24

Wotfoang Junge
Abt. Bigphysik, Universitat Osnalbriiek

t rotatOris%cher

ATP-Synthase - auch als F-ATPase bekannt
— produziert ATP aus ADP und anorgani-
schem Phosphat (P, ) auf Kosten einer
elektrochemischen Energiedifferenz. Das
Enzym befindet sich in den photosyntheti-
schen und respiratorischen Membranen
von Bakterien, Mitochondrien und Chioro-
plasten. In seiner zweiteiligen Struktur sind
die Funktionen lonentransport (Mlembran-
teil, F,) und Synthese/Hydrolyse von ATP
(Kopfteil, F,) rdumlich getrennt und
zugleich mechanisch gekoppelt. Das
Postulat einer .rotatorischen” Katalyse
unter Beteifigung von drei katalytischen
Wirkorten im F -Teil wurde durch die 1994
publizierte F,-Kristallstruktur zunéchst
plausibel gemacht und unlédngst von drei
Gruppen aus den USA, aus Deutschiand
und Japan auf unterschiedliche Weise
experimentell nachgewiesen. Die Hydroly-
se von ATP im isolierten F -Teil treibt die
Untereinheit y tatsdchlich wie eine Kurbel-
welle innerhalb der trig truktur der
Untereinheiten (u), um.
Die molekulare Dyhamik dieses elektro-
mechano-chemischen Wandlers - die
Erzeugung von Drehmoment durch
lonenfluB, dessen Ubertragung und
Nuizung fiir eine chemische Reaktion -
bietet ein faszinierendes Forschung;sfeld.

P Dic ATP-Synthase nutzt die protonmo-
torische Kraft [1], in einigen Organismen na-
triummotorische Kraft [2] als Antrieb fiir die
Synthese von ATP aus ADP und P_. In Chlo-
roplasten erfordert die Synthese eines Mole-
kiils ATP im peripheren Teil des Enzyms, F,
den Transport von vier Protonen iiber den
membranstindigen ‘leil, F . Das membran-
stindige Holoenzym arbeitet im Prinzip re-
versibel, es nutzt eine elektrochemische Po-
tenrialdifferenz zur Synthese von A'TP oder
kann umgekehrt eine solche Differenz unter
Hydrolyse von ATP erzeugen. Wenn der pe-
riphere Teil in Losung gebracht und damit
von der elektrochemischen Triebkraft abge-
koppelt wird, liuft allein die stark exergone
Hydrolyse (AG“ =-30,5 kJ/mol).

ATP-Synthase kommt in der Plasma-
membran evolutionir weit entfernter Bakre-
rien vor, dazu bei Eukaryonten in der Cris-
tacmembran von Mitochondrien und der
Thylakoidmembran von Chloroplasten. Die
evolutionidre Divergenz dieser Linien reicht
weit zuriick [3] und ist zusdczlich kompliziert
durch die Verteilung der Gene fiir mindestens
acht verschiedene Untereinheiten auf den
Zellkern und das mitochondriale beziehungs-
weise plastidire Genom. "lrotzdem blieben
wesentliche Strukturmerkmale soweit erhal-
ten, dali sich funktionelle Chimiiren aus Un-
tereinheiten unterschiedlicher Organismen
konstruieren liefen, zum Beipiel aus E. cofi
und Syzechocystis oder Spinat [4] oderaus dem
F -Teil von E. co/i und dem Na“-translozie-
renden F -Teil von P, modestum [5]. Dies ge-
stattet ¢s, an unterschiedlichen Organismen
gewonnene Befunde iiber die ATP-Syntha-
se, unter einheitlichem Blickwinkel zu dis-
kurtieren.

EKTRUM #5.97 + 3

Die Enzymstruktur und die Hypothese eines
rotatorischen Mechanismus

ATP-Synthase aus Fscherichia coli mit ei-
ner Untereinheitenstrukrur (auf) yde fiir |

und ab,c, , fiir F, und einer Molmasse von

etwa 600 kDa wird hier als Prototyp betrach-
tet, stellvertretend fiir die Varianten aus an-
deren Organismen. Abbildung 1 stellt die An-
ordnung der mindestens achr verschiedenen
Untereinheiten und insgesamt mindestens 20
Polypeptide schematisch dar. Die Kristall-
struktur eines groBen ‘leils von F| aus Mi-
tochondrien haben J. Walker, A. Lesley und
Mitarbeiter (Cambridge) im Jahre 1994 vor-
gestellt [6]. Die beiden groBen Untereinhei-
ten ciund B sind als Hexagon, (0{[3)_,’, angeord-
net, in dessen Mitte sich eine verdrehte ,,Wel-
le* aus zwei o-helikalen Segmenten der Un-
tereinheit ybefindet. Auf((‘.cB)_z befinden sich
sechs Bindungsplitze fiir Nukleotide, von
denen allerdings nur drei katalytisch aktiv
sind. Die Bindung von drei Molekiilen Mg~
ATP an diese Plitze erfolgt hochkooperativ
mit Dissoziationskonstanten von etwa 1, 100
und 10000 nM [7]. Die Hydrolyse von ATP
wird auch dann beobachrter, wenn nur cine
Bindungsstelle mit AT'P beladen ist (uni-site
catalysis). Allerdings ist ihre Rate zu vernach-
lissigen, sie ist um GroBenordnungen gerin-
gerals die bei der Kooperation aller drei Wirk-
orte beobachtete (etwa 300 s'). Diese und

Abb. 1: Die vereinfachte Struktur von ATP-Syntha-
se zeigt die zweiteilige Struktur aus dem mit Nu-
kleotiden wechselwirkenden Kopfteil, F,, und
dem ionenleitenden Membranteil, F,[19]. Diese
wird durchdrungen von der funktionellen Zwei-
teilung mit einem Rotorelement, bestehend aus
den Untereinheiten c,_,, v und einem Statorele-
ment aus ab 5(op) . Teilstrukturen bei angend-
hert atomarer Auflésung liegen vom Komplex
(@), v von & von ¢ und von c vor.
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Abb. 2: Drei Techniken zum Nachweis der Rotation von v relativ zu (op), v wihrend der Hydroly-

se von ATP durch den isolierten F,-Teil [19].

A. Spaltbare Quervernetzung zwischen vy und p [9]. B. polarisierte Absorptionsspektroskopie in
Photoselektion mit einer Sonde auf der Untereinheit v (10, 11]. C. Fluoreszenzvideographie mit
einem langen (> 2 mm), fluoreszenten Aktinfilament an der Untereinheit y [13]. Details im Text.

andere Beobachtungen veranlafiten P. Boyer
[8], einen alternierenden oder rotierenden
Mechanismus zu postulieren. In dieses Kon-
zept ist eingeflossen, dal die Umwandlung
von ADP und P, in ATP in einer geschlosse-
nen Bindungstasche spontan erfolgt, withrend
die Austreibung von ATP in die Wasserphase
Energiezufuhr erfordert. Die Kristallstrukeur
von (o), stiitzt diese Hypothese. Die Kri-
stalle wurden aus dem F -Teil von Rinder-
herz-Mitochondrien gezogen. Die dreizihli-
ge Symmetrie war durch die gewihlte Nu-
kleotidbeladung gebrochen. Ein katalytischer
Bindungsplatz war mit dem nicht-
hydrolysierbaren ATP-Analogon AMP-PNP
besetzt, ein zweiter mit ADP, und der dritte
war leer. Die Struktur stellt zwar das inhibier-
te Enzym dar, suggeriert jedoch eine Mo-
mentaufnahme des Arbeitszyklus. Es erschien
vorstellbar, daff der Umlauf des gewundenen
Helixpaars von ydie katalytischen Bindungs-
taschen nacheinander 6ftnen und schlieBen
konnte, vergleichbar dem Zusammenspiel
von Kurbelwelle und Kolben in einem Ver-
brennungsmotor [6].

Experimentelle Nachweise der
funktionellen Rotation von v relativ zu (o),

Die beschriebene Kristallstrukeur veran-
laBBte drei Arbeitsgruppen, gezielt nach einer
mit der Enzymfunktion verbundenen Dreh-
bewegung von Y zu suchen. Sie verwendeten
unterschiedliche Methoden und beschrink-
ten sich zundchst auf die Hydrolyse von ATP
im isolierten F -Teil.

» Die Gruppe um R. Cross (Ithaka, USA)
stiitzte sich auf die reversible Spaltung einer
Disulfid-Briicke zwischen yund B [9]. Thr ex-

perimenteller Ansatz istin Abbildung 2A dar-
gestellt. Der rekombinante, mit geeigneten
Cysteinen versehene F -Teil wurde unter
(oxidierenden) Bedingungen zerlegt, bei de-
nen die Disulfidbriicke zwischen einer der
drei Kopien der Untereinheit B und v ge-
schlossen war. Das spezielle fy-Paar wurde da-
nach mit o und radicaktiv markierten, aber
ungepaarten Untereinheiten f zusammenge-
baut. Danach wurde die Disulfidbriicke re-
duktiv gespalten. Wenn das Enzym aktiv war,
fiihree die erneute oxidative Verkniipfung von
SH-Gruppen zu neuen (,,heiBen*) Paarungen
zwischen yund [, im inaktiven Enzym dage-
gen nur zur Wiederherstellung der alten (,,kal-
ten®). Die Autoren quanrtifizierten diesen
Befund und schlossen auf die Rotation von vy
relativ zu den drei Untereinheiten p [9]. Of-
fen blieb bei diesem Ansatz, ob es sich um
eine Dreh- oder Schwankungsbewegung und
eine solche im "Takt der Enzymaktivitit han-
delte.

» Der Gruppe des Autors in Osnabriick ge-
lang es, die Drehbewegung in Echtzeit auf-
zuldsen [10, 11]. Eine spekoroskopische Son-
de, Eosin, wurde (Abb. 2B) iiber eine Ma-
leimidfunktion kovalent an die vorletzte Ami-
nosiure (Cystein) des C-terminalen Endes
von Y gebunden. I, wurde auf Anionenaus-
tauschermaterial immobilisiert und die Rota-
tion der Sonde durch polarisierte Spektropho-
tometrie nach Bleichung mit einem polarisier-
tem Laserblitz verfolgr. Wenn das Enzym
ATP hydrolysierte, relaxierte die photoindu-
zierte Polarisationsanisotropie in etwa 100 ms.
Sie zeigte eine Drehbewegung an, deren Kor-
relationszeit im Rahmen der MeBgenauigkeit
der Wechselzeit des immobilierten Enzyms
entsprach. Wenn das Enzym dagegen durch

4

AMP-PNP blockiert war, wurde eine konstan-
te Anisotropie, also keine Drehung, beobach-
tet. Der Drehwinkel von ¥ wurde zu minde-

stens 280° abgeschitze [11]. Diese Daten stan-
den 1im Widerspruch zu einer akzeptierten
T'heorie zur Unterscheidung von rotatorischer
Diffusion und -Drift in Photoselektionsexpe- .
rimenten. Danach wurde fiir eine einsinnig
gerichtete Drehung die Oszillation der An-
isotropie und nicht, wie beobachtet, eine Re-
laxation erwartet. Die Osnabiicker Arbeits-
gruppe bezweifelte, daB die dieser Theorie
zugrundeliegende Annahme einer kontinuier-
lichen Drehbewegung auf F| zutrifft und for-
mulierte eine Theorie molekularer Schritemo-
toren [12]. Diese wies einen Weg aus dem
Widerspruch. Bei einem Schrittmotor mit nur
drei (stochastischen) Schritten — was ange-
sichts der Struktur von I, plausibel erscheint
— ist die Oszillation der Anisotropie bei ein-
sinnig umlaufender Rotation so stark ge-
didmpft, daB sie sich von einer Relaxation
praktisch nicht unterscheidet. Schon vier oder
sechs Schritte jedoch hitten eine Oszillation
deutlich erkennbar werden lassen.

b DaB v einsinnig umliuft und nicht nur
stochastisch im Winkelraum flukcuiert, wur-
de von M. Yoshida, K. Kinosita (Kanagawa,
Japan) und Mitarbeitern durch Mikrovideo-
graphie direkt gezeige [13]. Sie immobilisier-
ten F, durch histidinreiche Dominen kopf-
iiber auf einer mit Nickel dotierten Unterla-
ge (Abb. 2C). An der mittleren, in der Kri-
stallstrukeur bisher nicht aufgelésten Schlei-
fe von yhefteren sie tiber Biotin/Streptavidin
ein sehr langes, fluoreszierendes Akrinfila-
ment an. Es war typischerweise 2,5 pm lang,
schr viel linger als der Durchmesser von F|
(0,01 pwm). Deshalb konnte seine Position in
einem Fluoreszenzmikroskop direkt beob-
achtet werden. In einer Serie von Videoauf-
nahmen dokumentierten die Autoren die Ro-
tation dieser langen Sonde unter Bedingun-
gen der Hydrolyse von ATP. Thre Richtung,
von der Membranseite gesehen, entgegen
dem Uhrzeigersinn, war mit der Erwartung
aufgrund der Kristallstruktur vertriiglich. Die-
se lieB einen Umlauf von yvon der mit AMP-
PNP (statt ATP) beladenen Bindungstasche
iiber die leere Tasche zur mit ADP besetzten
erwarten. Bei der iiberwiegenden Anzahl an-
gepeilter Einzelmolekiile wurde allerdings
keine Drehung beobachtet. Wegen der gro-
Ben Linge der Sonde, auf menschliches MaB
tibertragen 250 Meter bei einem Rotor von
einem Meter Durchmesser, und ihrer Nihe
zum 'Irigermaterial ist dies nicht verwunder-
lich. Es ist plausibel, daf} die Drehung in der
Mehrzahl der Fille , hingenbleibt®. Die Fluo-
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reszenzvideographie lieferte den schlagensten
Beweis fiir die Roration von 7. Sie gestattet
es, den Betriebszustand grofier Last (durch
viskosen Reibungswiderstand) zu untersu-
chen und das maximale Drehmoment (nahe
an der Ausbremsung) zu bestimmen (etwa 50
pIN [13]). Thr bleiben jedoch feinere Details
der Bewegung verborgen. Schnelle schrittwei-
se Drehbewegungen werden dabei durch das
Zusammenspiel von viskoser Reibungskraft
auf die Sonde und der Elastizitit von v mit
angeheftetem Filament sehr wahrscheinlich
ausgedimpft.

Zusammengenommen ist nachgewiesen
worden, dal die Hydrolyse von ATP im iso-
lierten I -Teil eine Rotation {wahrscheinlich
in drei Schritten) der Untereinheit vy relativ
zu (o), antreibt. Es ist eine plausible Annah-
me, daf diese Drehbewegung im Holoenzym,
E F . forthesteht, wo sie die chemische Re-
aktion mit dem Protonentransport koppelt.

Offene Fragen

Die Firzengung von Drehmoment auf Kosten
protommotorischer Kraft

Uber die Arc und Weise, wie ein Protonen-
flul} durch den membranstindigen F -Teil
eine Drehbewegung von v erzeugr, kann bis-
lang nur spekuliert werden. IF ist aus aus den
Untereinheitenab ¢, , aufgebaut. Die Unter-
einheit ¢ ist eine stark hydrophobe, weitge-
hend o-helikale Haarnadel, deren 9 bis 12

Kopien sehr wahrscheinlich zu einem Ring
angeordnetsind [14, 15]. Sie trigt eine essen-
tielle saure Aminosiure (Glu bzw. Asp), die
nur, wenn sie in der Mitte der bimolekularen
Lipidmembran angeordnetist [16], zur Tonen-
leitung beitrdgr. Die Untereinheit a besitzt
mindestens fiinf transmembrane Helices,
b dagegen nur eine einzige, die einen ausge-
dehnren hydrophilen Kopf triige. Abbildung
3 veranschaulicht ein vom Autor 1993 vorge-
schlagenes, hypothetisches Modell von F (s.
auch [9, 17]), welches die Erzeugung von
Drehmoment erkliren kénnte. Dieses Modell
geht von der Rotationsdiffusion des Rings der
Untereinheiten ¢ relativ zu a aus. Sie ist durch
eine elektrostatische Randbedingung einge-
schrinke. Chiralitit wird durch zwei nicht koli-
neare Zugangskanile fiir Protonen von den
beiden durch die Membran getrennten Was-
serphasen erzeugt.

Solange dic im Kontakt mit a stchenden
sauren Gruppen auf dem Ring von c-Unter-
einheiten unprotoniert und negativ geladen
sind, beschrinke sich die Brownsche Bewe-
gung des Rings relativ zu a auf ein rasches
Hin und her in einem engen Winkelbereich.
Der Austritt einer negativen Gruppe in den
Kontaktbereich mit Lipiden ist elektrostatisch
verboten. Erst wenn durch einen der Zu-
gangskanile eine Protonierung der negativen
Gruppe erfolgt, fithren die rotatorischen Fluk-
tuationen zu einem Fortschrict, in der Rich-
tung im Uhrzeigersinn (von unten geschen)

Abb. 3: Modell fiir die Erzeugung von Drehmoment durch den Transport von Protonen durch den

Membranteil F, [19] - Details im Text.

bei Protonierung von unten und in umgekehr-

ter Richtung bei Protonierung von oben. Da
die Wahrscheinlichkeiten einer Protonierung
von der pH-Differenz iiber der Membran ab-
hingen, bestimmt die Richtung dieser Diffe-
renz die Umlaufrichtung des Ringes von c.
Diese entropische Maschine zihlt und ver-
gleicht die Hiiufigkeit von Protonen auf bei-
den Seiten der Membran. Sie erzeugt ein
Drehmomentauf Kosten einer pH-Differenz,
arbeitet also allein mit dem chemischen Teil
der elektrochemischen Potendialdifferenz des
Protons, ARTInc =-2.3RT - ApH. Durch eine
elastische Feder, die den Ring aus den Un-
tereinheiten ¢ mit a verbindet, kénnte die
durch den "Iransport von n mol Protonen ge-
wonnene Gibbs-Energie mit dem Betrag
n-2,3RT-ApH mechanisch zwischengespei-
chert werden. Da es maglich ist, ATP-Syn-
thase allein durch eine elektrische Potential-
differenz anzutreiben [18] ist das in Abbildung
3 gezeigte Modell durch das Konzept eines
wProton Well® von P. Mitchell zu ergiinzen.
Wenn niimlich jeder der beiden Kanile nur
fiir Protonen zuginglich ist, wird in ihm die
tiber jeweils die halbe Membrandicke abfal-
lende elekrrische Spannung nach der Aqui-
valenz AW = 2,3(RT/F)-ApH (=60 mV-ApH)
in eine lokale pH-Differenz umgewandelt.
Eine lokale Versduerung entsteht im Inneren
des der positiven Seite der Membran zuge-
kehrten Zugangskanals.

Das oben beschriebene hypothetische
Modell hat den Vorteil, mehrere Eigenschaf-
ten des realen Molekdiils zu erkliren.

» Die Umstellung des Antriebs von Protonen
auf Natrium-Kationen [2] kann dadurch er-
moglichtwerden, dall die Selekavitit der Zu-
gangskaniile geiindert wird.

b Dal Protonen ,,gepumpt™ werden, wenn
zwischen dem Ring und der Untereinheit a
durch duBeren Zwang ein Drehmoment auf-
gebaut wird, ist unmittelbar evident.

» Es ist vorstellbar, da3 die Maschine auch
mit einer anderen lonen/ATP-Stochiometrie
arbeitet, wenn nur die Anzahl der Unterein-
heiten ¢ gedndert wird, dies entspricht einem
Berrieb mit einer anderen Ubersetzung. Fiir
das Enzym aus Chloroplasten mit einem H*/
ATP-Verhiltnis von 4 [20] wiire ein Ring aus
12 Unrereinheiten ¢ anzunehmen, bei Mi-
tochondrien, bei denen das H*/ATP-Verhiilc-
nis eher bei 3 zu liegen scheint, dagegen nur
ein Ring aus 9. Nach ersten Hinweisen konn-
te die verwandte V-ATPase mit der Hilfte der
protonierbaren Gruppen auf dem Ring arbei-
ten. Bei einem HY/ATP-Verhiiltnis von 2
kénnte V-ATPase durch die Hydrolvse von
ATP in der pflanzlichen Vakuole eine dop-
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peleso grolie pH-Differenz erzeugen, als die-
jenige, die in den Thylakoiden oder Mi-
tochondrien zur Aufrechterhaltung des intra-
zelluliren ATP/ADP-Verhiltnisses zur Verfii-
gung steht.

Die linearen Dimensionen der ATP-Syn-
thase sind mehr als zehnmal geringer als die
des Flagellenmotors. Deshalb ist der stocha-
stische Charakter der Rotation noch ausge-
prigter [12]. In beiden Systemen iiberwiegt
die zihe Reibung gegeniiber der Trigheir,
und die Haltdistanz liege bei atomaren Di-
mensionen. Es besteht daher keine Ahnlich-
keit mit makroskopischen Kreiseln, bei de-
nen ein grofies Trigheitsmoment, verbunden
mit geringen Reibungswiderstinden lange
Auslaufperioden bedingt.

Ob das oben beschriecbene Modell einer
entropisch angetriecbenen Maschine allein
ausreicht, um die Drehmomententwicklung
zu beschreiben, oder ob elekerostatische Kriif-
te einbezogen werden miissen, ist vorliufig
noch nicht zu entscheiden.

Stator und Rotor

Die bisherigen Strukturmodelle von ATP-
Synthase mit durch einen einzigen diinnen
Stiel (stalk) verbundenem Kopf- und Mem-
branteil sind mit dem rotatorischen Reakti-
onsmechanismus nicht vertrdglich. Um Dreh-
moment zu tibertragen, bedarf es ciner zwei-
ten Verbindung. Sie wurde in elektronenmi-
kroskopischen Aufnahmen bisher noch nicht
iiberzeugend dokumentiert. Die in Abbil-
dung 2 dargestellte Konstruktion des Enzyms
stiitzt sich daher auf neue Experimente mit
(u.a. photolabilen) Quervernerzern. Die Un-
tereinheit § kann mit der Oberseite von (of3),
vernetzt werden, ohne die IHydrolyseaktivi-
tit zu blockieren. Andererseits wurde die Ver-
netzung von & mit der Untereinheit b nach-
gewiesen. Es ist vorstellbar, dafi die Gesamt-
heit der Untereinheiren ab, (), den Sratar
des Enzyms und der Untereinheiten ¢,
den Rortor bildet. Letzteres wird dadurch na-
hegelegt, dall Quervernetzungen zwischen y
und € die Enzymakdivitdt nicht hemmen (S.
Engelbrecht und R. Capaldi, pers. Mitc). v
und € kénnten dabei die Funktion einer Spei-
che auf dem Rad der Untereinheiten c iiber-
nehmen. In diesem Konzeptsind die Bezeich-
nungen Rotor und Stator vertauschbar, da nur
die Relartivrotation beider Gruppen von Un-
tereinheiten zur Funkrion beitrdge, wihrend
die ohnehin vorhandene Rotationsdiffusion
des gesamten Enzyms in der Membran (Kor-
relationszeit von etwa 100 ms [11]) ohne Be-
lang ist. Es erscheint als erstaunliche Eigen-
schaft dieses Enzyms, daB die festen Verbin-

dungen in (03),8 und wahrscheinlich auch in
¢, Y& zwar die strukturelle Symmetrie von
(aB), und von ¢,
nicht deren funktionelle Symmetrie im Zeit-

brechen, offenbar jedoch

miteel. Die in Abbildung 1 dargestellee Struk-
tur weist darauf hin, wie die aus der Translo-
kation von zum Beispiel vier Protonen pro
ATP gewonnene Energic elastisch zwischen-
gespeichert werden kénnte, durch die ver-
drehte Doppelhelix von vy als Torsionsfeder
und das Parallelogramm ab .

Das oben beschriebene Konzept ist in
Teilen hypothetisch. Der Nachweis fiir eine
Rotation des Rings der Untereinheiten ¢ steht
bisher aus, und es wird intensiv daran gear-
beitet, ithn zu fiithren. Sollte er gelingen, kann
sich die ATP-Synthase zu einem Paradebei-
spiel fiir molekulare Mechanik entwickeln. Es
ist vorteilhaft, daf die einzelnen Funktionen
bestimmten Untereinheiten zuzuordnen sind
und dal3 das Protein weniger komplex aufge-
baut ist als der Flagellenmotor. Die Kristall-
struktur des gesameen Enzyms kann in den
nichsten Jahren erwartet werden. Dies wird
den wissenschaftlichen Reiz noch vergroBern,
,Filme* zu den strukrurellen ,,Standbildern
zu erarbeiten und zu zeigen, wie Drehmo-
ment erzeugt und genutzt wird und wie mo-
lekulare Bewegungen eingekoppelt und re-
guliert werden.
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