Mit Physik das Leben abbilden

Auf frischer Tat ertappt: die Beobachtung von
Proteinen bel der Arbeit
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Proteine

Nanomaschinen
Motoren
Transportvehikel
Schreder
Pumpen

Kanale
Katalysatoren

Spezifitat durch Fischers Schllssel-Schloss Prinzip
VU— ¥

Substrate + Substrate -
complex



Wie entwickelt sich das Substrat zum Produkt ?
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Substrate + Enzyme

Prnduct + Enzyme

Enzyme Enzyme Enzyme
Substrate Intermediate Product



Gezielte Eingriffe in die Reaktion

Y -\J
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Substrate + Enzyme ' U '
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Enzyme Enzyme Enzyme
Substrate Intermediate Product

Pmduct + Enzyme

Hydrocarbon moiety to

improve complementarity
to protein, especially Arg224,
+ and increase lipophilicity Remove oxygen to
increase stability
CH,4CH,
o]

Place double bond here to
mimic transition-state
S —- CH.CH structure
Inhibitor .
COOCH,CH
[0}

Sasic group to bind

z.B. Tamiflu gegen die (Vogel)grippe :LE“&T:&E??E&!:J%?M
group gives improve
potency)




Der Impakt von Strukturbiologie —
sogar auf unser tagliches Leben

Figure 3 Anthony Barrington Brown's phatograph of Watson and Cri
Laboratory in Cambridge, 21 May 1953,

by BIJAN



Genetischer Kode enthillt,

Molekulare Grundlage der Base —— 4] 3 pnospnate
DNA Transkription, Replikation, Reparatur, Rekombination etabliert

—> ... Sequenzierung, Klonierung ...
... Herstellen von veranderten Proteinen (Mutanten)

... Erste Schritte zum de-novo Design of Proteinen . . .

resultierend In
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10 Micron (0.01 mm)

Erythrocyt
(5 Micron)

vergrossert —>

(0.05-0.1 Micron)

Bakterien
(0.5-1.5 Micron)

Lymphocyt
(5—-8 Micron)

Proteinmolekiil

menschliches
Haar (¢ 50 Micron)
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Lineare Ketten aus 20 verschiedenen Aminosauren

Aufbau von X+S’ +; _’éiﬂp‘%
Proteinen e o

falten sich in "sekundér" Strukturelemente,

£41

o~Helix B-Strang

die sich raumlich anordnen




Protein Kristalle

Typischerweise:
Submillimeter lang
101> Molekule




Protein Kristalle

hohe Protein Konzentration (10-50mM)

Uy wenige schwache
V) \ Wechselwirkungen
Mobilitat
|
Biochemische Aktivitat
Protein Kristall ~ sehr konzentrierte Losung

Jedoch: Losungskanale, raumliche Behinderung,Kristallisationsbedingungen



Wichtige Anforderungen an Kristalle

¢ Biochemische Aktivitat




Strukturbestimmung durch Kristallographie

Elektronendichte

Computer
Modell Bau

(Fourier-
Transformation)

Kristall
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Rontgenstrahl



Herstellung von Kristallen dauert lange

l Tage - Wochen
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Kristallisation My,
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l Tage - Wochen
In geschitzer Form

' Enzymatische Reaktion
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Kristallisation Bt
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l Tage - Wochen
in geschitzer Form aktivieren

' Enzymatische Reaktion

Datensammlung LR
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Kristallisation Bt
O
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l Tage - Wochen
in geschitzer Form aktivieren

' Enzymatische Reaktion

Datensammlung a ”2__‘

‘t“\-"\_‘. b 74 N,

5
54 ol
typ. Stunden-T AT
yp. stunden-1age tausendstel Sek.
Schneller messen: A tz. ..
Zeitaufgeloste Kristallographie R 74 >,
A VLT
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Reaktion verlangsamen: - 1 l‘a ¢4

Kinetische Kristallographie i =



Bragg'sches Gesetz

Beugung am Kristallgitter %5 & &
2+de*sin6=n-A
{ () Incident radiation “Reflected” radiation 1
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Zweil Ansatze zur Datensammliung

feste Wellenlange, Wellenlangenbereich,
rotierender Kristall _ stationarer Kristall
_ «— 2°¢desinO=nei. —
MonOChromat|SChe Po|ychromatische
Rontgenbeugung Réntgenbeugung

Typische Datensammlungszeiten mittels Synchrotronstrahlung
Minuten ps to ms



Zweil Ansatze zur Datensammliung

feste Wellenlange, Wellenlangenbereich,
rotierender Kristall , stationarer Kristall
_ +— 2e¢desinO=ne\ —
MonOChromat|SChe Polychromatische

Rontgenbeugung Roéntgenbeugung

Typische Datensammlungszeiten mittels Synchrotronstrahlung
Minuten ps to ms



Die Laue Methode

Stationarer Kristall, polychromatischer Rontgenstrahl

Bremsspektrum
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Renaissance durch Synchrotron Speicherringe

ANALYTICAL TECHNIQUES
product review







Synchrotron Speicherringe
Quellen intensiver Rontgenstrahlung

Energie: 6 GeV
Max. Strom: 200 mA
Revolution frequency: 355 kHz
a0 Zahl an Paketen: 1-992
o > hy Zeit zwischen Paketen : 2816-2.8 ns
D080 °
“Paket”
844 m Relativistische
Speicher RiMy~ Elektronen
P (X7, 10, p, AN, In, Ah, AG) = j n;: &:i])}:ifﬁﬂz [1+(»|,-1|,.:J)2]2 | |
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Probleme bei zeitaufgelosten Messungen




Probleme bei zeitaufgelosten Messungen

1) Zeitauflosung der Datensammlung



Probleme bei zeitaufgelosten Messungen

ha-ha-ha-ha-ha

bC) 1878 Uniiwd Faabere Synascale inc 9-7

1) Zeitauflosung der Datensammlung



Probleme bei zeitaufgelosten Messungen

[ Hmmmmm ! ) &1’;-_11]) ha-ha-ha-ha-ha

k) 1878 Uniteg Faaisre Syndstats inc 9-7 N I E gt wm

1) Zeitauflosung der Datensammlung
2) Starten der Reaktion
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Funktion des Ras-Proteins
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Wenn der Ras- Schalter
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Das Ras Protein ist ein molekularer Schalter

% HAN"
GTP
Ras-GDP

GDP |lAUS|l



Der molekulare Schalter Ras -
Schaltkreis

11 AN”

GDP “Effektor”

Signal
... Zellteilung

DY

GAP
GTPase aktivierendes Protein

Austausch
Faktoren

GTP

Ras-GDP

11 AUS”




Molekulare Schalter ausser Kontrolle

e Normale Zelle e Krebszelle, mutiertes Ras

IIANII "AN"
Effektor Effektor m

GAP

GAP

*
Ras-GDP Ras-GDP
“AUS" Ausschalten "AUS"

Ausschalten

30% aller menschlichen Tumoren
*
enthalten mutiertes Ras



Fragestellung

9

1.) Unterschiede ~==—  |Ras_GDP

2.) Mechanismus —9"' Ras-GDP
3.) Unterschiede -

Schalter

ausschalten

Krebs

® Normale Zelle ® Krebszelle, mutiertes Ras

%



Untersuchung der strukturellen Unterschiede:
Ras-GTP <« Ras-GDP

% Kristallisation von

— @D

nicht direkt moglich
Ras-GDP

LOosung:

GTP durch lichtempfindliche
Schutzgruppe vor Abbau schitzen



Vorgehensweise

Kristallisation von
Ras-GTP-Schutzgruppe
im Dunklen

Abspaltung der Schutzgruppe
durch Licht

GTP Komplex
l Verfolgen der enzyma-

10),0) )

tischen Reaktion im
Kristall

GDP Komplex

asGDP

R ¢
B
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(p21 ist der ursprungliche Name des Ras Proteins)



T3} Die GTP-Form

Nachbarn des 3.Phosphats



Konsequenzen des Verlusts des 3. Phosphats

- Anderungen in den Schalterregionen,
die mit Effektor-Molekulen wechselwirken

> Schalter 2

Schalter 1

W



Molekulare Lichtschalter

* Sehen

 Circadianer Rhythmus (Tag/Nacht)
 Bakterielle Phototaxis

* Planzen Wachstum und Bewegung
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i .Aktiyierung einer )
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Dunkelzustand Hellzustand
”AUS“ ,,An“
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Photon Absorption

durch Flavin
H.C
Jablonski Energy Diagram
( fﬁéﬁ:‘iﬂu Excited Singlet States
10—15 Seconds 2 . Vibrational
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http://www.olympusmicro.com/primer/java/jablonski/jabintro/index.html
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Aktivierung einer

|; biologischen Aktivitat

Dunkelzustand Hellzustand
LAUS® JAN”

NS

- Spektroskopie — Photozyklus

- Quantenchemie — Reaktivitaten, elektronische- und Spinzustéande,

Selektivitaten
- Raumstrukturen im Hell- und Dunkelzustand
- Dynamik
- Aktivierung der Effektordomane
- Regulation des Schalters

- Design neuer Schalter — Zellbiologische Anwendungen



Rontgenkristallographie an Makromolekulen

Ziel
Strukturaufklarung von Makromolekulen, mit dem Ziel, den der biologischen
Funktion unterliegenden chemischen Mechanismus zu verstehen.

Anwendungen

1. Zell- und Molekularbiologie

2. Chemie und Physikalische Chemie
3. Medikamenten Entwicklung

Vorteile
1. Reife Disziplin auf hohem technischem Niveau, erlaubt statische und
zeitaufgeloste Messungen
Rontgenstrukturen: ~36,000 (>5,000 in 2006), NMR Strukturen: ~6,000
2. Keine Einschrankung an die Grosse des zu untersuchenden Molekuls

Synchrotronstrahlungsquellen



Kann Proteinkristallographie noch verbessert
werden?

1. Keine Erfordernis einer kristallinen Probe.
2. Vermeidung des “Phasenproblems” durch direkte Messungen

“Cryo-Elektronenmikroskopie” mit “Einzelpartikelrekonstruktion”

erfullt diese Bedingungen bereits.
Das Problem des Strahlenschadens existiert jedoch auch dann noch.

Sind aus biologischer Sicht weitere technische Entwicklungen notig?



Ja, um den Herausforderungen durch Supramolekulare-
Komplexe zu begegnen

265 core

mRNA protecsoma

splicing P ) 205 core
APC ( proteosome
complex .

W, 7t

Histone deacetylase

Tubulin-binding complex

complex

Arp 2/3 . o y i 4 : : k # F eﬁ.. 8 TRAPP
LA

compiex complex

complex

corl

vesicle coat
TAF D

compleax

mRNA
processing

Eukaryotic translation
initiation factor 3
complex

DNA replication
factor C complex
Pal Il mediator
Mitochondrial large complex
ribosomal subunit biogenesis

Figure 2 Visualization of combined, large-scale interaction data sets inyeast. A total of 14,000 physical interactions obtained from the GRD database were represented wath the Osprey
network visualization system (see http://biodata.mshn.on.cafgrid). Each edge inthe graph represents an interaction between nodes, which are coloured according to Gene Ontclagy
G0 functional annotation. Highly connected complexes within the data set, shown at the penmeter of the central mass, are built from nades that share at least three interactions within
other complex members. The complete graph contains 4,543 nodes of —6,000 proteins encoded by the yeast genome, 12,843 interactions and an average connectivity of 2.82 per
nade. The 20 highly connected complexes contain 340 genes, 1,835 connections and an average connectivity of 5.39.



X-FEL

Freie-Elektronen-Laser, der nach dem SASE-Prinzip arbeitet
(self-amplified spontaneous emission)

Gesamtlange der Anlage: ca. 3,4 km

Lange des Beschleunigertunnels: ca 2,1 km

Tiefe unter der Erde: ca. 6 - 38 m

2 unterirdische Experimentierhallen mit je 10 Messplatzen, 2 Ausbaustufen
Wellenlange der Rontgenstrahlung: 6-0,085 nm, bzw. 10-20 GeV)
Lange der Lichtpulse: unter 100 Femtosekunden (fs)

Projektierter Start 2013, Standort Hamburg
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Potential for biomolecular imaging
with femtosecond X-ray pulses

Richard Neutze*, Remco Wouts*, David van der Spoel”, Edgar Weckert
& Janos Hajdu*

Henderson limit may be extended at very high dose rates and
very short exposure times

1=2fs t=hfs t=10fs t=—20fs t=50fs
Nature 406:752-757. 2000



Hit it hard and fast

50fs HW-HM pulse

10fs HW-HM pulse

t=—50fs t=0fs t=50fs

Nature 406:752-757. 2000



X-FEL - the best thing since sliced bread?

Scientific and Programmatic Recommendations — U.S.

1999, Leone BESAC Subpanel Report concluded:
“Novel, Coherent Light Sources” ...

“Given currently available knowledge and limited funding
resources, the hard X-ray region (8-20 keV or higher) is

Identified as the most exciting potential area for innovative
science....

... Should this new femtosecond window in imaging provide a path
to high-resolution structural information without the need for

macroscopic crystals, its impact on structural biology would be
tremendous.

Nature 406:752-757. 20&



