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GEORG GROTH

Strukturbestimmung von Proteinen als Schlüssel
zum molekularen Mechanismus

Einleitung
Das Arbeitsgebiet der Molekularen Strukturforschung hat sich zu einem wichtigen Feld
der modernen Lebenswissenschaften entwickelt. Diese enorme Entwicklung und die zu-
nehmende Bedeutung dieser Disziplin erklärt sich durch die Tatsache, dass für ein genaues
Verständnis der Funktion und der molekularen Arbeitsweise eines Proteins detaillierte In-
formationen zum räumlichen Aufbau absolut essenziell sind. Auf der Grundlage dieser
Strukturinformationen, insbesondere der Bindungsstellen von Enzymen und Rezeptoren,
lassen sich gezielt spezifische Wirkstoffe entwickeln. Bei medizinisch relevanten Protei-
nen eröffnet sich damit die Möglichkeit zur Entwicklung neuer Medikamente und Thera-
peutika, bei agrarwirtschaftlich interessanten Proteinen erschließen sich neue Möglichkei-
ten im Bereich des gezielten Pflanzenschutzes und der Ertragssteigerung von Nutz- und
Kulturpflanzen.

Dieser Beitrag befasst sich mit der Struktur- und Funktionsanalyse einer besonderen
Proteinfamilie – den Membranproteinen. Nach einer kurzen Betrachtung zu Vorkommen
und Aufgaben dieser Proteine in der Zelle sowie einer kurzen Darstellung der Grundlagen
der röntgenkristallographischen Strukturbestimmung werden exemplarisch zwei pflanzli-
che Membranproteine und die Arbeiten aus unserer Abteilung zur Charakterisierung ihrer
Struktur und molekularen Wirkweise vorgestellt.

Membranproteine spielen eine wichtige Rolle
bei zahlreichen zellulären Prozessen
Eine typische pflanzliche Zelle besitzt eine Vielzahl von durch Membranen abgegrenzten
Reaktionsräumen, in denen die unterschiedlichsten biochemischen Reaktionen ablaufen.
Die Membranen, die diese unterschiedlichen Reaktionsräume umgeben, bestehen aus ei-
ner Lipiddoppelschicht, in die eine Vielzahl von Proteinen eingebettet ist. Man geht der-
zeit davon aus, dass etwa ein Drittel der gesamten in einer Zelle vorhandenen Proteine in
den Membransystemen der verschiedenen Organellen lokalisiert ist. Die Aufgaben dieser
Proteine sind vielfältig und reichen vom Transport von Stoffen und der Erkennung und
Weitergabe von externen Signalen bis hin zu Systemen, die in der Lage sind, verschiedene
Energieformen ineinander umzuwandeln. Um die Funktion und das molekulare Prinzip,
nach dem diese Proteine arbeiten, verstehen zu können, ist es entscheidend, die genaue
chemische Struktur dieser Proteine zu entschlüsseln. Dazu müssen die Proteine zunächst
aus ihrer natürlichen Membranumgebung herausgelöst werden, ohne dass ihre ursprüngli-
che Struktur zerstört wird. Dies geschieht mit Hilfe milder Detergenzien, die aufgrund ih-
rer physikochemischen Eigenschaften die natürliche Membranumgebung nachahmen. Die
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Bestimmung der Struktur der isolierten Proteine kann dann über verschiedene Techniken,
wie z. B. NMR-Spektroskopie, Röntgenstrukturanalyse oder Einzelmolekülelektronenmi-
kroskopie, erfolgen. Um den detaillierten strukturellen Aufbau eines Proteins mit Hilfe der
Röntgenstrukturanalyse bestimmen zu können, einem Verfahren, das bislang die höchste
räumliche Auflösung liefert, muss das gereinigte Protein zunächst in regelmäßiger drei-
dimensionaler Anordnung kristallisiert werden. Dieser Abschnitt der Strukturbestimmung
stellt in den meisten Fällen den limitierenden Schritt des gesamten Prozesses der Struk-
turaufklärung dar, da in einem Trial-and-Error-Prozess zahlreiche Parameter, wie z. B. der
pH-Wert, die Konzentration und die Natur des Präzipitationsmittels oder der Zusatz von
Additiven, systematisch variiert werden müssen. Sobald die geeigneten Kristallisationsbe-
dingungen identifiziert worden sind und regelmäßige dreidimensionale Kristalle des Pro-
teins gewonnen werden konnten, schließt sich der nächste Schritt der Strukturbestimmung,
die Beugung von Röntgenstrahlung am Kristall und die Ermittlung der detaillierten Struk-
tur aus dem Beugungsmuster mit Hilfe von mathematischen Verfahren, an.

Abb. 1: Schematische Darstellung des Prinzips der Strukturbestimmung eines Proteins. Bestrahlt man

einen Proteinkristall mit Röntgenstrahlen, so erhält man ein charakteristisches Beugungsmus-

ter. Aus diesem Beugungsmuster kann mit Hilfe von mathematischen Verfahren auf die Elek-

tronendichteverteilung um die Atomkerne und damit auf die Positionen der einzelnen Atome

geschlossen werden.

ATP-Synthase – ein universelles Protein des Energiestoffwechsels

ATP-Synthasen, die häufig auch als F-Typ-ATPasen bezeichnet werden, sind zentraler Be-
standteil des Energiestoffwechsels in Pflanzen, Tieren und Bakterien. Eingebettet in die
Thylakoidmembran der Chloroplasten, die innere Membran der Mitochondrien oder die
Zytoplasmamembran der Bakterien können sie die in dem durch die Membran aufrechter-
haltenen Protonengradienten gespeicherte Energie in die universelle Energiewährung der
Zelle – das Molekül ATP – überführen oder durch die Hydrolyse von ATP zum Aufbau
eines Protonengradienten in den verschiedenen Membransystemen beitragen.

Insbesondere aufgrund der enormen Fortschritte, die in den vergangenen zehn bis 15
Jahren auf dem Gebiet der ATPase-Forschung gemacht wurden, verfügen wir heute über
ein recht detailliertes Bild dieses Enzyms. Dies ist vor allem den präzisen Strukturinforma-
tionen, die an den aus verschiedenen Organismen isolierten ATPasen gesammelt werden
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konnten,1 sowie ausgeklügelten Messungen an einzelnen Enzymmolekülen2 zu verdan-
ken. Diese Experimente konnten zeigen, dass das Enzym – wie Abbildung 2 verdeutlicht –
aus zwei abgegrenzten Strukturbereichen besteht, die jeweils aus mehreren Untereinheiten
aufgebaut sind.

Abb. 2: Schematisches Strukturmodel der ATP-Synthase. Verändert nach Weber und Senior (2002).

Die Kernstruktur des membranassoziierten F1-Bereichs wird von nur zwei verschiede-
nen Untereinheiten gebildet, von denen drei Kopien in alternierender Abfolge gleich den
Segmenten in einer Orange angeordnet sind. An der Kontaktfläche dieser beiden Unter-
einheiten befinden sich die Reaktionszentren, in denen das ATP-Molekül gebildet werden
kann. In der Mitte des F1-Bereichs sind zwei kleine Untereinheiten lokalisiert, die als γ-
und ε-Untereinheit bezeichnet werden. Durch die Drehung dieser beiden Untereinheiten
im Zentrum des Kernkomplexes ergeben sich Konformationsänderungen an den Kontakt-
flächen der beiden großen Untereinheiten, die die Bildung bzw. die Spaltung von ATP
ermöglichen.

Für die Bildung von ATP müssen Protonen von der Innenseite der Membran auf die
Außenseite transportiert werden. Die Spaltung kann der membranassoziierte F1-Kom-
plex, der sich relativ einfach von der Membran ablösen lässt, auch allein katalysieren.
Die graue Box im Membranbereich macht deutlich, dass wir für den in diesem Bereich
des Enzyms vermuteten Protonentransportweg noch keine genauen Strukturinformationen
besitzen. Derzeit wird auf der Grundlage eines von Wolfgang Junge3 postulierten Mo-
dells allgemein angenommen, dass in dieser Untereinheit zwei Halbkanäle existieren, die
durch einen Protonentransportweg, der die Drehung des zylinderförmigen Untereinheit-
c-Multimers bewirkt, verbunden sind. Die Drehung des zylinderförmigen Multimers soll
letztendlich die Drehung der γ- und der ε-Untereinheit im F1 Bereich bedingen. Die ge-

1 Vgl. Abrahams et al. (1994), Shirakihara et al. (1997), Bianchet et al. (1998) sowie Groth und Pohl (2001).
2 Vgl. Yasuda et al. (2001), Itoh et al. (2004) sowie Rondelez et al. (2005).
3 Vgl. Junge et al.(1997).
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samte molekulare Maschine-ATPase hat in etwa die Dimension von einem Zweitausends-
tel des Durchmessers eines menschlichen Haars – die in der wissenschaftlichen Literatur
inzwischen eingebürgerte Bezeichnung vom kleinsten molekularen Motor ist also durch-
aus angebracht.

Spezifische Charakteristika der pflanzlichen ATP-Synthase
Die chloroplastidäre ATP-Synthase unterscheidet sich in ihrer Aktivierung und Regulation
deutlich von den homologen bakteriellen und mitochondrialen Enzymen. Die hochaffine
Bindung von Adeninnukleotiden an eine katalytische Bindungsstelle und die Modulation
der Enzymaktivität durch den Redoxzustand von zwei Cysteinresten in der γ-Untereinheit
verhindern, dass eine bei niedrigen pH-Gradienten thermodynamisch begünstigte, dissi-
pative ATP-Spaltung erfolgt. Die Redoxmodulation der Enzymaktivität ist nur in höheren
Pflanzen und Grünalgen zu finden, während die entsprechende regulatorische Sequenz in
der γ-Untereinheit in Bakterien und Mitochondrien fehlt. In vivo wird die reversible Re-
duktion der γ-Untereinheit durch das Thioredoxinsystem kontrolliert, das wiederum durch
Elektronen aus der photosynthetischen Elektronentransportkette reduziert wird. Neue Ein-
blicke in den molekularen Mechanismus der Redoxmodulation konnten in Einzelmole-
külexperimenten an einem chimären α3β3γ-Komplex gewonnen werden, der neben den
Untereinheiten aus einem thermophilen Bakterium auch den regulatorischen Bereich der
chloroplastidären γ-Untereinheit enthielt. In diesen Experimenten, deren Aufbau in Abbil-
dung 3 schematisch veranschaulicht ist, konnte die Rotationsbewegung der zentralen γ-
Untereinheit über eine Markierung mit Kunststoffkügelchen im Phasenkontrastmikroskop
direkt sichtbar gemacht werden. Die Messungen zeigten eindeutig, dass die verringerte
Aktivität des oxidierten F1-Komplexes im Vergleich zum reduzierten Enzym auf häufigere
und längere Pausen in der Rotation der γ-Untereinheit im α3β3-Hexagon zurückzuführen
ist.4 Die Klärung der molekularen Ursache dieser eingeschränkten Rotation erfordert al-
lerdings noch weitere, detaillierte Strukturinformationen über die reduzierte und oxidierte
Form der chloroplastidären oder chimären γ-Untereinheit, an denen wir zurzeit arbeiten.

Die Aktivität der chloroplastidären ATPase
kann durch Phytotoxine manipuliert werden
Phytotoxine hemmen selektiv die Aktivität der Chloroplasten-ATPase, zeigen aber keinen
Effekt auf mitochondriale und bakterielle Enzyme und eignen sich damit als potenzielle
selektive Herbizide. Tentoxin, ein zyklisches Tetrapeptid aus dem phytopathogenen Pilz
Alternaria alternata, fungiert als nicht-kompetitiver Inhibitor der Chloroplasten-ATPase.
Das Toxin beeinflusst die Chloroplastenentwicklung und bewirkt eine Chlorose der Blät-
ter, so dass es letztendlich zum Absterben der Pflanze kommt. Die exakte Bindungsstelle
und der vermutliche molekulare Wirkmechanismus von Tentoxin konnten durch Kristalli-
sation und Strukturaufklärung eines CF1-Tentoxin-Inhibitorkomplexes aus Spinatpflanzen
bestimmt werden.5 Die Strukturdaten zeigen, dass der nicht-kompetitive Inhibitor annä-
hernd senkrecht zur Molekülachse an die katalytische αβ-Kontaktfläche bindet. Die Wech-

4 Vgl. Bald et al. (2001).
5 Vgl. Groth (2002).
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Abb. 3: Schematischer Aufbau der Rotationsversuche. Der F1-Komplex wird auf einer Glasplatte im-

mobilisiert und durch eine Biotin-Streptavidin-vermittelte Bindung mit Kunststoffkugeln (Durch-

messer: 350 Nanometer) markiert. Die Rotation kann nach Zugabe von ATP durch ein Pha-

senkontrastmikroskop beobachtet werden.

selwirkung mit dem CF1-Komplex erfolgt in der β-Untereinheit über Wasserstoffbrücken,
in der α-Untereinheit dagegen hauptsächlich über hydrophobe Wechselwirkungen. Die
Hemmwirkung von Tentoxin beruht den Strukturdaten zufolge vermutlich auf der Unter-
brechung der im Zuge des katalytischen Mechanismus stattfindenden Umwandlung der
Nukleotidbindungsstellen von der geschlossenen in die offene Konformation.

Mit Hilfe der am pflanzlichen Enzym gewonnenen Strukturinformationen und der Er-
kenntnisse zum mutmaßlichen molekularen Mechanismus der Tentoxinhemmung konnten
über gerichtete Mutagenese in der Folge verschiedene bakterielle Enzyme, die normaler-
weise nicht durch Tentoxin gehemmt werden, in tentoxinsensible Enzyme umgewandelt
werden.6 Diese Beispiele unterstreichen nachhaltig die große Bedeutung genauer Struktur-
informationen für die Entwicklung selektiver Wirkstoffe bzw. für die Anpassung natürlich
vorkommender Proteine an existierende Wirkstoffe.

Neben der hochaffinen, hemmenden Bindungsstelle existiert in der Chloroplasten-
ATPase noch eine weitere Bindungsstelle für ein zweites Tentoxinmolekül. Die Beset-
zung dieser Bindungsstelle hebt die Hemmung der katalytischen Aktivität auf und führt
zu einer Stimulation der ATPase-Aktivität.7 Tentoxin ist somit eher als selektiver Modula-
tor der Enzymaktivität denn als klassischer Inhibitor anzusehen, da es, anders als andere
Wirkstoffe, je nach Konzentration die Aktivität des Enzyms sowohl inhibieren als auch
stimulieren kann. Einzelmolekülexperimente bei verschiedenen Tentoxinkonzentrationen
lassen erkennen, dass die Rotation der zentralen γ-Untereinheit bei geringen hemmenden
Konzentrationen merklich verlangsamt ist und in manchen Fällen sogar komplett zum Er-
liegen kommt. Bei höheren Konzentrationen ist die Rotation dagegen wieder deutlich be-
schleunigt, gleicht aber nicht der der Ausgangssituation. Über die genaue Analyse der Ro-

6 Vgl. Groth et al. (2002) sowie Schnick et al. (2002).
7 Vgl. Steele et al. (1978), Reimer und Selman (1978) sowie Dahse et al. (1994).
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Abb. 4: Struktur des zyklischen Tetrapeptids Tentoxin (links). Bindungsstelle des Toxins in der Chlo-

roplasten-ATPase. Der sich im oberen Bereich der Struktur befindende Bindungsort ist relativ

weit von den Reaktionszentren des Enzyms entfernt, die sich etwa in der Mitte der Struktur

befinden.

tationsparameter konnte ein Modell für den molekularen Mechanismus der Reaktivierung
abgeleitet werden.8 Die Hemmung kommt demnach durch eine Blockierung der durch die
Drehung der γ-Untereinheit vermittelten Konformationsänderungen zustande. Die Reak-
tivierung ist dagegen auf einen anderen Prozess zurückzuführen, nämlich auf eine durch
das Tentoxin vermittelte verringerte Sensibilität des Enzyms gegenüber einer Hemmung
durch Adenosindiphosphat, dem Produkt der Hydrolysereaktion.

Ethylenrezeptorproteine – pflanzliche hochsensible Gasdetektoren
Phytohormone spielen in Pflanzen sowohl bei der Wahrnehmung von Umweltreizen als
auch bei der Steuerung von Stoffwechsel- und Entwicklungsprozessen eine entschei-
dende Rolle. Das Phytohormon Ethylen wirkt auf zahlreiche Prozesse in unterschiedli-
chen Abschnitten des pflanzlichen Lebenszyklus. Es kontrolliert Wachstums- und Diffe-
renzierungsprozesse, wie z. B. die Zellstreckung, die Blütenentwicklung, den Blattfall, die
Frucht- und die Samenreifung. Die so genannte „Induzierte Reifung“ von Früchten oder
Gemüse ist im Allgemeinen der in der Öffentlichkeit wohl bekannteste Prozess, der durch
Ethylen vermittelt wird. Dieser Prozess findet in den Pflanzen natürlicherweise durch das
in ihnen endogen gebildete Ethylen statt; er kann aber auch von außen durch exogene
Ethylenzufuhr gezielt ausgelöst werden. Diese kontrollierte exogene Zufuhr spielt eine
wichtige Rolle bei der Reifung von Bananen, die in grüner, unreifer Form über große
Distanzen transportiert und kurz vor dem Verkauf an den Verbraucher mit Ethylen oder
Ethylenanaloga behandelt werden. Ohne kontrollierte Ethylenzufuhr würden die Bananen
bereits während des Transports ausgelöst durch Pathogenbefall oder eine Erhöhung der
Temperatur vollständig reifen. Dieser unkontrollierte Prozess würde jedoch Nacherntever-
luste von bis zu 50 Prozent verursachen.

8 Vgl. Meiß (2007).
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Abb. 5: Darstellung von Zeitverläufen der ATP-getriebenen Rotation der γ-Untereinheit über die ge-

samte Messzeit des Einzelmolekülexperiments bei verschiedenen Tentoxinkonzentrationen

(unten). Waagerechte Abschnitte charakterisieren Rotationspausen. Die Rotation der an die γ-

Untereinheit angehefteten Kunststoffkugeln wurde mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops

beobachtet und analysiert (oben).

Neben den zahlreichen Effekten, die Ethylen auf die pflanzlichen Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse hat, spielt das Phytohormon auch bei der Vermittlung verschie-
dener externer Stressfaktoren eine wichtige Rolle, wie z. B. bei Trockenheit, Hitze oder
Kälte. Ethylen kann in nahezu allen pflanzlichen Geweben aus der Aminosäure Methionin
gebildet werden, wobei die Syntheserate allerdings stark vom Gewebetyp und Entwick-
lungszustand der Pflanze abhängt. Die molekularen Komponenten, die an der Ethylen-
wahrnehmung und -weiterleitung beteiligt sind, und ihre vermutliche Abfolge in der Si-
gnalkaskade konnten mit Hilfe eines molekulargenetischen Testsystems identifiziert wer-
den, das auf der phänotypischen Ausprägung (triple response) von Keimlingen im Dun-
keln in Gegenwart von Ethylen beruht.9 Die schematische Darstellung des Signalweges
in Abbildung 6 veranschaulicht, dass an diesem Signalprozess verschiedene Membran-
proteine beteiligt sind, die für die Wahrnehmung und Weiterleitung des Ethylensignals
verantwortlich sind.

Die Abbildung verdeutlicht, dass an den Prozessen der Ethylenwahrnehmung und Si-
gnalweitergabe zahlreiche Komponenten beteiligt sind. Die Abteilung für biochemische
Pflanzenphysiologie konzentriert sich in ihren Arbeiten vor allem auf die an der Signal-
kette beteiligten Membranproteine. Wir wollen mit unseren Arbeiten herausfinden, wie
die am Beginn der Kaskade lokalisierten Ethylensensoren auf molekularer Ebene funk-
tionieren, über welche Änderungen in diesen Proteinen das Signal innerhalb der Kaskade
weitergegeben und die spezifische Antwort auslöst wird, aber auch, wie das im Zentrum

9 Vgl. Bleecker et al. (1988) sowie Guzman und Ecker (1990).
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des Signalweges befindliche Membranprotein EIN2 das Ethylensignal aufnimmt und an
die nachgeschalteten Komponenten der Signalkette weitergibt.

Abb. 6: Schematische Darstellung des Ethylensignalweges in Arabidopsis thaliana.

Betrachtet man die am Beginn der Wirkkaskade befindlichen Rezeptorproteine, von de-
nen in Arabidopsis thaliana fünf verschiedene Formen identifiziert werden konnten, unter
rein schematischen Gesichtspunkten, so kann man feststellen, dass sie alle einen ähnli-
chen modularen Aufbau besitzen. Sie gliedern sich in eine in der Membran befindliche
Bindedomäne, an die das Ethylenmolekül mit hoher Affinität bindet, und eine außerhalb
der Membran liegende Kinase- und Regulatordomäne. Einigen Formen fehlt die Regula-
tordomäne, anderen fehlt ein charakteristischer Aminosäurerest in der Kinasedomäne.

Um die räumliche Struktur und den molekularen Mechanismus der Rezeptorproteine zu
verstehen, sind große Mengen dieser Proteine erforderlich. In den Membranen der pflanz-
lichen Zellen sind die Proteine jedoch nur in geringen Mengen vorhanden. Also muss man
versuchen, die Proteine in geeigneter Weise auf anderem Wege herzustellen. Dies ist für
kleine lösliche Proteine inzwischen Routine, nämlich die Produktion in einem Bakterium
oder in eukaryontischen Zellen. Für Membranproteine ist es jedoch jedes Mal eine neue
Herausforderung, d. h., es ist extrem schwierig, andere Zellsysteme zu „überzeugen“, diese
aufgrund ihrer Membrandomäne teilweise sehr hydrophoben Proteine in größeren Mengen
zu produzieren. In unserer Abteilung ist es uns jedoch gelungen, das ETR1-Rezeptorpro-
tein, das als Prototyp der Ethylenrezeptorfamilie gilt, in einem Bakterium herzustellen
und aus diesem Bakterium in größeren Mengen zu reinigen.10 Den gereinigten Rezeptor
versuchen wir derzeit zu kristallisieren, um dann mit Hilfe der Röntgenstrukturanalyse

10 Vgl. Voet van Vormizeele und Groth (2003).
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detaillierte Aussagen zum räumlichen Aufbau dieses Sensors machen zu können, der, wie
Experimente in Pflanzen vermuten lassen, bereits auf nanomolare Konzentrationen von
Ethylen reagiert.

Bevor man über aufwändige Verfahren die Struktur eines isolierten Proteins bestimmt,
muss man selbstverständlich nachweisen, dass das isolierte Protein die Reinigung gut
überstanden hat und noch in seiner „ursprünglichen räumlichen Konstruktion“ vorliegt.
Dies gelingt meist über den Nachweis, dass das gereinigte Protein noch die Aktivität be-
sitzt, die es in der Zelle zeigt. Experimente in planta legen nahe, dass der Ethylenrezeptor
durch die Übertragung eines aus einem ATP-Molekül stammenden Phosphatrestes in be-
stimmten Positionen spezifisch modifiziert wird.

Abb. 7: Schematischer Aufbau des Ethylenrezeptorproteins ETR1, das aus einer Ethylenbindedo-

mäne, bestehend aus drei transmembranen Helices (grau), einer Histidinkinasedomäne (rot)

und einer Antwortregulatordomäne (blau) besteht. Der mutmaßliche Aminosäurerest, der

phosphoryliert wird, ist durch ein Symbol hervorgehoben (oben). Einbau von radioaktivem

Phosphat in das gereinigte rekombinante Rezeptorprotein (unten).

Dieser autokatalytische Einbau von Phosphat in den gereinigten Rezeptor konnte
mit Hilfe einer radioaktiv markierten ATP-Verbindung erfolgreich nachgewiesen werden
(Abb. 7). Bei gleicher Menge an markiertem ATP erhält man mit zunehmender Protein-
menge einen zunehmenden Einbau des Phosphates in den isolierten Rezeptor. Der Rezep-
tor verfügt also über einen spezifischen molekularen Schalter, mit dem er ein- und ausge-
schaltet werden kann. Aber wann ist er aktiv und wann inaktiv? Studien mit verschiedenen
Mutanten des Ethylensignalweges lassen vermuten, dass der Rezeptor in Abwesenheit von
Ethylen aktiv ist und durch die Bindung des Phytohormons inaktiviert wird. Messungen
mit dem gereinigten rekombinanten ETR1-Rezeptor konnten diese Hypothese erstmals
bestätigen. In Gegenwart von Cyanid, einer Verbindung, die aufgrund ihrer strukturellen
Eigenschaften und ihrer Elektronenverteilung die Wirkung von Ethylen nachahmt, zeigt
der Rezeptor keinen Einbau von Phosphat in das Protein mehr.

Das Membranprotein EIN2 ist eine
zentrale Komponente des Ethylensignalweges
Das Rezeptorprotein EIN2 nimmt molekulargenetischen Untersuchungen zufolge eine
zentrale Rolle im Ethylensignalweg ein und vermittelt die Signalübertragung zwischen
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der löslichen Ser-Thr-Kinase CTR1 und den Transkriptionsfaktoren der EIN3-Familie.11

Der Mechanismus der Signalaufnahme und -weitergabe ist jedoch noch nicht geklärt. Die
Frage, wie CTR1 das Ethylensignal an EIN2 weiterleitet und wie EIN2 die EIN3-Tran-
skriptionsfaktoren aktiviert, gehört derzeit sicher zu den interessantesten und spannendsten
Aspekten des Ethylensignalweges. Auch ist EIN2 das einzige derzeit bekannte Gen, bei
dem Funktionsverlustmutationen zur vollständigen Unempfindlichkeit sowohl gegenüber
endogenem als auch gegenüber exogen verabreichtem Ethylen führen.12 Die Expression
hoher Mengen der C-terminalen, vermutlich außerhalb der Membran liegenden Domäne
von EIN2 (Aminosäuren 454–1294) in EIN2-Funktionsverlustmutanten bewirkt in den
adulten Pflanzen eine konstitutive Ethylenantwort und belegt, dass dieser Bereich eine
wichtige Funktion bei der Weiterleitung des Ethylensignals zu den Zielgenen hat. Bei
der Expression des hydrophoben N-terminalen Bereichs (Aminosäuren 1–480) oder des
Volllängenproteins ist dagegen keine konstitutive Ethylenantwort in den transgenen Pflan-
zen nachzuweisen.13 Im Gegensatz zu den in den adulten Pflanzen beobachteten Effekten
reicht die Expression der hydrophilen C-terminalen Domäne des EIN2-Proteins allerdings
nicht aus, um in Keimlingen eine vollständige triple response zu induzieren; d. h., dass ent-
weder die Menge an überexprimiertem und funktionellem C-terminalem EIN2-Fragment
für die Auslösung der triple response zu gering ist oder dass die Membrandomäne von
EIN2 für die während der Keimung in der Dunkelheit vermittelten Ethyleneffekte ebenfalls
erforderlich ist. Um die Struktur und den molekularen Mechanismus des EIN2-Rezeptors
aufzuklären, benötigt man ausreichende Mengen des isolierten Proteins. Ebenso wie die
Proteine der Ethylenrezeptorfamilie kommt EIN2 in der Pflanze allerdings nur in sehr
geringer Menge vor und muss daher rekombinant hergestellt werden. Zu diesem Zweck
wurde EIN2 aus einer c-DNA-Bank etiolierter Arabidopsis thaliana-Keimlinge in ver-
schiedene Vektoren eines bakteriellen Expressionssystems kloniert. Neben dem vollstän-
digen Protein wurden außerdem der N-terminale Membranbereich (Aminosäuren 1–486)
und die C-terminale, außerhalb der Membran lokalisierte Domäne (Aminosäuren 479–
1294) kloniert. In systematischen Expressionsstudien konnten mit diesen unterschiedli-
chen Konstrukten dann Bedingungen identifiziert werden, unter denen die C-terminale
Extramembrandomäne exprimiert wird, die in planta zur Rettung von EIN2-Funktions-
verlustmutationen ausreicht. Mit Hilfe verschiedener chromatographischer Verfahren kann
die Extramembrandomäne des EIN2-Rezeptors aus dem bakteriellen Expressionssystem
isoliert und gereinigt werden.

Sowohl bei den Proteinen der Ethylenrezeptorfamilie als auch beim Rezeptorprotein
EIN2 halten wir damit nun ausreichende Proteinmengen in Händen, um systematische
Kristallisationsstudien durchführen zu können. Ziel der Abteilung für biochemische Pflan-
zenphysiologie in den kommenden Jahren ist es, die Struktur der am Ethylensignalweg
beteiligten Membranproteine mit hoher Auflösung zu bestimmen, um den molekularen
Mechanismus von Ethylenwahrnehmung und -weiterleitung zu verstehen und damit bis in
die molekularen Dimensionen vorzudringen, die bei der ATPase schon Realität sind.

11 Vgl. Roman et al. (1995) sowie Chao et al. (1997).
12 Vgl. Roman et al. (1995) sowie Chen und Bleecker (1995).
13 Vgl. Alonso et al. (1999).
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Ausblick

Von großer Bedeutung für die röntgenkristallographische Strukturanalyse von biologi-
schen Makromolekülen war der Erwerb einer zur Untersuchung von Proteinkristallen ge-
eigneten Röntgenanlage an der Heinrich-Heine-Universität, die Ende 2006 durch die ge-
meinsame Initiative des Kollegen Lutz Schmitt (Biochemie, Abteilung für Membrantrans-
port) und mir, Georg Groth (Biochemie der Pflanzen, Abteilung für Biochemische Pflan-
zenphysiologie), mit der Unterstützung zahlreicher Geldgeber beschafft werden konnte.
Mit der neuen Röntgenanlage, der in der Abteilung für biochemische Pflanzenphysiologie
und der Abteilung für Membrantransport vorhandenen Infrastruktur und dem Know-how
beider Abteilungen in der Kristallisation und Strukturanalyse von Membranproteinen so-
wie durch die enge Kooperation mit dem Forschungszentrum Jülich besitzt die Heinrich-
Heine-Universität die maßgeblichen Voraussetzungen, um den angestrebten Profilbereich
Strukturbiologie erfolgreich realisieren zu können. Die Beschaffung der Röntgenanlage,
die nur durch das Zusammenwirken vieler Geldgeber gelingen konnte, ist ferner ein sehr
gutes Beispiel für die lebendige und gelungene Kooperation zwischen den Fächern der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät sowie zwischen der Mathematisch-Na-
turwissenschaftlichen und der Medizinischen Fakultät an unserer Universität.
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