In lebenden Zellen benötigen Proteine molekulare Chaperone um Aggregation zu vermeiden. Das molekulare Chaperon DnaK aus T.thermophilus gehört zur Hsp70-Familie. Hsp70-Proteine bestehen aus einer hochkonservierten N-terminalen ATPase-Domäne und einer weniger konservierten C-terminalen Peptidbindungsdomäne. DnaK wechselt zwischen einem ADP-gebundenen hochaffinen Zustand, in welchem ungefaltete Substrate fest gebunden werden und einem ATP-gebundenen niedrigaffinen Zustand, in welchem ungefaltete Substrate schwach gebundenen werden. GrpE dient als Nukleotidaustauschfaktor, indem es die Freisetzung von ADP durch Austausch von ATP ermöglicht. Mit Hilfe von GrpE wird DnaK vom ADP- in den ATP-Zustand zurückgewandelt. Das GrpE-Protein bildet in Lösung Dimere, deren Struktur in drei Regionen eingeteilt werden können: die gepaarten N-terminalen (-Helices, ein Bündel aus vier Helices und die C-terminalen Domänen.

Gemäß der Ausbeute an regenerierter Enzymaktivität durch das DnaK-ClpB-System haben wir herausgefunden, dass Harnstoff-denaturierte Lactatdehydrogenase (LDH) aus S.scrofa (Schwein) Muskel und Hitze-deaktivierte LDH aus  B.stearothermophilus die passenden Modellsubstrate für das DnaK-ClpB-Chaperon-System von T.thermophilus sein könnten.

Unter Verwendung der Fluoreszenz-Korrelationspektroskopie-Technik wurde beobachtet, dass GrpE-Wildtyp sowohl den DnaK-ADP als auch den DnaK-Peptid-Komplex bindet. Dieses Ergebnis führte uns zu der Annahme, dass GrpE nicht nur eine Rolle im Nukleotidaustausch spielt, sondern auch an der Stimulation der Substratfreisetzung beteiligt ist. In der vorliegenden Arbeit berichten wir zum ersten Mal, dass GrpE-Wildtyp mit DnaK in der ATP-gebundenen Form interagiert. Es wurde auch zum ersten Mal beobachtet, dass eine kovalente Bindung zwischen der ATPase- und  Peptidbindungsdomäne von DnaK für die Wechselwirkung zwischen DnaK und GrpE wahrscheinlich nicht notwendig ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin der Einfluss der N-terminalen (-Helices   von GrpE (GrpE((C)) auf die Wechselwirkung mit DnaK bestimmt. Untersuchungen der Wechselwirkung zwischen GrpE((C) und DnaK unter Verwendung von Ni-NTA-Säulen und C8-gekoppelter ATP-Agarose haben ergeben, dass der (-helikale Teil von GrpE spezifisch an DnaK bindet. Diese Spezifität wird durch die Art des an die ATPase-Domäne gebundenen Nukleotids bestimmt. In Anwesenheit von ADP bindet GrpE((C) an DnaK während diese Wechselwirkung zwischen den Proteinen in der Anwesenheit von ATP nicht beobachtet wurde. Dieses Ergebnis impliziert, dass ATP eine Änderung der Konformation von DnaK bewirkt, indem die Bindung zum (-helikalen Teil von GrpE gelöst wird. Daher ist es möglich, dass ATP nicht nur die Substrataffinität von DnaK bestimmt, sondern auch die Bindung des N-terminalen Teils an GrpE reguliert. Eine andere Erklärung für die Auflösung der GrpE((C)-DnaK-Wechselwirkung in Anwesenheit von ATP basiert auf zwei durch die Verwendung der Fluoreszenz-Korrelationspektroskopie-Technik erhaltenen Beabachtungen: 1.) einzelne ATPase-Domänen und Peptidbindungsdomänen von DnaK können trotz fehlender kovalenter Bindung in Anwesenheit von GrpE miteinander wechselwirken;  2.) der  GrpE-Wildtyp interagiert in Anwesenheit von ATP mit DnaK. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die GrpE-(-Faltblattdomäne den ATP-gebundenen Zustand von DnaK erkennt, worauf eine Signalweitergabe an die Peptidbindungsdomäne von DnaK über das lange (-Helix-Ende von GrpE erfolgt, welches eine Bewegung der Peptidbindungsdomäne weg vom GrpE-(-Helix-Teil stimuliert.

Unter Verwendung von Lactatdehydrogenase aus Schweinemuskel als Modellsubstrat für die Bindung an DnaK haben wir Beweise dafür gefunden, dass der (-helikale Teil von GrpE mit dem Substrat um die DnaK-Peptidbindungsdomäne  konkurriert. Dieses bietet einen guten Ausgangspunkt zur Erklärung des Mechanismus, durch welchen GrpE((C) möglicherweise die Substratfreisetzung von DnaK stimuliert.

Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen wurde ein Mechanismus für die Regulierung des DnaKTth-Chaperon-Zyklus auf Ebene der DnaKTth-GrpETth-Wechselwirkung postuliert.

