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Molekulare Chaperone sind ein essenzieller Bestandteil der
zelluldren Proteinfaltungsmaschinerie. Besonders bemer-
kenswert sind die Chaperone der Hsp60-Klasse, zu der auch
das bakterielle GroEL/ES-System zihlt, die das sich faltende
Protein in einem Hohlraum einschlieBen. In den vergangenen
zwei Jahrzehnten wurden viele der daran beteiligten Prozesse
aufgeklirt.! Uber den Einfluss des Chaperons auf die Kon-
formationsverteilungen und Faltungsmechanismen seiner
Substratproteine ist jedoch erstaunlich wenig bekannt.”! Die
Heterogenitit der nichtnativen Substratstrukturen im Kom-
plex mit den molekularen Maschinen im Megadalton-Bereich
gestaltet ihre experimentelle Untersuchung mit Ensemble-
methoden schwierig.” Einzelmolekiilspektroskopie, insbe-
sondere in Kombination mit resonantem Forster-Energie-
transfer (FRET), ermoglicht die Bestimmung nichtgemittel-
ter Abstinde und Orientierungen® sowie die Beobachtung
intramolekularer Abstandsdynamik im Gleichgewicht!**! und
ist damit ein vielversprechender Ansatz, um derartige Fra-
gestellungen anzugehen.”! Hier demonstrieren wir, wie Ein-
zelmolekiil-FRET zur Untersuchung von nichtnativen Kon-
formationen und der Dynamik von Rhodanese aus Rinder-
leber, einem klassischen Chaperonsubstratprotein,”® nach
Bindung an GroEL genutzt werden kann.

Um charakteristische Transfereffizienzen zu erhalten, die
eine Unterscheidung von nativen und nichtnativen Konfor-
mationen ermdoglichen, wurden zwei Rhodanesevarianten mit
komplementdren Donor- und Akzeptorpositionen unter-
sucht. Abbildungen 1c—n zeigen Transfereffizienzhistogram-
me, die aus Photonensalven von einzelnen markierten Rho-
danesemolekiilen generiert wurden, wéhrend sie frei durch
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Abbildung 1. Native Strukturen (basierend auf PDB ID1RHD) und
Transfereffizienzhistogramme der Rhodanesevarianten D102C-D219C
(Interfacevariante, linke Spalte) und K135C-K174C (Linkervariante,
rechte Spalte). a,b) Alexa-Fluorophore 488 und 594 wurden an die durch
gerichtete Mutagenese eingefithrten Cysteinreste gekuppelt. c—n) E-His-
togramme unter nativen (c,d) und denaturierenden Bedingungen (5m
Gdmdl, e,f), gebunden an GroEL nach Verdiinnung aus GdmCl (g,h)
und nach Riickfaltung durch Zugabe von GroES/ATP (i,j), gebunden an
GroEL nach Inkubation mit gefaltetem Protein bei 30°C fur 16 h (k,l)
und nach Verdiinnung aus 0.1 M Phosphorsaure (m,n). Die grauen His-
togramme wurden bei ausschlielicher Anregung des Donors aufge-
zeichnet. Fiir die blauen Histogramme kam gepulste verschachtelte An-
regung™ zum Einsatz. p(E) = Relative Haufigkeit von Ereignissen.

das Beobachtungsvolumen des konfokalen Instruments dif-
fundierten. Erwartungsgemif zeigt die Variante mit den
Farbstoffen an der Domé#nenkontaktfliche (Interfacevarian-
te) im nativen Zustand eine mittlere Transfereffizienz (E)
nahe 1 (Abbildung 1¢); die mittlere Transfereffizienz von
(E) =0.69 fiir die Variante mit den Farbstoffen an den Enden
des Peptidsegments, das die beiden Doménen verbindet
(Linkervariante), entspricht einem Abstand von 4.7 nm, nahe
dem aus der Kristallstruktur erwarteten Wert von 4.5 nm."”
Ebenfalls den Erwartungen entsprechend skaliert (E) im
entfalteten Guanidinumchlorid(GdmCl)-Zustand mit der
Sequenzseparation der Farbstoffpositionen (Abbildung 1 e,f).
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Bei Verdiinnung GdmCl-denaturierter, markierter Rho-
danese in Puffer mit einem Uberschuss an unmarkiertem
GroEL wird Rhodanese vom Chaperon vollstindig gebunden
(Daten der analytischen Gelfiltration nicht gezeigt). Um die
Moglichkeit der Bindung von Substrat an beide GroEL-
Ringe, was eine Einzelmolekiilanalyse erschweren wiirde,
auszuschlieBen, haben wir die Einzelringvariante von GroEL,
SR1, verwendet, welche das Substrat in einem 1:1-Komplex
bindet.'""!"!! Experimente mit tetradekamerem GroEL-Wild-
typ fiihrten zu identischen Ergebnissen. Die E-Histogramme
von SR1-gebundener Rhodanese (Abbildung 1gh) zeigen
eine starke Verbreiterung, ein Indikator fiir statische Hete-
rogenitit auf der Beobachtungszeitskala (ca. 1 ms, Dauer
einer Photonensalve). Fiir eine zufillige Konformationsver-
teilung wiirden wir, wie fiir das GdmCl-denaturierte Protein
(Abbildung 1e,f), eine mittlere Transfereffizienz erwarten,
die mit dem Sequenzabstand der Farbstoffe skaliert. Im Ge-
gensatz dazu weisen die E-Histogramme nativihnliche
Maxima auf (Abbildung 1c,d), was eine dem nativen Zustand
dhnliche Topologie von chaperongebundener Rhodanese
nahelegt. Mithilfe alternierender Anregung von Donor und
Akzeptor!®!¥ wurde ausgeschlossen, dass sich unter der ,,nur-
Donor“-Population!"” bei (E) ~0 Ereignisse mit sehr niedri-
ger Transfereffizienz verbergen (Abbildung 1c—n). Der
leichte, aber reproduzierbare Unterschied in der Form der
Transfereffizienzverteilungen der beiden chaperongebunde-
nen Rhodanesevarianten (Abbildung 1g,h) legt nahe, dass die
E-Histogramme charakteristisch fiir die Konformation des
Substratproteins sind. Bemerkenswerterweise ist die Form
der E-Histogramme unabhéngig von der Art der Denaturie-
rung (Abbildung 1g,h,k-n). Demnach reflektiert der chape-
rongebundene Zustand wohl nicht die Konformationsvertei-
lung unter Entfaltungsbedingungen, sondern vielmehr ein
Faltungsintermediat, das sich unmittelbar nach Verdiinnung
in die SR1-Losung bildet (Abbildung 1gh,m,n) und das
ebenso ausgehend vom nativen Zustand unter leicht desta-
bilisierenden Bedingungen populiert werden kann (Abbil-
dung k,1)."*! Dass sich nach Zugabe von ATP und dem Co-
Chaperon GroES zum Rhodanese-SR1-Komplex wieder die
fiir den nativen Zustand charakteristischen E-Verteilungen
ergeben™ (Abbildung 1c,d.i,j), belegt, dass es sich bei mar-
kierter Rhodanese um ein einwandfreies Chaperonsubstrat
handelt.

Die Dynamik der Rhodanese-Chaperon-Komplexe un-
tersuchen wir mit Korrelationsexperimenten in einem Han-
bury-Brown-and-Twiss-Aufbau.! In Abbildung2a ist die
schnelle intramolekulare Kettendynamik in 5Sm GdmCl ent-
falteter Rhodanese auf einer Zeitskala von ca. 70 ns zu sehen.
Diese Zeitskala ist der von entfaltetem Kélteschockprotein
CspTm und der Sup35-NM-Domine**! sehr dhnlich.1°! Wie

[*] Unter den hier gewihlten Bedingungen befindet sich gefaltete Rho-

danese nicht mehr im Chaperon.

[**] Allerdings zeigt (im Unterschied zu CspTm)! auch einfach mar-
kierte Rhodanese Bunching auf dieser Zeitskala, wenn auch mit
geringerer Amplitude (Abbildung 3 a), was eine quantitative Analyse
erschwert. Ahnliche Beobachtungen wurden kiirzlich auch mit dem
Sup35-Fragment gemacht, die der Fluoreszenzléschung durch
aromatische Aminosaureseitenketten zugeschrieben wurden "
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Abbildung 2. Dynamik von Rhodanese. a—c) Donor-Donor-Fluoreszenz-
intensititsautokorrelationsfunktionen Gy aus Hanbury-Brown-and-
Twiss-Start-Stopp-Experimenten.! Korrelationsfunktionen fiir die Lin-
kervariante entfaltet in 5m GdmCl (a) und gebunden an GroEL (b)
sind gezeigt. Dunkelgraue Linien markieren die Korrelationsfunktionen
der FRET-markierten Linkervariante, hellgraue die der donormarkierten
Rhodanese K174C. Die schwarzen Kurven in (a) und (b) sind Parame-
teranpassungen an die Korrelationsdaten einschliellich des Photonen-
antibunchings.” c¢) Das normierte Verhiltnis der beiden Korrelations-
funktionen aus (b) deutet auf eine Abwesenheit von Abstandsdynamik
hin. d,e) Anisotropieabklingkurve von donormarkierter Rhodanese
K174C (hellgrau) unter denaturierenden Bedingungen (d) und gebun-
den an GroEL (e). Die dunkelgrauen Daten in (e) zeigen das Abklingen
der Akzeptorfluoreszenzanisotropie bei Donoranregung fiir die Linker-
variante gebunden an GroEL. Die schwarzen Kurven in (d) und (e)
sind Parameteranpassungen von Gleichung (1) an die Daten.

andert sich die Dynamik des entfalteten Proteins bei Inter-
aktion mit GroEL? Die gleiche Messung mit GroEL-ge-
bundener Rhodanese ergibt eine Korrelation, die mit 0.2 ps
abklingt (Abbildung 2b), was auf den ersten Blick als lang-
same Abstandsdynamik fehlinterpretiert werden konnte.
Aber die ausgesprochene Empfindlichkeit der Korrelations-
amplitude gegentiber den korrelierten Polarisationsrichtun-
gen (Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen) ist ein
Hinweis auf den starken Beitrag der Rotationsbewegung des
gesamten GroEL-Rhodanese-Komplexes, die auf genau
dieser Zeitskala stattfindet.* ' Um die relativen Beitriige
von Rotations- und Abstandsdynamik zu quantifizieren,
vergleichen wir, jeweils im Komplex mit GroEL, FRET-
markierte Rhodanese mit Rhodanese, die nur mit Donor
markiert ist. Wie in Abbildung 2b zu sehen, zeigen beide
Korrelationsfunktionen dieselbe Abklingzeit. Der Quotient
aus beiden Funktionen liefert keinen Hinweis auf weitere
Komponenten (Abbildung 2c¢), was fiir eine rein durch Ro-
tation verursachte Korrelation spricht und dafiir, dass Ab-
standsdynamik auf dieser Zeitskala nicht vorhanden ist. Ein
weiteres Indiz fiir das Fehlen von Abstandsdynamik ist die
starke Korrelation der polarisierten Akzeptorfluoreszenz bei
polarisierter Anregung des Donors, die dieselbe 0.2-us-Ab-
klingzeit zeigt (Abbildung S2). Dieses Ergebnis verdeutlicht,

[*] Im Unterschied zu der mit konventionellen Fluorimetern méglichen
Konfiguration im magischen Winkel erméglicht die Geometrie kon-
fokaler Epifluoreszenzinstrumente keine einfache Eliminierung von
Polarisationseffekten auf die Korrelationsfunktionen."!
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dass die relative Orientierung von Donor und Akzeptor auf
dieser Zeitskala relativ unverénderlich ist, was dafiir spricht,
dass gleiches auch fiir ihren Abstand gilt. Die bei GdmCl-
entfalteter Rhodanese beobachtete Kettendynamik im Na-
nosekundenbereich wird also durch Bindung des Proteins an
das Chaperon unterdriickt.

Um mogliche Abstandsdnderungen auf ldngeren Zeit-
skalen zu untersuchen, haben wir zunéchst frei diffundierende
Rhodanese-GroEL-Komplexe mit subpopulationsspezifi-
scher Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie untersucht (Ab-
bildung 3). Dazu korrelieren wir nur Signale von FRET-
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Abbildung 3. Normierte Fluoreszenzintensitits-Donor-Akzeptor-Kreuz-
korrelationen und Transfereffizienzhistogramme der Linkervariante von
Rhodanese gebunden an GroEL (frei diffundierend: dunkelgrau, ober-
flichenimmobilisiert: hellgrau; Klassifizierungszeiten der entsprechen-
den Histogramme mit Pfeilen markiert). Unterbrochene Linien zeigen
die individuellen Kreuzkorrelationen (D—A und A—D, fiir 7> 0.5 ms).
Fiir frei diffundierende Molekiile wurden nur Ereignisse mit E>0.2
(dunkelgrau) fiir die Korrelation verwendet.

markierten Molekiilen mit £>0.2, um den Einfluss von
Spezies ohne aktiven Akzeptor zu minimieren, und wir ver-
wenden Donor-Akzeptor-Kreuzkorrelation zur Minimierung
des Einflusses der ps-Triplettdynamik.'”) Abstandsinderun-
gen wiirden in diesem Fall zu einer Antikorrelation zwischen
den Signalen fiihren, d.h. zu einem Anstieg in der Korrela-
tionsfunktion. Jedoch zeigen die Korrelationskurven bis ca.
100 ps keine Anzeichen fiir Abstandsfluktuationen. Um die
Zeitskalen jenseits der Diffusionszeit durch das konfokale
Volumen zuginglich zu machen, wurden Rhodanese-SR1-
Komplexe auf mit biotinyliertem Poly(L-lysin)-graft-Po-
ly(ethylenglycol) (PLL-g-PEG)®" beschichteten Deckglisern
immobilisiert. Einzelne Komplexe auf der Oberfldche
wurden durch automatisiertes Absuchen identifiziert und je-
weils bis zum Bleichen der Farbstoffe beobachtet. Uberra-
schenderweise deutet die Analyse der Donor-Akzeptor-
Kreuzkorrelation dieser Daten auf die Abwesenheit lang-
reichweitiger Abstandsdynamik in chaperongebundener
Rhodanese hin, selbst auf langen Zeitskalen. Die bei > 10 ms
einsetzende Abnahme der Korrelation wird durch Bleichen
verursacht, wie die Divergenz zwischen Donor-Akzeptor- und
Akzeptor-Donor-Kreuzkorrelation belegt (Abbildung 3).!!
Fir die Abwesenheit grofler Abstandsfluktuationen und
somit fiir eine statische Heterogenitit auf einer Zeitskala bis
zu wenigstens 100 ms spricht auch die Breite der mit unter-
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schiedlichen Beobachtungs- bzw. Integrationsintervallen er-
haltenen E-Histogramme (Abbildung 3, Einschiibe).

AbschlieBend bleibt die strukturelle Ursache der breiten
E-Verteilungen chaperongebundener Rhodanese zu klédren
(Abbildung 1). Statische Heterogenitit der Transferge-
schwindigkeit kann ihren Ursprung sowohl in einer Vertei-
lung von Abstidnden als auch in einer Verteilung von Donor-
Akzeptor-Orientierungen haben.*! Fiir mit Donor oder Ak-
zeptor einfach markierte Rhodanese in SM GdmCl wird die
Anisotropieabklingkurve r(f) von einer Komponente mit
einer Zeitkonstante von ca. 1 ns dominiert (Abbildung 2d),
was auf eine schnelle und vollstdndige Reorientierung der
Farbstoffe hinweist und damit die gebrduchliche Ndherung
von x*~2/3 fiir den Orientierungsfaktor in der Forster-
Theorie rechtfertigt.”?! Nach Bindung an SR1 ist die Aniso-
tropie aller einfach markierten Varianten (D102C, K135C,
K174C, D219C) jedoch drastisch erhoht und klingt zum
grofBten Teil auf der Zeitskala der Rotation des gesamten
Rhodanese-SR1-Komplexes ab (>100ns, Abbildung2e).
Folglich ist es fiir die Gewinnung von Abstandsinformationen
unabdingbar, die Einschrankung der Farbstofforientierungen
zu beriicksichtigen.

Zu diesem Zweck haben wir das Abklingen der Fluores-
zenzanisotropie unserer einfach markierten Rhodanesevari-
anten mit der Gleichung (1) analysiert, die den Abklingvor-
gang als kombinierten Effekt von eingeschriankter Farbstoff-
rotation (7.¢) und Rotation des gesamten Protein-Chaperon-
Komplexes (7y;) beschreibt.

1) = (e e Je e 1)

r, ist die limitierende Anisotropie der Farbstoffe,**! r__ ist die
verbleibende Anisotropie unter der Annahme eines unbe-
weglichen Protein-Chaperon-Komplexes. Unter der Annah-
me eingeschrinkter Rotationsdiffusion in einem Konus als
einfachstem plausiblem Modell fiir die Bewegung der Farb-
stoffe®! (Abbildung 4a) kann der Halbwinkel O, des
Konus mit Gleichung 2 berechnet werden,”? der fiir alle
unsere Varianten und Farbstoffe Werte zwischen 17° und 19°
ergibt.*#*]

2
T =To (%COS 6max(l + cos @max)> (2)

[*] Heterogenitit in der Quantenausbeute der Farbstoffe, beispielsweise
verursacht durch unterschiedliche lokale Umgebungen, kann aus-
geschlossen werden, da die Fluoreszenzlebensdauer (sowohl in En-
semble- als auch in Einzelmolekiilmessungen) des Akzeptors in
FRET-markierter bzw. die des Donors in einfach markierter Rhoda-
nese im Komplex mit GroEL mit der entprechenden Lebensdauer des
in 5M GdmCl entfalteten Proteins tibereinstimmt.

[**] r,=0.38 wurde in einer Matrix aus 99 % Glycerin bei —10°C be-

stimmt.

[7‘:7’::‘:

Die fehlende Bindung der freien Farbstoffe und anderer farbstoff-
markierter, kleiner Proteine und Peptide an GroEL in GréRenaus-
schlusschromatographieexperimenten (Daten nicht gezeigt) weist
daraufhin, dass diese Begrenzung der Orientierung gréftenteils auf
raumliche Einschrinkungen im Rhodanese-Chaperon-Komplex und
nicht auf direkte Farbstoff-Chaperon-Wechselwirkungen zuriickzu-
fuhren ist.
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Abbildung 4. Simulationen und strukturelle Interpretation. a) Unter der
Annahme von eingeschrankter Rotationsdiffusion der Fluorophordipole
d und @ in Konen mit dem Halbwinkel @,.,, an der Proteinoberfliche
und einer schmalen GauR-Verteilung um den Abstand R kénnen wir
sowohl den experimentell beobachteten charakteristischen Anisotropie-
abklingzeiten® (b) als auch den breiten E-Histogrammen Rechnung
tragen (c) (vgl. Abbildung 1 und 2e). Die beiden Rhodanesedominen
sind durch graue Halbkugeln angedeutet (a).

Fine weitere wichtige Information, und zwar iiber die
relative Orientierung der Farbstoffe, liefert die Anisotropie-
abklingkurve der Akzeptorfluoreszenz nach Donoranregung
(Abbildung 2¢e): In diesem Fall ist die verbleibende Aniso-
tropie anndhernd null fiir beide chaperongebundene Varian-
ten, was eine zufillige Winkelverteilung zwischen den
Konusachsen nahelegt. Eine relative Orientierung der
Konusachsen nahe dem magischen Winkel von 54.7° kann als
Erkldrung ausgeschlossen werden, da eine fundamentale
Akzeptoranisotropie (bei Donoranregung) von null die Folge
wire, was im Widerspruch zu unseren Ergebnissen steht
(Abbildung 2¢). AuBerdem wiirde eine schmale Verteilung
relativer Orientierungen gleichzeitig eine breite Abstands-
verteilung erfordern, um den breiten E-Histogrammen, die
wir beobachten (Abbildung 1g,h,k-n), gerecht zu werden,
was aber in dieser Kombination physikalisch unrealistisch ist.

Um die experimentellen Ergebnisse quantitativ interpre-
tieren zu konnen, haben wir den Transferprozess zwischen
rdumlich eingeschriankten Dipolen basierend auf dem ein-
fachsten plausiblen Modell fiir unser System simuliert (Ab-
bildung 4): Wir nehmen an, dass die relative Orientierung der
Konen fiir jeden einzelnen Rhodanese-GroEL-Komplex un-
verdnderlich, aber von Molekiil zu Molekiil zufillig verteilt
sei. Diese Annahme fiihrt zu Anisotropieabklingkurven
(Abbildung 4b), die den experimentellen (Abbildung2e)
sehr dhneln, selbst fiir den charakteristischen Abklingvorgang
der Akzeptoranisotropie nach Donoranregung. Wenn wir nun
eine Normalverteilung von Farbstoffabstinden R annehmen
(Abbildung 4a) und deren Mittelwert und Standardabwei-
chung so wihlen, dass die Ubereinstimmung zwischen simu-
lierten und beobachteten E-Histogrammen (Abbildung4c
und S3) maximal ist, erhalten wir Abstandsverteilungen von
GroEL-gebundener Rhodanese mit einem Mittelwert von
4.5+£0.5 nm und einer Breite von 0.5+ 0.2 nm fiir beide Va-
rianten. Das entspricht etwa dem Wert fiir die native Struktur
der Linkervariante, jedoch einem viel groeren Wert bezogen
auf die gefaltete Interfacevariante, was fiir eine gro3e Sepa-
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ration der Doménen spricht. Wenn wir die mittleren Ab-
stinde unserer beiden Varianten als Randbedingungen
wihlten, um in einem Strukturmodell die relativen Orien-
tierungen der beiden nativen Doméinen einzustellen, erhiel-
ten wir eine Rhodanesekonformation, die eine Bindung an
den Rand des GroEL-Rings nahelegt, der mit als Bindestellen
dienenden hydrophoben Resten besetzt ist,* eine Anord-
nung, die im Einklang mit einer Reihe fritherer Ergebnisse
ist.[27—29]

Zusammenfassend haben wir eine neue Analyse einge-
setzt, die zeitaufgeloste Fluoreszenzanisotropie- und Einzel-
molekil-FRET-Experimente kombiniert, um quantitative
Informationen iiber ein System mit eingeschrénkten Farb-
stofforientierungen zu erhalten, eine Situation, die wiederholt
in FRET-Experimenten zu Protein-Chaperon-Wechselwir-
kungen beobachtet wurde./**! In unserer Analyse definieren
die Abklingvorginge der Donor- und Akzeptoranisotropie
die Offnungswinkel der die Rotation beschridnkenden Konen,
das Abklingen der Akzeptoranisotropie bei Donoranregung
begrenzt die Verteilung der relativen Orientierungen der
beiden Konusachsen, und die Form der Transfereffizienzhis-
togramme bestimmt Mittelwert und Breite der Abstandsver-
teilung. Was sich aus diesen Messungen, zusammen mit der
Information iiber die Abstandsdynamik aus subpopulations-
spezifischen Korrelationsfunktionen, ergibt, ist das Bild eines
recht wohldefinierten Ensembles von Rhodanesemolekiilen,
das, gebunden an GroEL, einem partiell strukturierten In-
termediat dhnelt. Interessanterweise scheint die Abwesenheit
langreichweitiger Abstandsdynamik lokale Fluktuationen
nicht auszuschliefen, wie aus Proteolyseempfindlichkeit,*”*
NMR-#31 oder Fluoreszenzspektroskopie®?”! deutlich wird.
Unsere Experimente illustrieren die Moglichkeit, quantitati-
ve Abstandsinformationen aus FRET-Experimenten zu er-
halten, selbst wenn hohe Anisotropien einen starken Einfluss
von Orientierungseffekten nahelegen, und stellen einen
wichtigen Schritt bei der Erforschung der Rolle zelluldrer
Faktoren in der Proteinfaltung dar.

Experimentelles

Die Proteine wurden wie bereits beschrieben prépariert und mit den
Farbstoffen Alexa Fluor 488 und Alexa Fluor 594 markiert.'*! Die
Bindung von Rhodanese an SR1 wurde wie folgt erreicht: A) In Sm
GdmCl denaturierte Rhodanese wurde schnell zehnfach in Fal-
tungspuffer (0.1m Kaliumphosphat, S mm Magnesiumchlorid, 0.2m 2-
Mercaptoethanol, 0.001 % Tween 20, 1 mm EDTA, pH 7.0) verdiinnt,
der einen mindestens zehnfachen molaren Uberschuss an SR1-
Heptameren enthielt. B) Wie (A), aber die Entfaltung wurde in 0.1m
Phosphorsidure durchgefiihrt. C) Native Rhodanese wurde bei 30°C
16 h in Faltungspuffer mit einem zehnfachen molaren Uberschuss an
SR1-Heptameren inkubiert.

Fiir die Oberflichenimmobilisierung wurde SR1 mit (+)-Biotin-
N-hydroxysuccinimidester in einem molaren Verhiltnis von 1:7 bio-
tinyliert. 0.1 mgmL™"  PLL(20)-g[3.5]-PEG(2)/PEG(3.4)-Biotin
(50% )P wurde in 10 mm Kaliumphosphat, pH 7.0, aufgelést und in
eine eigens konstruierte Flusszelle aus Quarz appliziert. Nach 15 min
Inkubation wurde die Flusszelle mit 0.1m Kaliumphosphat, 5 mm
Magnesiumchlorid, 1 mm EDTA, pH 7.0, gewaschen; danach wurde
Avidin im selben Puffer aufgetragen. Nach 15 min Inkubation wurde
die Flusszelle griindlich gespiilt, 250-500 nm GroEL-Rhodanese-
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Komplex aufgetragen, 5 min inkubiert und die Zelle wieder mit
Puffer gewaschen.

Anisotropieabklingdaten wurden mit einem eigens konstruierten
Fluoreszenzlebensdauerspektrometer an 1 um Proben markierten
Proteins aufgenommen. Einzelmolekiil-FRET-Messungen wurden
wie bereits beschrieben mit einem angepassten konfokalen Mikro-
skop vom Typ MicroTime 200 (PicoQuant, Berlin) durchge-
fiihrt.[*3>% Weitere Einzelheiten sind in den Hintergrundinforma-
tionen zu finden.
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