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Abbildung 62: Plastocyanin von Poplus Nigra (Dimitrov et al., 1999): Ausschnitt aus der
Elektronendichteverteilung, die unmittelbar aus experimentellen Strukturfaktoren mit MAD-
Phasen bel.3 A Auflésung berechnet wurde. Zum Vergleich wurde ein Modell {iberlagert,
das einer konventionellen Verfeinerung nicht-resonanter Daten bei extrem hoher Auflésung
(0.85 A) entstammt.
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Die Max-Planck-Arbeitsgruppen beschaftigen sich
mit den Beziehungen zwischen der Struktur und
der Funktion von biologischen Makromolekulen.
Thematische Schwerpunkte sind

— die Enzyme und ihr katalytischer Mechanismus,

— das Zytoskelett und seine Rolle in Zellbewegung
und Alzheimer-Krankheit,

— das Ribosom und seine Funktion in der Protein-
biosynthese.

Die Proben werden mit biochemischen Methoden
isoliert oder mit molekularbiologischen Methoden
in Bakterien synthetisiert. Die wesentliche Methode
der Strukturuntersuchung ist die Rontgenbeugung
von Proteinkristallen, Fasern oder Lésungen; da-
neben werden weitere biophysikalische Analysever-
fahren wie Spektroskopie, Elektronenmikroskopie,
Bildverarbeitung und andere eingesetzt.

Schwerpunkte methodischer und instrumenteller
Entwicklungen sind neue Kristallisationsverfah-
ren, Einsatz von elektronischen Detektoren, Laue-
Methoden und eine Messstrecke fur die Proteinkris-
tallographie.

Forschungsschwerpunkte

Proteindynamik

Die MPG-Arbeitsgruppe fiur Proteindynamik unter-

A. Yonath

ein. Ein weiterer Schwerpunkt ist die Entwicklung von

Methoden anomaler Phasenlosung und ihre Anwen-
dung auf de-novo-Bestimmungen von Proteinstruk-
turen. Die Gruppe betreibt eine Messstation an der
Wiggler-Strahlfihrung BW6 an DORIS.

Ein Schwerpunkt der wissenschaftlichen Arbeiten lag
beider Aufklarung der Struktur-Funktionsbeziehungen
von Haemproteinen, insbesondere der Bindung von
Kohlenmonoxid an Myoglobin. Die Affinitat fur die
Bindung dieses Liganden ist beim Myoglobin um meh-
rere Grolenordnungen geringer als bei freien Porphy-
rinverbindungen; dies ist von erheblicher physiologi-
scher Bedeutung. In Lehrbtichern wurde die geringere
Bindungsaffinitat durch eine gewinkelte Geometrie der
Bindung des CO an das Eisenatom der Haemgruppe er-
klart; die Verzerrung im Vergleich zur Linearitat dieser
Bindungin Porphyrinverbindungenwurde dem Einfluss
der Proteinumgebung zugeschrieben. Diese Interpreta-
tion grindete sich auf friihere Kristallstrukturanalysen.

Der Arbeitsgruppe gelang es erstmals, diese und eine
Reihe anderer Strukturen des Myoglobin bei ultraho-
her Auflésung 1.15 A) zu bestimmen; von besonderer
Bedeutung war dabei, dass dies bei Zimmertemperatur
moglich war. Wie sich zeigte, ist die Fe-CO-Bindung
nahezu linear und der in Porphyrinverbindungen sehr
ahnlich. Der sterische Mechanismus der Hemmung der
CO-Bindung an das Protein konnte aufgeklart und da-
mit eine der altesten Problemstellungen in der Biophy-
sik gel6st werden. Dartiber hinaus zeigte es sich, dass
dynamische Aspekte eine zentrale Rolle spielen. Kon-
zertierte Bewegungen ausgedehnter Teile des Proteins
sowie der Haemgruppe sind erforderlich, um dem CO-
Liganden den Zugang zur aktiven Bindungsstelle zu
ermaoglichen.

sucht Struktur-Funktionsbeziehungen von Proteinenin einer Reihe weiterer Experimente, bei denen Schock-
Sie setztdabei Methoden der Proteinkristallographie begefriertechniken eingesetzt wurden, wurden diese Be-
ultrahoher Auflésung, der Kryokristallographie sowie wegungen in der Proteinmatrix und die Wechselwir-
der Nanosekunden-zeitaufgeldsten Réntgenbeugunkung mit dem Liganden in intermediaren Zustanden
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untersucht. Zur Aufklarung der Zeitfolge, in der die tosyntheseprozessen beteiligt ist, b&A Auflésung.
Zwischenzustande bevdlkert werden, wurden VerfahDie Elektronendichteverteilung, die in diesem Fall un-
ren zeitaufgeloster Beugung in Verbindung mit La- mittelbar aus den experimentell bestimmten Betragen
seranregung auf einer Zeitskala von Nanosekundeqnd Phasen der Strukturfaktoren berechnetwurde, weist
genutzt; diese Arbeiten sind noch nicht abgeschlossemereits ohne Verfeinerung einen sehr hohen Kontrast
und hohe Qualitat auf. Auf diese Weise ist es im Prinzip
Ein anderer Schwerpunktlag bei der weiteren Entwick-mgglich, Proteinstrukturen génzlich ohne einschran-
lung theoretischer und experimenteller Methoden dekende Annahmen (,,Restraints") beziiglich der geome-
Phasenbestimmung mit Hilfe multipler anomaler Dis- trischen und energetischen Parameter aufzuklaren.
persion (MAD). In Verbindung mit Kryotechniken ist
es in der Regel mdglich, eine neue Proteinstruktur aufMAD-Verfahren haben bereits jetzt enorme Bedeutung
der Grundlage von resonanten Beugungsmessungen @awohl fiir die Grundlagenforschung als auch fiir die
einem einzigen Kristall zu I6sen, und dies oft inner- industrielle Forschung und Entwicklung. Diese Be-
halb weniger Tage. Bei hinreichend hoher Auflésungdeutung wird weiter zunehmen, insbesondere auch in
konnen anomale Phasen sehr prazise bestimmt werdeder (strukturellen) Genomik. Am BW6 konnte im ver-
Abbildung 62 zeigt als Beispiel das Ergebnis einer An-gangenen Jahr eine Reihe von Strukturen hoher und
wendung auf Plastocyanin, einem Protein, das an Phaiberaus aktueller biologischer Relevanz geldst wer-
den. Abbildung 63 zeigt ein Beispiel, die Cytochrom-c-
Nitritreduktase (Einsle et al., 1999); dieses bakterielle
Enzym wandelt Nitrit in Ammoniak um. Ein weite-

A res Beispiel stellt die Struktur der membranbindenden
Domane des menschlichen Koagulationsfaktors V dar
(Macedo-Ribeiro et al., 1999).
Alle Rontgenbeugungsmessungen wurden an der
Strahlfihrung BW6 an DORIS durchgefuhrt, die von
MPG und GBF gemeinsam betrieben wird.

B Zytoskelett

Die MPG-Gruppe ,,Zytoskelett” befasst sich mit der
Stukturbestimmung von Proteinen des Zytoskeletts
mit Hilfe der Synchrotronstrahlung sowie der Unter-
suchung des Struktur-Funktions-Zusammenhangs von
Tubulin, Mikrotubuli-assoziierten Proteinen und Mo-
torproteinen aus Nervenzellen. Weitere Untersuchun-
gen betreffen die Dynamik zellularer Bewegungs-,
Polymerisations- und Transportprozesse sowie die
Rolle des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau in der
Abbildung 63: Cytochrom-c-Nitritreduktase von S. de- Alzheimer-Krankheit.

leyianum (Einsle et al., 1999): (A) zeigt einen Aus-

schnitt aus der Dichteverteilung unmittelbar nach Mikrotubuli sind hohlzylindrische Proteinfasern, die
MAD-Phasierung, (B) nach der anschlieRenden Ver4n vielen eukaryontischen Zellen nachgewiesen wur-
feinerung bei 1.9 A Auflésung. Das Modell zeigt die den. Sie sind Teil des sogenannten Zytoskeletts, das die
homodimere Struktur, die insgesamt 15 HaemgruppeiZellform und die raumliche Organisation subzellularer
enthalt. Strukturen bestimmt. Mikrotubuli wirken aber auch an
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vielen Transportprozessen mit, teils direkt aufgrund ih-Mikrotubuli in L6sung durch Zentrifugation verdich-
rer eigenen Dynamik, teils indirekt als Transportschie-tet und die dadurch erzielte Packung der Mikrotubuli
nen fur Motorproteine wie Kinesin und Dynein. Mi- mit Hilfe der Kleinwinkelstreuung von Synchrotron-
krotubuli bestehen aus einem globularen Protein, denstrahlung analysiert. In Abwesenheit von MAPs kon-
Tubulin, das unter physiologischen Bedingungen sponnen Mikrotubuli bereits durch moderate Zentrifugation
tan zu Mikrotubuli polymerisiert. lhre Eigenschaften zu dichten Bindeln gepackt werden. MAP2 beeinflusst
werden durch eine Reihe von Mikrotubuli-assoziiertendie Bundelung der Mikrotubuli empfindlich. Mit zu-
Proteinen (MAPSs) beeinflusst, die an der Oberflachexehmender Konzentration von MAP2 muss eine immer
der Mikrotubuli binden. langere undintensivere Zentrifugation aufgebrachtwer-
den, um den Widerstand der MAPs gegen eine dichte
Die genaue Funktion der MAPs ist noch nicht be-Packung zu tiberwinden. Diese Ergebnisse zeigen, dass
kannt. MAP2 und Tau, zwei Proteine, die den groRR-die MAP-Proteine unter anderem die Rolle von ,,Raum-
ten Teil der MAPs im Gehirn darstellen, sind an derfullern* haben, die dafur sorgen, dass in den Nerven-
Stabilisierung der Mikrotubuli beteiligt und regeln de- zellen der Platz um die Mikrotubuli herum offen bleibt,
ren mechanische Eigenschaften, die Organisation darm Transportvorgéange zu erméglichen.
Mikrotubuli in gro3ere Verbande und die Wechselwir-
kung der Mikrotubuli mit Motorproteinen und anderen Das Motorprotein Kinesin gewinnt Energie aus der Hy-
Mikrotubuli-assoziierten Proteinen. drolyse von ATP zu ADP und setzt diese in gerichtete
Bewegung entlang der Mikrotubuli um. Die Kopf- oder
Eine anomale Aggregation des Tau-Proteins in deMotordomé&ne der schweren Kette des Kinesin ist so-
Alzheimer-Krankheit fiihrt unter anderem auch zumwohl fiir die Wechselwirkung mit Mikrotubuli als auch
Zusammenbruch der Mikrotubuli und zum Absterbenfir die ATPase-Aktivitat verantwortlich. In der Arbeits-
der Neuronen. Um den Einfluss von MAPs auf die gruppe ,,Zytoskelett* wurden Kinesine aus verschiede-
Bindelung der Mikrotubuli zu untersuchen, wurdennen Organismen und insbesondere Konstrukte mit der

Abbildung 64: Stereobild der Nukleotidbindungstasche des Motorproteins Kinesin.
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Motordoméane und verschieden langen Bereichen deStruktur der Ribosomen
sich anschlieRenden Stab-Domane kloniert, in Bakte-

rien exprimiert und in reiner Form dargestellt. Vor ei- Rihosomen sind die universellen Zellorganellen, an de-
niger Zeit ist es gelungen, die Rontgenstruktur eines,en der elementare Prozess der Proteinbiosynthese, das

monomeren und eines dimeren Konstruktes aus Ratterseipt die Ubersetzung des genetischen Codes, stattfin-
kinesin zu bestimmen. Beide Strukturen zeigen die Mot

tordoméane in dem Zustand nach der Hydrolyse des ATP

zu ADP. Um den Zustand vor der Hydrolyse oder einenDie prokaryotischen Ribosomen bestehen aus zwei Un-
Zwischenzustand zu bestimmen, wurde Kinesin in vertereinheiten unterschiedlicher GroR3e, die entsprechend
schiedenen Pufferbedingungen mit diversen Nukleotidihren Sedimentationskoeffizienten 50S bzw. 30S ge-
Analogen kristallisiert. Die Analyse der Kristallstruk- nannt werden. Die groR3e 50S Untereinheit hat ein Mo-
turen zeigte, dass das Motorprotein in allen bisher erlekulargewicht von 1.45 Millionen Dalton und enthalt
haltenen Kristallen dieselbe Konformation einnimmt neben 38 Proteinen zwei RNA-Ketten (5S und 23S)
(Abb. 64). Daraus wird geschlossen, dass die Konformitinsgesamt 3000 Nukleotiden. Die kleine 30S Unter-
mationsveranderung fur die Krafterzeugung erst danmeinheit dagegen besitzt ein Molekulargewicht von 0.85
erfolgt, wenn das Motorprotein an seiner Zielstruktur, Millionen Dalton und besteht aus 20-21 Proteinen und
den Mikrotubuli, andockt. einer RNA-Kette (16S) mit etwa 1500 Nukleotiden.

Abbildung 65: Struktur der 30S Untereinheit des Ribosoms aus Thermus thermophilus;
links: Elektronendichte (Auflésung 4.5 A), rechts: Strukturmodell mit einem Teil der 16S
RNA und mit allen ribosomalen Proteinen, soweit deren Struktur bekannt ist.
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Im Zentrum der derzeitigen Untersuchungen stehen diduflésung erzielt werden, so dass Daten bis zu einer
kleine Untereinheit von Thermus thermophilus (T30S)Auflésung von etwa8 A gesammelt werden konnten.
und die groR3e Untereinheit von Haloarcula marismor-
tui (H50S), zweier Bakterienarten, die unter extremen
Lebensbedingungen vorkommen.

Bislang konnte eine Elektronendichte mit einer Auf-
l6sung von etwad.5A konstruiert werden (Abb. 65
links). Die Elektronendichte ist in grober Uberein-
stimmung mit elektronenmikroskopischen Daten, aber
Die H50S-Kristalle wachsenals diinne Plattchen mit Di-naturgemaf sehr viel detaillierter. So konnten inzwi-
mensionen von etwd00x 300x 8 um. Obwohl diese  schen der groRere Teil der 16S RNA sowie alle ribo-
Kristalle bis zu einer Auflésung vo&.7 A streuen, somalen Proteine, deren Struktur bekannt ist, in die
ist die Bestimmung der Kristallstruktur problematisch. Elektronendichte modelliert werden (Abb. 65 rechts).

Die Kristalle weisen ein sehr geringes Mal3 an Isomor-_. .
phie auf und sind trotz ihrer geringen Dicke haufig in D€ Zuordnung zwischen der Sequenz der RNA und

Schichten gewachsen, was die Datenqualitat wesenfl€m Modell, das aus den kristallographischen Daten

lich beeintrachtigt. Die bisherigen Ergebnisse zeigend&Wonnen wurde, ist nicht eindeutig. Zwar kann man

dass in Richtung der C-Achse kaum KristallkontakteSiCh auf eine immense Bibliothek biochemischer Da-

vorhanden sind, was sowohl die geringe Dicke der Kris-{€" Perufen, aber die Daten sind haufig nicht genau ge-
talle als auch den geringen Isomorphiegrad und ih Y9, um aufmolekularer Ebene eine prazise Zuordnung
Diffraktionsverhalten zu erklaren vermag. zu gewahrleisten. Daher wurde versucht, ganz spezifi-

sche Stellen der 30S Untereinheit mit Schweratomen
zu markieren. Dies kann entweder durch die direkte
Die 30S Partikel sind aufgrund ihrer Funktion bei der Derivatisierung ribosomaler Komponenten geschehen,
Proteinbiosynthese in sich flexibel. Dies hat anfanglichoder durch die Markierung von funktionellen Tragern,
dazu gefiihrt, dass die T30S Kristalle eine Aufldsungdie eine hohe Affinitat besitzen. Mégliche Kandida-
von 10—12 A nicht ubertroffen haben. Elektronenmi- ten fiir diese Prozedur sind Antibiotika, komplemen-
kroskopische Untersuchungen der 30S Untereinheiteire DNA-Strange (cDNA), tRNA oder andere Fakto-
haben ebenfalls gezeigt, dass die Population der 30&en, die unmittelbar in die Proteinbiosynthese involviert
Partikel sehrinhomogen ist. Die Derivatisierung mit ei- sind. Auf diese Art und Weise konnten verschiedene
nem Wolfram-Komplex hat offensichtlich zu einer Sta- RNA-Ketten, die Positionen des 3’-Endes der RNA so-
bilisierung der 30S Partikel im Kristallgitter gefiihrt, wie zweier Cysteine, die zu den ribosomalen Proteinen
denn damit konnte eine dramatische Verbesserung deg11 und S13 gehoren, bestimmt werden.
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