Universeller Proteinadapter
RUB-Forscher entwickeln chemisch spezialisierte
Germaniumoberflache
JACS: Interaktionen von Membranproteinen mit Infrarotspektroskopie
verfolgen

Bochum, 06.03.2013
Presseinformation 67/2013

Forscher der Ruhr-Universitat Bochum haben eine neue Methode entwickelt, um Proteine an die
Oberflache von Germaniumkristallen zu heften — erstmals auch Membranproteine. Das erlaubt,
Interaktionen zwischen Molekiilen mittels Infrarotspektroskopie zeitaufgeldst bis auf einzelne Atome
genau zu verfolgen. Das Verfahren setzen sie im EU-Projekt "Kinetics for Drug Discovery, K4DD" ein, in
dem Wissenschaftler das Zusammenspiel von Arzneistoffen und ihren Interaktionspartnern ergrunden.
Mit der neuen Technik kdnnen sie nun auch sogenannte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren untersuchen,
die Wirkort fuir viele Medikamente sind. Das Team um Prof. Dr. Klaus Gerwert, PD Dr. Carsten Kétting und
Jonas Schartner vom Lehrstuhl Biophysik berichtet im "Journal of the American Chemical Society".
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Chemisch-modifiziertes Germanium - An den Germaniumkristall (grau) hefteten die
Bochumer Forscher Sauerstoffatome und erzeugten dadurch sogenanntes "aktiviertes
Germanium". Dieses diente als Andockstelle fir Triethoxysilane, an die sich wiederum
Proteine mit His-Tag binden lassen — zum Beispiel Ras. Das Schalterprotein Ras kann
zwei Zustande — "An" und "Aus" — annehmen, die die Forscher mit der Infrarot-Differenz-
Spektroskopie im Detail untersuchen konnten.

Proteine Giber Elektronenpaarbindungen an Germanium heften

Mit der Infrarot (IR)-Differenz-Spektroskopie analysieren Forscher dynamische Vorgénge in Proteinen. In einer
frlheren Studie war es Bochumer Biophysikern bereits gelungen, Proteine tber Lipide an Germaniumoberflachen
zu binden und sie so der IR-Spektroskopie zuganglich zu machen (wir berichteten im September 2012). Dabei


http://www.bph.ruhr-uni-bochum.de/pressemitteilungen/034.htm

strahlen die Forscher in den Germaniumkristall Infrarotlicht ein, das vielfach an dessen Grenzflachen reflektiert
wird. Ein Teil des Lichts tritt aus dem Kristall aus und erreicht so die auf der Oberflache gebundenen Proteine.
Friher nutzten die Forscher hydrophile Wechselwirkungen zwischen Kristall und Lipid — also Wechselwirkungen
zwischen polaren Molekilgruppen — fir die Bindung. Bei dem neuen Verfahren koppeln sie die Proteine tber eine
Elektronenpaarbindung an das Germanium. Diese ist stabiler und funktioniert sowohl fir I8sliche als auch fur
Membranproteine. "Membranproteine bendétigen eine Art Seife als Au3enhdille, ein Detergenz, welches eine
Lipidschicht abwéascht. Unsere neu entwickelte Oberflache bleibt im Gegensatz dazu stabil”, sagt Jonas
Schartner.

Chemisches Baukastensystem

Wie bei einem Baukastensystem platzierten die Wissenschaftler verschiedene Molekulschichten Ubereinander auf
dem Germaniumkristall. Zunéchst erzeugten sie auf der Germaniumoberflache Hydroxylgruppen, die jeweils ein
Sauerstoff- und ein Wasserstoffatom besitzen. Das Produkt bezeichnet man als aktiviertes Germanium. Die
nachste Schicht bildete eine neue Art von Triethoxysilanen, eine Kohlenwasserstoffverbindung, die das RUB-
Team selbst herstellte. Ein Ende der Triethoxysilane verankerten die Forscher kovalent, also tber eine
Elektronenpaarbindung, am Germanium. Das andere Ende bauten sie zu einem Proteinfanger um. An diesen
lassen sich alle Proteine kniipfen, die einen bestimmten Adapter, das His-Tag, tragen. "Es sind bereits viele
Proteine mit diesem Universaladapter verfligbar", sagt Carsten Kotting.

Kontrolliert die Germaniumoberflache modifizieren

Mit Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie und X-Ray-Photoelektronen-Spektroskopie (XPS) behielten die
Forscher im Auge, was beim Stapeln der verschiedenen Schichten auf dem Germaniumkristall passierte.
Gemeinsam mit Prof. Dr. Martin Muhler und Bastian Mei vom Lehrstuhl fir Technische Chemie konnten die
Biophysiker mit der XPS die atomare Zusammensetzung der Schichten genau bestimmen. Proteine kdnnen auch
mit anderen Techniken, etwa der "Surface Plasmon Resonance", auf Oberflachen beobachtet werden. "Dabei
erfolgt die schrittweise Modifikation der Oberflache blind", erklart Jonas Schartner. "Wir haben jeden
Modifikationsschritt live beobachtet und so eine sehr gute Kontrolle tber den Vorgang."

Funktionstest fir das neue Verfahren geglickt

Ein Test bestatigte, dass die neu gebastelte Oberflache ihren Zweck erfillt. Die Forscher bestlickten den
Germaniumkristall mit dem Schalterprotein Ras, das eine wichtige Rolle bei der Krebsentstehung spielt. Dort
lieRen sie es mit einem zweiten Molekl interagieren, das Ras an- und abschaltete. Diese beiden Zustéande — "An"
und "Aus" — spiegelten sich in den Infrarot-Differenzspektren wider. Mit der neuen Methode machte das RUB-
Team also erfolgreich eine Proteininteraktion sichtbar. In Zukunft sollen Arzneistoffe und ihre Rezeptoren auf den
Prifstand. "Mit der herkdmmlichen 'Surface Plasmon Resonance'-Methode kann nur festgestellt werden, ob eine
Interaktion stattfindet. Eine Besonderheit unserer Methode ist, dass unterschiedliche Arten von
Wirkstoffinteraktionen auch zu Unterschieden im Differenzspektrum fuhren”, so J6rn Guldenhaupt. "Durch diese
Zusatzinformation kann der Wirkmechanismus viel besser untersucht werden. Das kann bei der
Wirkstoffentwicklung entscheidend sein."

Projektforderung

Fordermittel fur das Projekt stammen vom Protein Research Department der RUB, vom Land NRW im Rahmen
des "Centers for Vibrational Microscopy" (CVM), der "Innovative Medicines Initiative" (K4DD) und vom SFB 642
"GTP- und ATP-abhangige Membranprozesse", dessen Sprecher Prof. Gerwert ist.
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