in
wissriger Losung keine Dimere bildet, ist es offensichtlich, dass es sich bei den
intermolekularen Wechselwirkungen zwischen Tyr-32 und der 7y-Phosphatgruppe des
Nukleotids eines Nachbarmolekiils um ein Kristallisations-Artefakt handelt. Durch den
Austausch von Tyr-32 gegen ein Cystein mit kovalent gebundenem NBD-Fluorophor in
p21(mod) wurde die Fahigkeit des Proteins, diesen artifiziellen Kristall-Kontakt zu bilden,
eliminiert. Als Konsequenz konnen andere Interaktionen mit der <y-Phosphatgruppe
aufgebaut werden. Es gibt Hinweise aus quantenmechanischen und molekularmechanischen

(QM/MM) Rechnungen an p21(wt)*GTP (Klahn et al., 2005), dass ein zweites Kation an
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das y-Phosphat des Nukleotids binden kann. Wie von Klahn et al. (2005) diskutiert wurde,
wiirde die Anwesenheit eines zweiten Kations einige experimentelle Befunde erkldren, wie
den Protonierungszustand von an H-Ras p21 gebundenem GTP bei physiologischen pH-
Werten (Cheng et al., 2001) und eine erhohte intrinsische GTPase-Aktivitit von H-Ras p21
(QO61E) (Frech et al., 1994). Die generelle Tendenz der y-Phosphatgruppe zur Koordination
an Mg”" ist bereits aus Studien in wissriger Losung (pH = 7,5) bekannt, wo GTP einen
dreizdhnigen Komplex mit Mg”" bildet (Wang et al., 1998). Mit der Rontgenstruktur von
p21(mod)*GppNHp konnte nun gezeigt werden, dass die Bindung eines zweiten Mg”"-Tons
an ein GTP-analoges Nukleotid auch innerhalb der Protein-Matrix von H-Ras p2l
zumindest energetisch moglich ist. Die beobachtete Wechselwirkung ist stark genug, um
eine geordnete oktaedrische Koordinationssphire um das Mg*"-Ion auszubilden, die in der
Elektronendichtekarte gut erkennbar ist. Es wurde von Klahn et al. (2005) diskutiert, dass
das zweite Kation an der Katalyse der GTP-Hydrolysereaktion beteiligt sein kdnnte, indem
es ein Wasser-Molekiil in der Nédhe der y-Phosphatgruppe fixiert. Tatséchlich fixiert das
zweite Mg*"-Ion in p21(mod)*GppNHp das Wasser-Molekiil W-112 in einem Abstand von
3.25 A zum y-Phosphoratom (s. Abbildung 56). Dieser Abstand liegt deutlich unter den in
Strukturen von p21(wt) beobachteten Abstinden des hydrolytisch aktiven Wassermolekiils
zum y-Phosphoratom (3,69 A in PDB-Eintrag 5P21, 3,63 A in 1CTQ, 4,74 A in 1GNR und
3,69 A in IQRA).

Da der an Cys-32 gekoppelte Fluorophor in p21(mod)*GppNHp in einem
Losungsmittelkanal des Kristalls positioniert ist und keine starken Wechselwirkungen mit
anderen Gruppen eingeht, kann vermutet werden, dass der Grund fiir die Bindung des
zweiten Mg”"-Ions die Eliminierung von artifiziellen intermolekularen Wechselwirkungen
von Tyr-32 ist und nicht ein direkter Effekt des NBD-Fluorophors selbst. Nach diesen
Uberlegungen konnte die Bindung des zweiten Mg*-Ions im aktiven Zentrum von
p21(mod)*GppNHp von hoher Relevanz fiir ein detaillierteres Verstdndnis der
Funktionsweise von H-Ras p21 sein. Selbst wenn keine dauerhafte Koordination eines
zweiten Kations in p21(wt) stattfindet, ist zumindest eine transiente Wechselwirkung
vorstellbar, welche fiir den Hydrolyse-Mechanismus von H-Ras p21 von hoher Relevanz
sein konnte. Es sollte in zukiinftigen Experimenten geklédrt werden, ob das Wildtyp-Protein
ebenfalls in der Lage ist, ein zweites Kation in &hnlicher Weise wie p21(mod)*GppNHp zu
binden und inwiefern diese Wechselwirkungen fiir den Katalyse-Mechanismus von H-Ras

p21 und verwandten GTPasen von Bedeutung sind.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Kinetische Fluoreszenzspektroskopie mit dem FLUMIX-

Fluoreszenzspektrometer

Die kinetische Rontgen-Kristallographie ist eine leistungsfahige Methode, um die Dynamik
eines biologischen Makromolekiils bei atomarer Auflésung zu untersuchen. Um den durch
ein Rontgen-Diffraktionsexperiment an einem Proteinkristall gewonnenen Strukturdaten
einen Punkt entlang eines Reaktionsweges zuordnen zu konnen, ist es oft notwendig, den
Kristall-Zustand wéhrend des Diffraktionsexperimentes durch eine unabhingige Methode
verfolgen zu konnen. Bislang stehen jedoch nur wenige Methoden zur Verfiigung, die sich
mit dem komplexen Aufbau eines Rontgendiffraktometers, insbesondere einer Synchrotron-

Messstation, kombinieren lassen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Fluoreszenzspektrometer fiir kinetische
Fluoreszenzuntersuchungen an Proteinkristallen hergestellt, welches in Kombination mit
einem  Rontgendiffraktometer  eingesetzt werden kann  (FLUMIX).  Durch
Fluoreszenzmessungen mit dem FLUMIX-Spektrometer steht damit eine Methode zur
Verfiigung, um wihrend der Aufnahme von Rontgen-Diffraktionsdaten den Zustand eines
Proteinkristalls anhand eines unabhéngigen Messsignals verfolgen zu konnen. Aufgrund der
Realisierung einer 0°-Geometrie des Spektrometer-Strahlengangs und der Verwendung von
Komponenten, die einen sehr flexiblen Aufbau ermoglichen, ldsst sich das FLUMIX-
Spektrometer leicht in die Konfigurationen von verschiedenen Rontgendiffraktometern
integrieren. Zusdtzlich kann das Spektrometer auch flir andere Anwendungen eingesetzt
werden, wie beispielsweise fiir die Reaktionsinitiierung und fiir Fluoreszenzuntersuchungen
an Proteinkristallen in einem Kiristallisationsansatz. Durch die Verwendung eines Dual-
Mode He-Cd-Lasers als Lichtquelle mit Emissionswellenldngen von 325 nm und 441,6 nm
kann mit dem FLUMIX-Spektrometer eine Reaktion in einem Proteinkristall durch
Bestrahlung mit UV-Licht inititert werden und eine daraus resultierende
Fluoreszenzidnderung durch gleichzeitige Fluoreszenzanregung mit blauem Licht verfolgt

werden.

Als biologisches Modellsystem wurde die langsame GTPase H-Ras p21 verwendet, welche
bei einer Verdnderung des an das Protein gebundenen Nukleotids starke Verdnderungen in

zwei als Schalter-Regionen bezeichneten Bereichen durchlduft. Anhand dieses
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Modellsystems konnte gezeigt werden, dass kinetische Fluoreszenzuntersuchungen an
Proteinkristallen sich nicht auf einige Spezialfille beschrénken, sondern sich unter gewissen
Voraussetzungen auch an Systemen anwenden lassen, die wie H-Ras p21 im
unmodifizierten Zustand weder iiber eine intrinsische Fluoreszenz noch iiber eine
Moglichkeit zur Reaktionsinitiierung im kristallinen Zustand verfiigen. Ein NBD-
Fluorophor (IANBD Amid) wurde kovalent an ein kiinstlich eingefiihrtes Cystein in der
Schalter-Region I des Proteins gebunden, um im Kristall stattfindende Verdnderungen
anhand von Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften des Fluorophors verfolgen zu
konnen. Um eine Moglichkeit zur Reaktionsinitiierung zu schaffen, wurde das an das
Protein gebundene Nukleotid gegen Photolyse-labiles caged GTP ausgetauscht. Durch
Bestrahlung mit UV-Licht konnte dieses lichtempfindliche GTP-Analogon in
kristallisiertem Protein zu GTP und 2-Nitrosoacetophenon gespalten werden, um so die

GTP-Hydrolyse in allen Proteinmolekiilen synchron zu starten.

Bei der Photolyse von caged GTP in kristallinem p21(mod) wurde ein starker
Fluoreszenzanstieg aufgrund von Konformationsdnderungen im Protein beobachtet, der von
einem kleineren und langsamen Fluoreszenzabfall wihrend der Hydrolyse von freigesetztem
GTP zu GDP gefolgt wurde. Das Ausmaf3 des anfénglichen Fluoreszenzanstiegs hing nicht
nur von der Vollstindigkeit der caged GTP-Photolyse, sondern auch von der Qualitét des
gebildeten intermedidren, GTP-gebundenen Zustands ab. Kristalle, welche in einem Nylon-
Faden mit einer sehr geringen Menge an umgebendem Reservoir-Volumen photolysiert
wurden, zeigten einen geringeren anfianglichen Fluoreszenzanstieg als Kristalle, welche in
einem Kristallisationsansatz nach der Methode des hidngenden Tropfens in einem
Reservoirvolumen von etwa 2 pl photolysiert wurden. Dies ist vermutlich darauf
zuriickzufiihren, dass im héngenden Tropfen das Photolyseprodukt 2-Nitrosoacetophenon
frei diffundieren konnte, was im Nylon-loop nur eingeschriankt moglich war. Anhand des
Faktors des anfdnglichen Fluoreszenzanstiegs konnte somit auf die Qualitdt des gebildeten
intermedidren, GTP-gebundenen Zustands zuriickgeschlossen werden. Auf diese Weise
konnten FLUMIX-Fluoreszenzmessungen zur Optimierung der Akkumulation des GTP-

gebundenen Zustandes von H-Ras p21 eingesetzt werden.

In Rontgen-Radiolyseexperimenten an Proteinkristallen haben sich kombinierte
Fluoreszenzuntersuchungen mit dem FLUMIX-Spektrometer bewihrt, um den Zustand
eines Proteinkristalls wihrend eines Diffraktionsexperimentes verfolgen zu konnen. Mit

Hilfe des FLUMIX-Fluoreszenzspektrometers war es erstmals mdglich, anhand von
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rontgeninduzierten Fluoreszenzidnderungen in Kristallen von p21(mod) zeitaufgeldst kleine
Verdnderungen nachzuweisen, welche sich nicht in einer deutlichen Verdnderung der
Diffraktionsféahigkeit der Kristalle dulerten. So zeigten Rontgen-Radiolyseexperimente an
einer Synchrotron-Messstation bei 100 K einen starken Fluoreszenzabfall in Kristallen von
p21(mod), welcher in einigen Féllen bereits nach wenigen Sekunden Rontgen-Exposition zu
einer fast vollstindigen Fluoreszenzbleichung der Proteinkristalle fiihrte, ohne dass eine
signifikante Minderung der Diffraktionsfahigkeit der Kristalle beobachtet wurde. In allen
untersuchten Kristallen war die Rontgen-Dosis, nach der ein signifikanter Fluoreszenzabfall
beobachtet wurde, klein gegeniiber der typischen Dosis, die fiir die Aufnahme eines
vollstindigen = rontgenographischen = Datensatzes  bendtigt — wird. FLUMIX-
Fluoreszenzexperimente sind insofern eine duflerst vielversprechende Methode, um das
Ausmall von Rontgen-induzierten Verdnderungen in einem Proteinkristall, wie
beispielsweise Strahlschaden, wihrend der Aufnahme eines kristallograpischen Datensatzes

quantifizieren zu konnen.

Die rontgeninduzierte Radiolyse von Nukleotid-Analoga mit einer photolabilen
Schutzgruppe wie caged GTP wurde von Ursby et al (2002) als Methode zur
Reaktionsinitiierung in einem Proteinkristall unter Kryo-Bedingungen vorgeschlagen. Die
an p2l(mod) durchgefiihrten Fluoreszenzmessungen weisen jedoch darauf hin, dass
zusétzliche, unerwiinschte Verdnderungen des Proteinkristalls aufgrund der Rontgen-
Exposition auftreten konnen. Fiir eine Reaktionsinitiierung durch rontgeninduzierte
Radiolyse von Nukleotid-Analoga mit einer photolabilen Schutzgruppe miissen folglich die
Radiolyse-Bedingungen wie RoOntgen-Wellenlédnge, Intensitit der Rontgenstrahlung,
Temperatur und Belichtungszeit sorgfiltig optimiert werden, um solche Nebenreaktionen
auszuschlieBen. Dabei konnen FLUMIX-Fluoreszenzexperimente als hochst sensitive
Methode eingesetzt werden, um kleine Verdnderungen im Proteinkristall wéhrend der

Radiolyse zu verfolgen.

Zusammenfassend hat sich das FLUMIX-Fluoreszenzspektrometer bewéhrt, um
zerstorungsfrei detaillierte Informationen tiber den Zustand eines Proteinkristalls zu
erhalten. Das FLUMIX-Spektrometer wurde hauptsdchlich fiir den Einsatz in der
Rontgenkristallographie hergestellt, aber es kann auch in vielen anderen Bereichen zum
Einsatz kommen, wo kinetische Fluoreszenzmessungen an Volumina im Nanoliter-Bereich

notwendig sind.
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6.2 Kiristallstrukturanalyse an p21(mod)

Um eine Interpretation der durch FLUMIX-Fluoreszenzspektroskopie erhaltenen Messdaten
anhand von strukturellen Verdnderungen im Proteinkristall zu ermdglichen, wurde die
Struktur des Proteins p21(mod) im Komplex mit verschiedenen Nukleotiden durch
Kristallstrukturanalyse bestimmt. Die Analyse der Strukturdaten offenbarte eine
weitgehende Ubereinstimmung des modifizierten Proteins mit dem Wildtyp-Protein
p21(wt). Es wurden jedoch verschiedene strukturelle Details beobachtet, die von den
entsprechenden Strukturen von p21(wt) abwichen oder in diesen nicht sichtbar waren. Es
konnte gezeigt werden, dass mehrere dieser beobachteten strukturellen Details einen
wichtigen Beitrag zu einem besseren Verstindnis der Funktionsweise von H-Ras p21 im

Allgemeinen leisten konnen.

Die meisten der erhaltenen Datensdtze erlaubten aufgrund der hohen erreichten
Datenqualitdt (in Bezug auf Auflésung und Signalstirke) die Unterscheidung von zwei
diskreten Konformationen fiir die gesamte Proteinkette, wodurch die Strukturqualitit
erheblich verbessert werden konnte. Signifikante Abweichungen zwischen den beiden
Konformationen wurden hauptséchlich in den flexiblen Schalter-Regionen des Proteins
beobachtet. Es ist wahrscheinlich, dass dhnliche konformelle Heterogenititen auch im
Wildtyp-Protein vorliegen, aber erst bei der Verfiigbarkeit von hochaufgeldsten

Rontgenstrukturdaten richtig interpretiert werden konnen.

Die Struktur von p2l1(mod)*GDP ist nahezu identisch mit der Wildtyp-Struktur
p21(wt)*GDP, was beweist dass die eingefiihrten Modifikationen (Y32C, C118S, C32-
IANBD-amid) nicht notwendigerweise eine artifizielle Protein-Faltung induzieren. Da zur
Zeit keine Struktur von p21(wt)*GDP mit mehr als 2 A Auflésung zur Verfiigung steht,
kann die Struktur von p21(mod)*GDP mit 1 A Aufldsung als hochaufgeldste Modellstruktur
fiir H-Ras p21 im GDP-gebundenen Zustand eingesetzt werden. Im Gegensatz dazu zeigten
Kristalle von p21(mod)*R-caged GTP->GDP, welche durch Photolyse von caged GTP und
anschlieBende GTP-Hydrolyse im kristallinen Protein gewonnen wurden, starke
Abweichungen zum Wildtyp-Protein p21(wt)*GDP. Einige Regionen des Proteins dhneln
mehr der Ausgangsstruktur p21(mod)*R-caged GTP als der Struktur von p21(wt)*GDP,
obwohl die Elektronendichte in der Umgebung des Nukleotids deutlich die vollstdndige
Hydrolyse zu GDP zeigt. Die Regionen, in welchen wihrend der GTP-Hydrolyse die
stirksten Umlagerungen stattfinden, zeigen in p2l(mod)*R-caged GTP->GDP eine
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uninterpretierbare  Elektronendichteverteilung, vermutlich weil diese Regionen in
verschiedenen lokalen Minima gefangen wurden. Es war eine allgemeine Beobachtung, dass
Gruppen, welche wiéhrend einer Reaktion im kristallinen Protein grofle konformelle
Umlagerungen durchlaufen, nach Beendigung der Reaktion keine einheitlichen Positionen

mehr einnehmen.

In Kristallen von p21(mod) in Komplex mit R-caged GTP und S-caged GTP war die Nitro-
Gruppe von caged GTP in Bezug auf das chirale Kohlenstoffatom der 2-NPE-Gruppe des
Nukleotids anders orientiert als in der publizierten Struktur von p21(wt)*R-caged GTP
(Scheidig et al., 1995). Dies hat wichtige Konsequenzen fiir die Stabilitit von caged GTP
und fiir den Mechanismus der caged GTP-Photolyse in kristallinem p21(mod). Ein
Mechanismus, welcher die Bildung einer bizyklischen Spezies erfordert, wie von Walker et
al. (1989) fiir die caged ATP-Photolyse vorgeschlagen wurde, ist unwahrscheinlich, da fiir
einen solchen Mechanismus grofle Atom- und Gruppenbewegungen notwendig wiren.
Stattdessen ist eine direkte Reaktion von einer photolytisch gebildeten Nitronsdure zu einer
Hemi-Acetal-Spezies, wie von Corrie et al. (2003) diskutiert wurde, wahrscheinlicher. Die
Orientierung der 2-NPE-Gruppe ist vermutlich auch die Ursache fiir die deutlich hohere
Hydrolysegeschwindigkeit von caged GTP zu GDP und caged P; in p21(mod)*S-caged
GTP, im Vergleich zu p21(mod)*R-caged GTP. Wechselwirkungen zwischen der Nitro-
Gruppe von caged GTP in p21(mod)*S-caged GTP mit der Schalter-Region I, welche in
p21(mod)*R-caged GTP nicht auftreten, induzieren konformelle Anderungen, welche in
einer stirkeren Aktivierung des hydrolytisch aktiven Wassermolekiils und somit in einer

erhohten Hydrolysegeschwindigkeit resultieren.

Ein unerwartetes, aber flir das Verstindnis der Funktionsweise von H-Ras p21 sehr
bedeutsames Ergebnis war die Identifizierung eines zweiten Mg*-Ions im aktiven Zentrum
von p21(mod)*GppNHp, welches im Wildtyp-Protein bisher nicht beobachtet wurde. Das
zweite Mg®"-Ton positioniert das hydrolytisch aktive Wassermolekiil in einem Abstand von
3,25 A zum y-Phosphor-Atom des Nukleotids, was wesentlich unter den Abstéinden in
Strukturen des Wildtyp-Proteins in Komplex mit GTP-analogen Nukleotiden liegt. Die
Koordination eines zweiten Kations an die y-Phosphatgruppe wurde bereits in kombinierten
quantenmechanischen und molekularmechanischen (QM/MM) Berechnungen an
p21(wt)*GTP vorhergesagt (Klahn et al., 2005) und ist moglicherweise auch fiir den GTP-

Hydrolysemechanismus von H-Ras p21 im Allgemeinen relevant. Es sollte in weiteren
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Experimenten geklart werden, ob das Wildtyp-Protein in &hnlicher Weise in der Lage ist,
ein zweites Mg”'-Ion zu binden und inwiefern diese im Wildtyp-Protein moglicherweise nur
transient auftretenden Wechselwirkungen fiir den Katalysemechanismus von H-Ras p21 und

verwandten GTPasen von Bedeutung sind.
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