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Einleitung 1

1 Einleitung

Fiir alle Lebewesen ist der Austausch von Informationen mit der dusseren Umgebung fiir das
Uberleben und die evolutionire Entwicklung von essentieller Bedeutung. Auf der zelluldren
Kommunikationsebene ist der erste Schritt der Ubertragung von Signalen stets der Empfang
eines Reizes durch die Zielzelle. Das Resultat ist eine hochspezifische biochemische Antwort,
die den Organismus befihigt auf unterschiedliche Lebens- und Umweltbedingungen zu
reagieren. Im Laufe der Evolution entwickelten Organismen hierzu komplexe Netzwerke von
intrazelluldren Signaltransduktionswegen an denen eine Vielzahl von Eiweismolekiilen
beteiligt sind. Eiweismolekiile, welche dussere Reize empfangen, werden im Allgemeinen
unter dem Begriff Rezeptorproteine zusammengefasst, die das Signal an sogenannte
Effektorproteine weitervermitteln. Die Reaktion der Zelle nach Aktivierung einer
Signaltransduktionskaskade ist vielseitig und reicht von der Steuerung von Protein- und
Enzymaktivititen bis hin zur Regulation des Zellzyklus und der Genexpression im Zellkern.
Rezeptorproteine sind in der Zelle intrazelluldr und membranstindig lokalisiert. Wohingegen
intrazelluldire = Rezeptoren von lipophilen Signalstoffen aktiviert werden, sind
membranstindige Rezeptoren vorwiegend fiir die Signaliibertragung von hydrophilen
Liganden {iber die Zellmembran zusténdig.

Eine grosse Klasse von membranstindigen Rezeptoren sind die G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs), welchen eine wichtige pharmakologische Bedeutung zukommt, da viele
Krankheiten auf eine Fehlfunktion dieser Proteine zuriickzufiihren sind [1]. Dies kommt in
der Tatsache zum Ausdruck, dass heutzutage mehr als 40 % aller klinisch eingesetzten
Pharmazeutika gegen diese Proteinfamilie gerichtet sind [2] [3]. Zu den GPCRs zdhlen unter
anderem die metabotropen Rezeptoren fiir Hormone und Neurotransmitter, Geschmacks- und
Geruchssensoren sowie Lichtrezeptoren [4].

GPCRs besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal sieben Membran-durchspannende o-
Helices und werden aus diesem Grund auch als 7-Transmembran Helix-Rezeptoren
bezeichnet. Aufgrund der bislang einzigen Kristallstruktur eines GPCRs, des Lichtrezeptors
Rhodopsin (Rho) [5] dient Rho als Modellsystem fiir die gesamte Familie der 7-
Transmembran Helix Rezeptoren.

Rho ist ein Photorezeptor, welcher den komplexen Sehprozess in der Retina des Auges
hoherer Organismen iiber das G-Protein Transduzin initiiert [6]. Strukturell eng verwandte

Lichtrezeptoren zum Rho, sind in allen Dominen des Lebens (Eukaria, Eubakteria und
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Archaea) zu finden und konnen funktionell in Sensoren, Ionenpumpen und Ionenkanile
aufgeteilt werden.

Ein Beispiel fiir Sensoren sind in Archaebakterien (Halobacterium salinarum) beschrieben,
die Sensorischen Rhodopsine I und II (sRI und II) vermitteln die Phototaxis der Zelle, indem
sic das Lichtsignal auf ihre Effektorproteine (Htrs) iibertragen und intrazelluldre
Signaltransduktionskaskaden iniziieren, die den Organismus befdhigen auf verdnderte
Spektraleigenschaften der Umwelt zu reagieren [7] [8]. Daneben sind die archaebakteriellen,
lichtgetriebenen Ionenpumpen Bakteriorhodopsin (bR) [9] und Halorhodopsin (hR) [10] an
der zelluldren Energiekonversion beteiligt, indem sie Protonen oder Chloridionen entgegen
den elektrochemischen Gradienten iiber die Zellmembran pumpen (zusammengefasst in [11]).
Der resultierende Protonengradient wird von der Zelle zur Darstellung von Energie in Form

von ATP durch das Enzym ATP-Synthase verwendet.

In den letzten Jahren wurden weitere Rhodopsine in vielen Organismen entdeckt. So wurden
z.B. in Protozoa Chlamydomonas rheinhardii lichtaktivierbare Ionenkandle (Chops)
beschrieben [12] [13]. Die Funktion des aus dem Schimmelpilz Neurospora crassa isolierten
Rhodopsins Nopl [14] ist weiterhin unklar. Die Entdeckung von Proteorhodopsin (PR) in
unkultivierten y-Proteobakterien in der Montery Bucht, USA erdffnete eine neue Sichtweise
iiber die phototrophe Energiekonversion dieser Purpurbakterien neben der
Photosynthesereaktion [15] [16]. Die Verbreitung des PR-Gens ist jedoch nicht auf eine
einzige ozeanographische Lage limitiert. Z.B. konnten mittels Genom-weiter ,,Shotgun‘-
Sequenzierung von DNA isoliert aus nur 200 Liter Meerwasser eine ungewohnlich hohe
Vielfalt von iiber 782 PR-homologen Genen beschrieben werden [17] [18].

Im Vergleich dazu ist die Anzahl an putativen Genen fiir GPCRs in einzelnen hdheren
Organismen, deren Genomsequenz bekannt ist, in einer vergleichbaren Grossenordnung; z.B.
der Invertebraten Drosophila melanogaster (Fruchtfliege) mit bereits 211 Transkripten
(1.5°% der Gesamtzahl aller Gene) [19] und Caenorhabditis elegans mit 284 Transkripten
(1.5°%) [20] oder im humanen Genom mit 616 Transkripten (2.3°%) [21].

Die Vielzahl an putativen Genen, ausschliesslich aus der Proteinfamilie der GPCRs, zeigt
deutlich die Grenzen einer auf konventionellen, proteinchemischen Techniken basierenden
Expressions- und Funktionsanalyse auf, bei welcher die Darstellung und Reinigung von
einzelnen Genprodukten im Vordergrund steht. Die funktionelle Charakterisierung der
Genprodukte fiir die Entwicklung von neuen Medikamenten erfordert jedoch schnelle

Expressions- und Analysemethoden.
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Fir die Expression von grossen Genbibliotheken sind heutzutage automatisierbare
Hochdurchsatzscreening-Anlagen (HTS) kommerziell erhiltlich, welche es ermdglichen eine
grosse Anzahl von Genprodukte in einem miniaturisierten Format schnell darzustellen. Diese
Anwendung von HTS-Methoden beschrinkt sich aber insbesondere auf die Expression von
l6slichen Proteinen. Fiir assoziierte oder integrale Membranproteinen, wie im Falle der
GPCRes, sind derartige Verfahren bislang nur wenig beschrieben.

Grundsatzlich konnen zwei Ansitze fiir die Expression von Proteinen unterschieden werden:

die in vivo und die in vitro Proteinsynthese, die im Folgenden néher erldutert werden sollen.

In vivo Proteinsynthese

Die in vivo (zellbasierte) Expression kann homolog (Expression in gleichem Organismus)
sowie heterolog (Expression in fremdem Organismus) durchgefiihrt werden. Da die homologe
Expression zum Teil mit hohen Kultivierungsaufwendungen verbunden ist, haben sich in den
letzten Jahrzehnten leichter handhabbare prokaryotische Organismen (wie Escherichia coli)
oder eukaryotische Organismen (vorwiegend Hefen wie Saccaromyces cerevisiae oder Pichia
Pastoris) fiir die mengenmalige Synthese von Proteinen etabliert.

Die Formulierung von allgemeinen Expressionsparametern von Proteinen ist jedoch nur sehr
eingeschrankt moglich, da sich Proteine gewohnlich signifikant in deren physikalischen und
biochemischen FEigenschaften unterscheiden [22]. Schwierigkeiten bei der funktionellen
Expression ergeben sich insbesondere dann, wenn die Genprodukte in der Zelle instabil sind
und entweder als unlosliche Aggregate prazipitieren oder von endogenen Proteasen abgebaut
werden. Die Synthese von zytotoxischen Proteinen, zu denen auch viele integrale
Membranproteine, gehdren, stellt eine Limitierung der zellbasierten Expression dar [23].

Fiir die funktionelle Charakterisierung der Genprodukte ist es hdufig notwendig diese aus
Zell-Lysaten zu reinigen. Die bestehenden Methoden beziiglich der Reinigung konzentrieren
sich jedoch insbesondere auf der Optimierung von Konditionen fiir individuelle Proteine.
Obwohl allgemein anwendbare affinitdtschromatographische Methoden durch die
Verwendung von Reinigungs-Tags verfiigbar sind, bleibt die Reinigung der Genprodukte ein
limitierender Faktor bei der Funktionsanalyse.

Die Herstellung von gereinigten Proteinen ist jedoch nicht die direkte Voraussetzung fiir eine
detaillierte biophysikalische Charakterisierung, falls eine spezifische Proteinaktivitét
bestimmt werden kann wie z.B. Enzymaktivitit, intrinsische Absorption/ Fluoreszenz oder

Ladungstransport. Eine attraktive Moglichkeit, bei der die Genprodukte nicht gereinigt
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werden miissen, ist die heterologe Expression von membranstindigen Proteinen in
Zellkulturen (z.  B. Xenopus laevis Oozyten) in Kombination sensitiven
elektrophysiologischen ,,Voltage-“ oder ,,Patch-Clamp*“-Techniken [24]. Der universelle
Charakter dieser Methode wird dadurch unterstrichen, dass bereits eine Vielzahl von
Ionenkandlen und -pumpen derart untersucht werden konnten, unter anderem auch viele
Lichtrezeptoren [25] [13]. Mit Hilfe der in vivo Fluoreszenzmarkierung mittels Stopp-Kodon
Suppression von artifiziell modifizierten Suppressor-tRNAs wird diese Methode auch fiir
Proteine die nicht zu der Familie der Ionenkanédle oder —pumpen gehoren anwendbar, wie am

Beispiel des Neurokinin-2 GPCRs gezeigt werden konnte [26].

In vitro Proteinsynthese

Die zellfreie Proteinsynthese wurde 1964 von Holland J.J. & McCarthy B.J. [27] beschrieben
und von Zubay G. [28] weiterentwickelt. Ausgehend von prokaryotischen oder
eukaryotischen Zell-Lysaten, welche alle Komponenten des ribosomalen Translationsapparats
besitzen, konnen Proteine mit einer RNA-Matrize oder im gekoppelten Transkriptions-
/Translationssystem mit DNA hergestellt werden. Grundsdtzlich konnen aus jedem
Organismus Extrakte fiir die zellfreie Synthese gewonnen werden. Kommerziell sind zellfreie
Syntheseextrakte aus E.coli, Weizenkeimen oder Reticolozyten erhaltlich.

Die Palette von Proteinen, die bereits in zellfreien Synthesesystemen erfolgreich hergestellt
werden konnten ist breit und reicht durch alle Proteinklassen [29], wobei die dargestellten
Mengen stark vom zu exprimierenden Protein und verwendeten Zellextrakt abhéngig sind.
Obwohl die Ausbeuten an exprimiertem Protein in einem zellfreien System vergleichbar sind
mit der in vivo Expression (mg/l Kulturvolumen) fiihrt die Limitierung in der Ansatzgrosse
(ml-Volumen) zu geringen Proteinmengen. Um die Proteinausbeuten zu erhohen wurden in
den letzten Jahren spezielle Durchflussreaktoren entwickelt, in denen hdhere
Syntheseausbeuten erzielt werden konnten. Heutzutage findet die zellfreie Proteinsynthese
insbesondere in der kostengiinstigen '*N/"*C-Isotopenmarkierung von Proteinen fiir die NMR-
Strukturanalyse Anwendung [30] aber auch der effizienten Inkorporation von unnatiirlichen
Aminosduren mittels Suppression von Stopp-Kodons um Proteine ortspezifisch z.B. fiir die
Funktionsanalyse zu modifizieren [31]. Die in vitro Expression bietet im Vergleich zur in vivo
Expression den Vorteil, dass die chemische Umgebung der Reaktion fast beliebig modifiziert
werden kann. Der Zusatz von Protein-stabilisierenden Komponenten wie Detergenzien,

Lipide, Faltungshilfsproteine [32] oder Proteinaseinhibitoren, aber auch ubiquitire Cofaktoren
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kann unter kontrollierten Bedingungen und in definierten Konzentrationen erfolgen. Aus
diesem Grund erdffnet sich fiir die Expression von Proteinen, die in vivo aggregieren und
nicht funktionell hergestellt werden kdnnen oder zytotoxisch sind neue Alternativen. Die in
vitro Proteinexpression ist nicht auf die Synthese einzelner Proteine beschriankt, sondern auch
im Bereich der HTS-Methoden, insbesondere fiir 16sliche Proteine, beschrieben [33] [34]. Die
Verwendung von Ol/Wasser-Emulsionen [35] oder Liposomensuspensionen [36] [37] in
Kombination mit der zellfreien Synthese ermdglicht eine Art zellulire Kompartmentierung
der Proteinexpression im Nanoliter-Maflstab fiir die Anwendung von modernen
Sortierverfahren wie z.b. Fluoreszenz-aktivierter zytometrischer Sortierung (FACS). Eine
besondere Herausforderung stellt die funktionelle zellfreie Synthese von Membranproteinen
dar, deren komplexer Faltungsprozess neben den proteinogenen Eigenschaften zusétzlich von
den Charakteristika der hydrophoben Umgebung abhéngt. Die Membraninsertion von vielen
integralen Membranproteinen ist zwar ein enzymatisch gesteuerter komplexer Prozess,
welcher aber auch spontan verlaufen kann. Zur Untersuchung derartiger Faltungsprozesse in
einem in vitro System eignet sich die Methode der zellfreien Expression, die im Folgenden

erortert werden sollen.

Enzymatisch katalysierte Membranproteinfaltung

Die enzymatisch katalysierte Membranproteinfaltung, als auch der Export von
zytoplasmatischen Proteinen iiber die Membran hinweg in das Periplasma oder den
Extrazellularraum verlduft {iber komplexe Faltungswege (sogenannte Translokons) an denen
verschiedene membranstindige und —assoziierte Proteine beteiligt sind. Welchen
Translokationsweg ein Protein in der Zelle erfdhrt wird durch spezifische N-terminale
Signalsequenzen festgelegt.

Fiir zytoplasmatische Proteine konnen der SecA/B-Faltungsweg, welcher mit der
Proteintranslation gekoppelt ist (cotranslational), und das Tat-Translokon ,,Twin Arginine
Translocon® (posttranslational) unterschieden werden. Ein weiterer cotranslationaler
Faltungsweg ist das SRP-Translokon ,Signal Recognition Particle”, welchem eine
bedeutende Rolle bei der enzymatisch katalysierten Membranproteinfaltung zukommt
(Funktion zusammengefasst in [38]).

Eine hohe Dichte von Translokons, als auch Proteine, welche die Glykosilierung und
Oligomerisierung von Membranproteinen katalysieren, sind im endoplasmatischen Retikulum

von eukariotischen Zellen oder zelluldren Lipid-Vesikeln (Mikrosomen) enthalten. Diese aus
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Pankreas oder Eileiter isolierten Mikrosomen sind erfolgreich bei der funktionellen zellfreien
Synthese von Membranproteinen eingesetzt worden, wie am Beispiel des 2 adrenergen
GPCR [39], des homooligomeren a7 nikotinische Acetylcholin GPCR [40], des humanen
ohaker“-Kalium-Kanals [41], ,,Gap Junction Connexine [42] oder des Coronavirus M-
Protein [43] gezeigt werden konnte.

Aufgrund der Vielzahl an Proteinen in der mikrosomalen Membran ist eine direkte
funktionelle Analyse der Genprodukte mittels sensitiven elektrophysiologischen
Detektionsmethoden, wie planaren Lipiddoppelschichten, jedoch erschwert. In diesem Fall
miissen die in vitro synthetisierten Membranproteine, wie bei der zellbasierten Expression,
zeitaufwendig solubilisiert, gereinigt und rekonstituiert werden um Funktionsanalysen

durchfiihren zu konnen.

Spontane Membranproteinfaltung

Neben dem enzymkatalysierten Insertionsmechanismus iiber Translokons ist die spontane
Faltung von integralen Membranproteinen in eine hydrophobe Umgebung bestehend aus
Lipiden oder Detergenzien ein noch wenig verstandener Prozess [44] [45]. Bei dem
offensichtlich die biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften der hydrophoben
Umgebung im Hinblick auf den Insertionsmechanismus des untersuchten Proteins optimiert
sein miissen. Die zellfreie Expression von Membranproteinen in einem System mit
artifiziellen Stabilisatoren und eine systematische Untersuchung der hydrophoben Umgebung
auf die Membraninsertion des Proteins ist bislang jedoch nur vereinzelt beschrieben.

Vor Kurzem konnten die E.coli endogenen integralen Membranproteine EmrE [46] und der
mechanosensitive MscL-Kanal [47] in Detergenzumgebung in einer solubilisierten Form
hergestellt werden. Die Verwendung von doppelschichtenausbildenden Lipiden in der
zellfreien Synthese von Membranproteinen ist vereinzelt beschrieben, wie im Falle der E.coli
endogenen Proteine Lactose-Permease LacY [48], KcsA Kalium-Kanal [49] oder kleiner
Multidrug-Transportproteine [50]. Jedoch ist ein iiberzeugender Funktionalititsnachweis der
zellfrei dargestellten Proteine aufgrund fehlender sensitiver Assaysysteme noch nicht
erbracht.

Die heterologe zellfreie Proteinsynthese von integralen Membranproteinen in eine artifizielle
Lipidumgebung ist, bis auf das 53 Aminosdure bestehende Pf3-Protein [S1], noch nicht

beschrieben. In diesem Zusammenhang stellt insbesondere die heterologe zellfreie Synthese
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von politopen Membranproteinen, wie z.B. 7-Transmembran Helix Rezeptoren, in E.coli
Zellextrakten eine besondere Herausforderung dar.

Bislang konzentrieren sich die Anwendungen der zellfreien Synthese von intergralen
Membranproteinen ausschliesslich auf die funktionelle Expression der Genprodukte, d.h. die
Optimierung der hydrophoben Umgebung durch Zugabe von Detergenzien oder Lipiden zum
Reaktionsansatz. Dies wirft die Frage auf, ob es fiir integrale Membranproteine moglich ist,
ausgehend von einer DNA-Matrize in einem gekoppelter in vitro Transkription/Translation
System, die spontane Membraninsertion in eine artifizielle und definierte hydrophobe

Umgebung sowie die direkte Funktionsanalyse zusammenzufiihren (Abb. 1.1).

DNA Matrize

1. Transkription

5 ' GAAGGAG memmm= ATG . . .
3 ' CTTCCTC s TAC. . .

' RNA-Polymerase

mRNA ?3.56?5 Wachsende
"9'0 Polypeptidkette
Substratquelle F -
hv 3. Membraninsertion
- Artifizielle hydrophobe
Veranderte Lipidumgebung
spektrale )

Eigenschaften

HN
Ladungs-
transport

4. Funktionsanalyse

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Kombination aus in vitro Membranproteinsynthese in einem
gekoppelten Transkriptions-/Translationssystem ausgehend von einer DNA-Matrize mit der Faltung in eine
definierte artifizielle hydrophobe Umgebung und direkter spektroskopischer oder -elektrophysiologischer
Funktionsanalyse. Hier am Beispiel eines 7-Transmembran Helix Lichtrezeptors dargestellt, der nach Absorption
von Licht einer bestimmten Wellenldnge verdnderte spektrale Eigenschaften aufweist und Ladung {iber die

Membran transportiert.

Ein derart modifiziertes System wiirde fiir sensitive spektroskopische HTS-Techniken oder

elektrophysiologische Detektionsmethoden wie planare Lipiddoppelschichten oder
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modifizierte Oberflichen im Chipformat [52] [53] geeignet sein und wire unabhingig von
geringen Syntheseausbeuten und aufwendiger Reinigung der Genprodukte.

Ein Vergleich von funktioneller in vitro Proteinsynthese kombiniert mit einer unmittelbaren
Charakterisierung eines integralen Membranproteins mit der klassischen in vivo Expression
und darauffolgenden Funktionsanalyse von gereinigtem Genprodukt wére ein erster Schritt
um die Anwendbarkeit eines solchen Systems in Bezug auf die Expressionsmethode
abzuschitzen. In dieser Arbeit sollen hierzu verschiedene Rhodopsin-homologe Proteine aus

Archae- und Eubakterien verwendet werden.
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Im zweiten Teil der Arbeit soll ein kiirzlich entdecktes marinebakterielles Rhodopsin, das im
griinen Spektralbereich absorbierende Proteorhodopsin (PR), dessen Funktion bisher nicht
ndher charakterisiert worden ist, eingehender untersucht werden. Hierzu werden Methoden
der heterologen in vivo Expression verwendet.

Proteorhodopsin ist ein integrales Membranprotein, welches sieben a-helicale transmembrane
Helices (A-G) besitzt und als photoaktives Pigment Vitamin A (Retinal) bindet. Eine Analyse
der Primirsequenz von PR zeigt die Lage der sieben hydrophoben Sekundirstrukturelemente

im Protein, die den sieben transmembranen Helices von Rhodopsinen zugeordnet werden

konnen (Abb. 1.2).

Helix ___ Helix Helix _ Helix__Helix Helix___ Helix _ COH

H.N A Bl C D El— e G

S 2k N o
N R A wm N

(=]

,
LA
=3

Durchschnittshydrophobizitat
Cornette-Skala (10 As)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Aminosaure

Abb. 1.2: Hydrophobizititsdiagramm von PR (Auftragung der Durchschnittshydrophibizéit von 10 Aminoséuren
berechnet nach der Cornette Methode (Programm Bioedit, Ver. 7.0.5, www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)
und Zuordnung zu den charakteristischen Sekundérstrukturelementen von 7-Transmembran Helix Rezeptoren

(Helix A-G).

Obwohl PR nur eine Primérsequenzholomogie von 38 % in Bezug auf das archaebakterielle
bR besitzt, sind Aminosiuren, die fiir die Funktion essentiell sind, insbesondere in Helix C
und G, hoch konserviert. Dazu gehdéren K231 (bR K216), an welches der Retinal-
Chromophor kovalent iiber eine Schiff’sche Base gebunden ist, der primire Protonenakzeptor
D97 (bR D85) und -donor E108 (bR D96) sowie D227 (bR D212), R94 (bR D82) und

mehrere Aminosduren der Retinalbindungstasche (Abb. 1.3).
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NH —f} HalixA )—

bR - MLEL-- —-IvEE- VSQAQI'ﬂRPEWIWL LMGLG LY L KGMG DPDA
PR MKLLLILGSVI FARGGE DLDASDYT'-———VSFW SALLAS FYERD - AKWIS
— Helix B )—ﬂ Helix C )

O 70 lUD
O

- oo fiois
bR LSI ILLG TMVPFGE‘.QNIYW F T LVDH-
PR TSLTVSGITG] s ~-WIET-[gD-SETVF— ILAEA

—A) Helix D y—F) Helix E r—
110 120 130 140 150 160
] P
bR —DQG’I‘I LVGA IMIGTGLVGALT K-VYSYRFVWW ML AESM
PR TNVAGSHFKKLLVESLVMLVFGYMGEAGI --MAAWPAFI GCL E‘.GK CNTA
—_—A] Helix F - Helix G r—
| lTO 180 190 200 210 220 |
bR EfARTFKVLRNVTVVL TE- E IET LEMVLEVSARVGHE uaL LLRS
PR S OBAYNTMMYIIIFG GYFT ITYNLABFVNKI LNl I WNV
CO,H
230 240
st | v wn Jasesnn]s e
bR RAIFGEAEAPEPSAGDGARATSD
PR AVKESSNA

Abb. 1.3: Primér- und Sekundirsequenzvergleich von PR mit bR. Die Nummerierung der Aminoséuren ist auf
die bR-Sequenz bezogen. Die konservierte Aminosdure PR K227 bzw. bR K216, an die das Retinal gebunden
ist, ist in gelb unterlegt. Konservierte Aminosduren der Retinalbindungstasche sind in rot, fiir die Funktion

essentielle Aminosduren in blau und weitere konservierte Aminoséuren sind in griin unterlegt.

Da die Primir- und insbesondere die Sekundirstruktur von PR hohe Ahnlichkeit mit bR
besitzt, kann ausgehend vom Primérsequenzvergleich der beiden Proteine und einer
bekannten Kristallstruktur von bR [54] ein dreidimensionales Modell von PR berechnet
werden, welches in der folgenden Abbildung dargestellt ist (Abb. 1.4). Deutlich zu erkennen
sind die sieben transmembranen a-Helices, der Retinal-Chromophor (griin) und ausgewihlte

konservierte Aminosauren.
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Abb. 1.4: Dreidimensionales Model von PR basierend auf der bR-Kristallstruktur 1C3W [54] optimiert mit der
Molekulardynamiksimulation ICM (MolSoft L.L.C, La Jolla, CA, USA). Retinal (griin), priméarer
Protonenakzeptor (D97) und -donor (E109) (blau), konservierte Aminosduren der Retinal-Bindungstasche (rot)

und konservierte Aminosduren in der Porenregion (violett).

Proteorhodopsin und die hohe Vielzahl an homologen marinebakteriellen PR-Proteinen
konnen in zwei Subfamilien unterschieden werden die im griinen und blauen Spektralbereich
absorbieren [15] [55]. Die bathochrome Verschiebung der Absorptionsmaxima des Retinal-
Chromophors im Vergleich zu freiem Retinal in Losung sind abhdngig von der
Proteinumgebung. Diese sogenannte ,,Opsin-Verschiebung® ist spezifisch fiir das jeweilige
Rhodopsin und liegt in der Grdssenordnung von 10 cm™. Bislang wurden nur wenige
spektroskopische Untersuchungen von griin-absorbierendem PR verdffentlicht. Erste statische
und zeitaufgeldste absorptionsspektroskopische Daten im visuellen und infraroten
Spektralbereich zeigen hohe Ahnlichkeit zu archaebakteriellen Rhodopsinen [56]. PR

durchlduft nach der Absorption eines Photons eine charakteristische Photoreaktion, deren
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detaillierte kinetische Analyse bislang jedoch noch nicht vorliegt. Genauso sind die
elektrophysiologischen Eigenschaften von PR nicht ndher untersucht. Zwar konnte gezeigt
werden, dass PR exprimierende E.coli Zellen bei Bestrahlung mit griinem Licht bei
physiologischem pH Protonen nach Aussen pumpen [15], der Pumpmechanismus wurde aber
nicht ndher untersucht. Insbesondere eine Zuordnung der  verschiedenen

Photozyklusintermediate in Bezug auf den Ladungstransport wurde nicht getroffen.
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Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist die Etablierung eines auf E.coli Zellysaten basierten in vitro
Biosynthesesystems zur funktionellen Expression von integralen Membranproteinen. Die
zellfreie Synthese soll in Gegenwart einer artifiziellen hydrophoben Umgebung zu einem
funktionellen Protein fithren. Dies soll am Beispiel der archaebakteriellen Retinalproteine bR,
NphR, NpsRII, des eubakteriellen PR und des pharmakologisch interessanten humanen
GlyRal untersucht und optimiert werden.

Zunichst soll durch radioaktive Markierung der in vitro Syntheseprodukte, der Einfluss von
verschiedenen Membranprotein-stabilisierenden Komponenten im zellfreien System
untersucht werden. Nach Optimierung der Syntheseparameter soll die Funktionalitidt der
zellfrei dargestellten Proteine ohne vorherige Reinigung durch selektive spektroskopische und
elektrophysiologische Untersuchungen bestétigt werden. Geplant ist mit diesem Ansatz eine
schnelle Expressionsmethode zu entwickeln, mit der die Funktionsanalyse von
Membranproteinen unmittelbar durchgefiihrt werden kann.

Mit Hilfe der heterologen in vivo Expression sollen der humane GlyRal sowie das
eubakterielle PR und die zwei eukaryotischen Retinalproteine Nopl und Chopl in E.coli
Zellen funktionell dargestellt und gereinigt werden. Die spektroskopischen Eigenschaften des
PR sollen statisch und zeitaufgelost analysiert werden. Dabei sollen insbesondere die
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zur archaebakteriellen Ionenpumpe bR und deren
strukturellen Ursachen durch ortsspezifische Mutagenese gekliart werden. Weiterhin sollen die
spektroskopischen Untersuchungen durch lichtinduzierten Ladungstransportmessungen an
planaren Lipiddoppelschichten ergénzt werden.

Ein Vergleich der zellfreien Proteinsynthese mit der heterologen Expression von
Membranproteinen in E.coli Zellen soll die Moglichkeiten und Anwendbarkeit der beiden

Systeme aufzeichnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von p.a. Qualitit und stammten von den Firmen
Aldrich (Heidenheim), Baker (GroB-Gerau), Bio-Rad (Miinchen), Fluka (Neu-Ulm), Gibco-
BRL (Neu Isenburg), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Steinheim).

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Boehringer (Mannheim), Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg) und New England Biolabs (Schwalbach) bezogen.

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte mit dem Pfu-DNA Polymerase-System von Promega
(Mannheim).

Ligationen wurden mit T4-DNA-Ligase von Gibco BRL (Neu Isenburg) durchgefiihrt.
RNaseA stammte von Boehringer (Mannheim) ebenso Proteinase K.

Der 1 kB DNA-Marker stammte von Gibco BRL (Neu Isenburg).

Die fiir die Zellanzucht verwendeten Antibiotika und das all-trans Retinal waren von Sigma
(Steinheim), Néhrmedien (Caseinhydrolysat und Hefe-Extrakt) von Gibco BRL (Neu
Isenburg).

Der verwendete LMW-Proteinmarker enthielt a-Lactalbumin (14.4 kD), Trypsininhibitor
(20.1 kD), Carboanhydrase (30 kD), Ovalbumin (45 kD), Albumin (66 kD) und
Phosphorylase b (97 kD) der Rainbow '‘C-Proteinmarker enthielt Lysozyme (14.3 kD),
Trypsininhibitor (20.1 kD), Carboanhydrase (30 kD), Ovalbumin (45 kD), Phosphorylase b
(66, 97 kD) und Myosin (220 kD) beide wurde von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
bezogen ebenso (L)-[U-"*C]-Leucin.

Proteinase Inhibitor Cocktail und RNase Inhibitor wurde von Roche (Penzberg) bezogen.
T7RNA-Polymerase wurde von Stratagene (La Jolla, CA, USA), E.coli tRNAs und (L)-
Aminosduren von Sigma (Steinheim) bezogen.

Lipide und Detergenzien waren von Sigma (Steinheim) sowie Avanti Polar Lipids (Alabaster,

Alabama, USA).
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2.2 Instrumentation

Die Fermentation der E.coli Bakterien erfolgte in temperierbaren Schiittlern der Firma New
Brunswick (Niirtingen) unter aeroben Bedingungen. Fermentation im 30 Liter Malstab
erfolgte im Fermenter der Firma Braun Biotech GmbH (Melsungen). Die Zellen wurden an
einem Ultraschallgerdt der Firma Branson Ultrasonics (Danbury, CT, USA) oder in einem
Mikrofluidizer M-110S der Firma Microfluidics (Newton, MA, USA) aufgeschlossen.

Die Elektrotransformation kompetenter E.coli Zellen wurden mittels eines GenePulsers der
Firma Biorad (Miinchen) in Elektroporationkiivetten der Firma Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA) durchgefiihrt.

Sedimentationen erfolgte in den Zentrifugen RC28S und RC5B der Firma Sorvall (Bad
Homburg) in den Rotoren SS-34, F28/36 sowie GS3 und in der Ultrazentrifuge L8-70 der
Firma Beckman-Coulter (Fullerton, USA) in den Rotoren Ti70, Ti45 und SW28.
Polymerase-Kettenreaktion wurden in den Thermocyclern PCR-Express und PCR-Sprint der
Firma Hybaid (Heidelberg) durchgefiihrt.

DNA-Sequenzierung erfolgte mit einem ABI Prism 373 DNA-Kapillarelektrophorese-
Sequenzierungsgerit von Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) oder wurde von der
Firma AGOWA (Berlin) durchgefiihrt.

Ni-NTA Superflow Sdulenmaterial wurde von der Firma Qiagen (Hilden), Streptaktin-
Makroprep Saulenmaterial von der Firma IBA (Goéttingen) und DEAE Fastflow
Sdulenmaterial von der Firma Amersham Pharmacia Bioscience (Freiburg) bezogen.

Die préparative zellfreie Proteinexpression wurde im RTS500 Cycler von Roche (Penzberg)
durchgefiihrt.

Polyacrylamid-Gelelektrophoresen erfolgten mit dem Mini-PROTEAN II-System der Firma
Biorad (Miinchen), fiir radioaktive Proben wurden Einmal-Gelkassetten der Firma Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).

Radioaktivitdit wurden auf Detektionsplatten im Phosphoimager FLA-5000 der Firma
FujiFilm (Stamford, CT, USA) detektiert oder im Searle-MarkIII-Szintillationszdhler der
Firma Zinsser Analytik (Frankfurt) mit Ready Protein” Szintillations Cocktail von Beckman-

Coulter (Fullerton, USA).
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2.3 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

Bakterienstimme

XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA, USA):
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB lacl®Z4AM15 Tn10 (Tet")]

BL21(DE3) (Stratagene, La Jolla, CA, USA):
F- dcm ompT hsdS(rb-mb-) gal A(DE3)

C41(DE3) [57]:

F- dcm ompT hsdS(rb-mb-) gal A(DE3)

D10 [58]:

rna-10, relAl, spoT1, metB1l

Plasmide

pET27b(+)
pET27bmod

pUCI9

pUCBM20
pET27bmod bom
pET27bmod Nphop
pET27bmod Npsopll
pTLN PR
Chopl-Genkonstrukt

pTLN Nopl
hGlyRa1-Genkonstrukt

Novagen (Abingdon, UK)

Klostermeier et al. [59]

New England Biolabs (Schwalbach)

Boehringer (Mannheim)

Zur Verfiigung gestellt von M. Engelhard (MPI Dortmund)
Zur Verfiigung gestellt von M. Engelhard (MPI Dortmund)
Zur Verfiigung gestellt von M. Engelhard (MPI Dortmund)
Zur Verfiigung gestellt von T. Friedrich (MPI Frankfurt)
Zur Verfligung gestellt von P. Hegemann

(Universitdt Regensburg)

Zur Verfiigung gestellt von T. Friedrich (MPI Frankfurt)
Zur Verfiigung gestellt von E. Bamberg (MPI Frankfurt)



Material und Methoden 17

Oligonukleotide

Alle folgenden Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Géttingen) bezogen.

T /Promotor 57-TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG GAA-3’
T7Terminator 57-CTA GTT ATT GCT CAG CGG TGG C-3~
PR-Ndel-hin 57-GCG AGC CAC CAT ATG AAA TTA TTA C-3~
PR-Xhol-rev 57-CAG ATC TCT CGA GAG CAT TAG AAG-3’
PRD97N-hin 57-TAG ATA CAT TAA TTG GTT ACT AAC AGT T-3”
PRD97N-rev 57-AAC TGT TAG TAA CCA ATT AAT GTA TCT A-3’
PRStrepll-hin

57-TCG AGT GGA GCC ACC CGC AGT TCG AAA AAT GAA TTC G-3~

PRStrepll-rev
57-CAC CTC GGT GGG CGT CAA GCT TTT TAC TTA AGC GAT C-3~

Nopl-Ndel-hin 57-CAT GGT CTA CAT ATG ATC CAT CCA G-3~
Nopl-Nhel-rev 5”-AGA TCT CTC GCT AGC GTC CTC CTC GC-3~
Nopl+PRL-Pstl 5”-CCC TTG GCG CTG CAG GCC ACC-3~

Chopl-Ncol-hin 5“-AGG ATC CAT GGC CCG TCG TCC CTG GTT G-3~
Chopl-Hindlll-rev 5-CCA AGC TTA TAC AAA AGA ATA TGT TCA TGG ATT-3
Chopl+PRL-hin 5”-TGA TGA ACC CGC AGT CAT TTA C-3”
Chopl+PRL-rev 57-GTA AAT GAC TGC GGG TTC ATC A-3~
Chopl+PRL-Pstl-hin

57-ATA ATG GCT CTG CAG TTT GTA TCC CA-3”
hGlyRal-Ndel-Primer(+L)-hin

57-CAA AGG ACC TGA CAT ATG TAC AGC T-3~
hGlyRal-BamHI-6xHis-EcoRI-Hybrid-hin

5”-GAT CCC CAC AAC CAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA ATT CA-3~
hGlyRal-BamHI-6xHis-EcoRI-Hybrid-rev

57-CTC GAT GAA TTC AGT GGT GGT GGT GGT GGT GCT GGT TGT GGG-3”
hGlyRal-PelB-EcoRV-hin

5“-GGC TGA AGA TAT CCG CTC CGC AAC-3¢

hGlyRal-PelB-Hindll1-rev
5“-GTA TAT CCA AAG CTT TCC AGT TGC A-3°¢
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2.4 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders erwahnt, wurden molekularbiologische Methoden nach Sambrook J. [60]

und Ausubel F. [61] angewendet.

241 Zellanzucht

Die Anzucht der E. coli Zellen erfolgte in LB Medium (10 g Caseinhydrolysat, 5 g
Hefeextrakt, 5 g NaCl auf 1 Liter H,O, pH 7.2) oder 2TY Medium (16 g Caseinhydrolysat,
10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl auf 1 Liter H,O, pH 7.2) unter Verwendung von 10 ml
Reagenzgldsern oder 25 — 5000 ml Erlenmeyerkolben bei 37°C und 160-200 rpm in einem
Schiittler. Fiir die Anzucht gréerer Mengen E. coli Bakterien zur Proteinpraparation wurde
ein 30 Liter Fermenter benutzt.

Um Hintergrundexpression zu erniedrigen wurde Minimalmedium verwendet (0.2 g/l NH4Cl,
2.0 g/l (NH4)2S04, 3.25 g/l KH,PO4, 2.5 g/l KoHPO,, 1.5 g/l NaH,PO42 Hy0, 2 % (wW/v)
Glucose Monohydrat sterilfiltriert. Zum Minimalmedium wurden Spurenelementen zugesetzt
(1000x Spurenelemente-Losung sterilfiltriert in 5 N HCl: 10 g/l CaCl,-2 H,O, 10 g/l
FeSO47 H,0O, 2.5 g/l AlCI;:6 H,O, 2.5 g/l MnSO4+H,0, 1.75 g/l CoCl,6 H,O, 0.5 g/l
Na,MoO42 Hy0, 0.5 g/l ZnSO47 H0, 0.25 g/l CuCly'2 H,O, 0.124 g/l H3BO;). Die
Zellvermehrung wurde mittels Triibungsmessung bei einer Wellenldnge von 578 nm verfolgt.
Zur Selektion von E. coli Zellen wurde dem Medium das entprechenden Antibiotikum

(25 pg/ml Tetrazyklin, 50 pg/ml Kanamycin bzw. 100 pg/ml Ampicilin) zugesetzt.

2.4.2 lsolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA fiir analytische Restriktionen wurde nach alkalischer Lyse der E. coli Zellen
nach Birmboim H.C. und Doly J. [62] isoliert, indem die genomische DNA durch
Zentrifugation entfernt und der Uberstand mit einem Volumeniquivalent Phenol versetzt und
anschlieBend zweimal mit einem VA Chloroform extrahiert wurde. Zur Fillung der Plasmid-
DNA wurden 2,5 VA absolutes Ethanol zugesetzt und zentrifugiert (14.000 rpm, 20 min, RT,
Eppendorf Tischzentrifuge). Die DNA wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet
und in 20 pl Wasser mit 10 pg/ml RNase A aufgenommen.

Die priparative Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mittels der Anionenaustauschermaterial

Qia-Tip-20, Qia-Tip-100 oder Qia-Tip-500 (Qiagen, Hilden, Germany). Abweichend von der
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Arbeitsvorschrift des Herstellers wurde das Lysat vor dem Auftragen auf das Sdulenmaterial

mit 10 pg/ml RNAse A fiir 1 h bei 37°C inkubiert.

2.4.3 Amplifikation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [63] amplifiziert. In der
Regel wurden 20 ng DNA-Matrize, 25 pmol Primer, 5 nmol jedes der vier dNTP's und 0.5 U
Pfu-Polymerase (Promega, Madison, USA) in 50 pl Anséitzen verwendet. Die Amplifikation
der DNA im Thermocycler erfolgte durch ,,Hot-start“-PCR in zwei Schritten. In einem ersten
Schritt wurden fiinf Zyklen mit (1) 15 s bei 96°C, (2) 30 s bei einer Temperatur von -5°C
unter der Schmelztemperatur der verwendeten Primer und (3) 60 s — 120 s (abhéngig von der
Lénge des zu amplifizierenden Fragments) bei 72°C durchgefiihrt. Im zweiten Schritt wurden
fiinfzehn Zyklen mit (1) 15 s bei 96°C, (2) 30 s bei der Schmelztemperatur der Primer und (3)
60 s — 120 s bei 72 °C durchgefiihrt. Ortsspezifische Mutationen wurden mit der "Overlap-
Extension"-Methode nach Ho et al. [64] eingefiihrt.

2.4.4 Analyse und Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur Analyse und Isolierung von DNA-Fragmenten wurde die horizontale Agarose-
Gelelektrophorese verwendet. Hierzu wurden die DNA-Proben in Probenpuffer (TBE-Puffer:
89 mM Tris, 89 mM Borsédure, 0.9 mM EDTA, pH 8.9 unter Zusatz von 10 % (w/v) Ficoll-
400, 0.025 % (w/v) Bromphenolblau, 0.025 % (w/v) Xylencyanol) aufgenommen und auf
Gele mit 0.7 — 1.2 % (w/v) Agarose in TBE-Puffer gegeben. Durch Zugabe von 0.6 mg/l
Ethidiumbromid wurden die DNA-Banden gefarbt. Die Trennung der DNA-Fragmente
erfolgte durch das Anlegen einer Spannung von 3-4.5 V/cm. Zur Isolierung von DNA-
Fragmenten wurde ein Gel-Extraktions-Kit (Qiagen, Hilden, Germany) verwendet, nachdem

die gewiinschte Bande aus dem Gel geschnitten wurde.
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2.45 Restriktion von DNA

DNA wurde durch einstiindige Inkubation bei 37°C mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym geschnitten. Die Menge des eingesetzten Enzyms sowie die Wahl des

Puffers erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.4.6 Phosphorylierung und Hybridisierung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurde durch einstiindige Inkubation bei 37°C mit 20 U T4-
Polynukleotidkinase und 50 nmol ATP 5’-phosphoryliert. Die eingesetzte Menge an
Oligonukleotid betrug 100 pmol in 20 pl. Zur Hybridisierung wurden je 100 pmol des 5’-
phosphorylierten Oligonukleotids 10 min bei 98°C erhitzt, dann iiber einen Zeitraum von
1 Std. im Heizblock auf RT abgekiihlt. Die hybridisierten Oligonukleotide wurden iiber
Sephadex G25-Sdulenmaterial (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) nach

Angaben des Herstellers entsalzt.

2.4.7 Ligation von DNA

Ligation von DNA erfolgte durch dreistiindige Inkubation mit T4-DNA Ligase. Dazu wurden
100 ng geschnittenes DNA-Plasmid mit dem zweifachen molaren Uberschul an Fragment
und 1 U T4-DNA Ligase in 20 pl bei RT inkubiert. Darauthin wurden die Ligationsansitz
10 min bei 65 °C inaktiviert.

2.4.8 Transformation von E. coli Zellen

Kompetente E. coli Bakterien wurden durch Elektroporation mit Plasmid-DNA nach der
Methode von Dower W.J. et al. [65] transformiert.

Hierzu wurden 2 ng ,,supercoil“-Plasmid-DNA bzw. 20 ng DNA eines Ligationsansatzes in
20 pl mit 80 ul einer 10%igen Glycerinsuspension elektrokompetenter Zellen (ODs7g = 100)
vermengt und in eine Elektroporationskiivette mit einem Elektrodenabstand von 2 mm
gegeben. Die Transformation erfolgte mit einem GenePulser (BioRad, Miinchen, Germany)
durch einen Puls von 1,5 kV, 800 Q, 25 puF und einer Zeitkonstante von 10 * 2 sec.
Anschliefend wurden die Zellen in 1 ml LB-Medium aufgenommen, 1 h bei 37°C und

200 rpm geschiittelt und auf antibiotikahaltigen LB-Agar Platten ausplattiert.
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2.4.9 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte auf der Basis fluoreszenzmarkierter Didesoxyterminatoren
nach Angaben des Herstellers. Dazu wurden 1 pg DNA mit 6 pl Big-Dye-Terminator-Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 10 pmol Sequenzierungsprimer und 2 pl
DMSO in 20 pl Wasser mittels PCR amplifiziert.
Folgender PCR-Zyklus wurde 25 mal durchlaufen:

96°C (10 s) = 55°C (5§ s) > 60°C (4 min)
Anschliefend wurden die Reaktionsprodukte mit Ethanol gefdllt und das Pellet nach
einmaligem Waschen mit 70 % (v/v) Ethanol an der Luft getrocknet.
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2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Proteinexpression in E.coli Zellen und Proteinreinigung

Die Expressionskultur wurde mit einer {iber Nacht gewachsenen Vorkultur (ODs7g ~ 4-6) auf
eine ODs7g ~ 0.06 angeimpft und bis zur mittleren logarithmischen Wachstumsphase (ODs75 ~
1.0) geschiittelt (160 rpm, 37°C). Die heterologe Expression von Protein erfolgte durch
Zugabe von 0.1-1 mM IPTG. Bei Induktion wurden gleichzeitig essentielle Cofaktoren wie
z.B. 10 uM all-trans Retinal in Ethanol zugegeben. Die Expressionskultur wurde nach
Induktion 2.5-4 Stunden geschiittelt (160 rpm, 20-37°C, Lichtauschluss). Der Aufschluss der
Zellen erfolgte mittels Ultraschall-Behandlung oder im Mikrofluidizer. Die Membran wurde
bei 100.000xg, 1 h, 4°C ultrazentrifugiert und mit 1:100 Kulturvolumen A, tiber Nacht bei
leichtem Riihren (4°C, Lichtausschluss) solubilisiert. Unldsliche Bestandteile wurden mittels
nochmaliger Ultrazentrifugation abgetrennt. Die Reinigung von Protein erfolgte mittels
Affinititschromatographie an Ni-NTA Superflow (Qiagen, Hilden) oder Strepavidin-
Sepharose bzw. Makroprep-Sdulenmaterial (IBA, Gottingen). Fiir die Reinigung mittels Ni-
NTA wurde das Sdulenmaterial mit By, equilibriert. Nach Auftragen des Solubilitats
(Flussrate ~1 ml/min) wurde mit 10 Sdulenvolumina Cyern gewaschen und mit Dyep, eluiert.
Fiir die Reinigung mittels immobilisiertem Streptavidin wurde das Sdulenmaterial mit Bpem
equilibriert, die Probe aufgetragen und mit 10 S&ulenvolumina Byen gewaschen. Das
gebundene Protein wurde mit 5 mM Desthiobiotin in Byen (Sigma, Steinheim) eluiert.
Das iiberschiissige Imidazol bzw. Desthiobiotin wurde daraufin mittels DEAE-
Anionenaustauschermaterial entfernt. Dazu wurde das Eluat auf 30 mM NaCl mit E em
verdiinnt und auf das mit Fnem equilibirierte Sdulenmaterial aufgetragen. Es wurde mit
5 Saulenvolumina F,er, gewaschen und das Protein mit Gpen €luiert.
Puffer:

Amem 300 mM NacCl, 50 mM Natriumphosphat pH = 8, 2% (w/v) DDM

Bmem ~ Wi€ Apem, aber 0.05% (w/v) DDM

Coem  Wi€ Bpem + 40 mM Imidazol

Dpem Wi€ Bpem T 200 mM Imidazol

Enem 10 mM Tris/HCI pH = 8, 0.05% (w/v) DDM

Fem 30 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH = 8, 0.1% (w/v) DDM

Gmem 500 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH = 8§, 0.1% (w/v) DDM
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2.5.2 Rekonstitution von Proteinen in Lipide

Die Rekonstitution von Detergenz-solubilisierten Proteinen erfolgte in polare Lipide der
Purpurmembran aus H.salinarum isoliert nach einer Vorschrift von Kates et al. [66] oder
SUVs bestehen aus Phospholipiden (Préparation sieche Abschn. 2.5.7). Hierzu wurde die
Proteinlosung auf 1 M NaCl, 50 mM Natriumphosphat pH 8 eingestellt. Nach Zugabe von
Lipiden (molares Verhéltnis Lipid/Protein = 25) wurde das Detergenz mittels Detergent-
Adsorber Biobeads (Boehringer, Mannheim, Germany) {iber Nacht unter Lichtausschluss bei
leichtem Riihren entfernt. Eine homogenere Rekonstitution konnte beobachtet werden, wenn
die Proteinldsung vorab auf < 2 x CMC verdiinnt wurde. Das rekonstituierte Protein wurde
ultrazentrifugiert (100.000xg, 4°C, 1 h) und einmal mit dem entsprechenden Puffer

gewaschen.

2.5.3 Immobilisierung von rekonstituiertem Protein in Polyacrylamid

Zur Erhohung der Proteinstabilitit iiber einen weiten pH- und Temperaturbereich sowie zur
Erniedrigung elastischer Lichtstreuung bei absorptionsspektroskopischen Untersuchungen
wurde das rekonstitiuierte Protein in 16.5%igem Polyacrylamid immobilisiert. Dazu wurden
600 pl Proteinsuspension (ODsyonm = 5-6) mit 300 ul 49.5% (w/v) Acrylamid 3% (w/v)
N’,N’-Bisacrylamid, 4.5 pl 10% (w/v) APS sowie 1.5 pl N’,N°N’,N’-Tetramethyl-
ethyldiamin versetzt und in einer Gelkammer (Schichtdicke: 1 mm) polymerisiert. Das
auspolymerisierte Gel wurde darauthin in kleine Stiicke (0.5 cm x 1.5 cm) geschnitten und im

entsprechenden Puffer bei 4°C gelagert

2.5.4 Bestimmung des Extinktionskoeffizienten von Retinalproteinen

Der Extinktionskoeffiziente des Retinalchromophors in Proteorhodopsin kann mit Hilfe des
bekannten Extinktionskoeffizienten von Retinaloxim 33.600 M ¢cm™ berechnet werden [67].
Hierzu wurde solubilisiertes Proteorhodopsin in 10 mM Hepes/NaOH pH 10 mit 10 mM
Hydroxylamin versetzt und eine Stunde unter moderatem Rithren mit griinem Licht bestrahlt
(Wolfram-Kaltlichtlampe, 150 W, A > 480 nm). Um die Reaktion komplett auf die Seite des

Retinaloxims zu iiberfithren wurde mit konz. H,SO4 auf pH ~3 eingestellt.
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2.5.5 Bestimmung des Retinal-Isomerenverhaltnisses von Retinalproteinen

Zur Bestimmung des Isomerenverhiltnisses von dunkel- und lichtadaptiertem
Proteorhodopsin wurde das Retinal nach der Methode von Scherrer et al. 1989 [99] extrahiert
und mittels Normalphasen-HPLC getrennt (Séule: Prontosil 120-3-OH, Bischoff
Analysentechnik, Leonberg, Germany). Laufmittel A: n-Hexan, B: EtOAc, Gradient: 80%
(v/v) A 10 min, 80% A — 100% A in 2 min, 100% A 5 min, 100% A — 80% A 2 min,
Flussrate 1 ml/min. Detektion bei 365 nm. Dunkeladaptation erfolgte durch Inkubation der
Probe fiir 24 h bei RT. Die Probe wurde lichtadaptatiert durch 10-miniitige Bestrahlung mit
einer Kaltlichtlampe (Wolfram-Kaltlichtlampe, 150 W, A > 480 nm).

2.5.6 Préaparation von E.coli S30 Extrakten

Die Priparation von S30 Extrakt erfolgte in abgewandelter Form nach der Methode von
Zubay G. [28].

E.coli D10 Zellen wurden auf Minimalmediumagar (0.2 g/l NH4Cl, 2.0 g/l (NH4),SOy,
3.25 g/l KH,PO4, 2.5 g/l KoHPO,, 1.5 g/l NaH,PO4-2 Hy0, 2 % (w/v) Glucose Monohydrat
sterilfiltriert, 1.5 g/l Agar) mit Thiamin und (L)-Methionin (je 50 pg/ml) selektiert. 10 Liter
LB-Medium (vorgewidrmt) wurden mit einer iiber Nacht gewachsenen Vorkultur auf eine
ODs73 ~ 0.06 angeimpfen und bis zur spiten logarithmischen Phase (ODs73 ~ 1.3) wachsen
gelassen. Die Zellen wurden zentrifugiert (5.000 rpm, 4°C, JS4.3-Rotor) und zweimal in
500 ml eiskaltem S30-Puffer (10 mM 2.2 M Tris/OAc, pH 8.3, 1 mM DTT, 14 mM
Mg(OAc),, 60 mM KOAc, in DEPC-behandeltes Wasser) + 0.5 ml/l B-Mercaptoethanol +
50 pg/ml PMSF) gewaschen. Danach wurde in 1.27 ml pro g Zellpellet S30-Puffer (ohne B-
Mercaptoethnol und PMSF) vorsichtig resuspendiert und im Microfluidizer aufgeschlossen.
Um reduzierende Bedingungen einzustellen wurde mit 1 mM DTT versetzt und zentrifugiert
(30 min, 30.000xg, 16.000 rpm, SS-34, 4°C). Darauthin wurden ~ 80% des Uberstands
abgenommen und nochmals zentrifugiert. Nach Abnahme von wieder etwa nur 80 % wurde
mit 0.3 ml Priinkubations-Mix pro ml Uberstand 80 min bei 37°C unter Lichtausschluss

inkubiert.
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Prainkubations-Mix:

Volumen Endkonzentration

2.2 M Tris/OAc, pH 8.2 I ml 293 mM
1.4 M Mg(OAc), 50 ul 9.4 mM
38 mM ATP, K*-Salz, pH 7.0 2.6 ml 0.13 mM
0.42 M Phosphoenolpyruvat, K'-Salz, pH 7.0 1.5ml 84 mM
0.55 M DTT 60 pl 4.4 mM
Aminoéure-Suspension (je 55 mM) 6 ul 44 uM
Pyruvat-Kinase (aus Kaninchenmuskel) 100U

DEPC-behandeltes H,O auf 7.5 ml

Der Extrakt wurde 3x jeweils 1 Stunde gegen S30-Puffer dialysiert (4.5 kD cut-off Membran)
und zentrifugiert (10 min, 4.000xg, 5.000 rpm, HB4, 4°C). Der Uberstand wurde aliquotiert in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

2.5.7 Zellfreie Proteinexpression

Priparation von Plasmid-DNA fiir die in vitro Transkription

Plasmid-DNA wurde im préiparativen Maf3stab mittels Anionenaustauschersdulen Qia-Tip 500
(Qiagen, Hilden) isoliert (siche Abschnitt 2.4.3) und falls nétig mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym linearisiert (2.4.5). Der Restriktionsansatz wurde mit 1 % (w/v) SDS sowie
0.25 mg/ml Proteinase K versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde zweimal mit je
einem VA Phenol, Chloroform extrahiert, anschliessend zweimal mit je einem VA
Chloroform. Die DNA wurde mit 1/20 VA 4 M NaOAc pH 4.7 und 2.5 VA absolutem
Ethanol 1 h bei RT gefillt mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in DEPC-

behandeltes Wasser resuspendiert.

Préiparation von SUVs-Liposomen

Zur Herstellung von Liposomen wurden in der Regel 1 ml 20 mg/ml Lipid in
Chloroform/MeOH = 1:1 in einem 25 ml Kolben vorgegeben. Das Losungsmittel wurde in
einem leichten Argonstrom am Rotationsverdampfer entfernt. Der zuriickbeibende Lipidfilm
wurde unter Argon gesetzt und mit 1 ml DEPC-behandeltem Wasser hydratisiert (entpricht
einer 20 mg/ml Liposomensuspension). Nach einstlindiger Inkubation bei RT wurde in

Abstinden von je 20 min geschiittelt, so dass eine triibe Suspension multilamellarer
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Liposomen entsteht. Die Herstellung von ,,Small Unilamellar Vesicles* (SUVs) erfolgte
mittels Ultraschallbehandlung in einem Ultraschallbad bis die Liposomensuspension klar
(opaleszent) erschien. Grossere Lipidfragmente wurden durch Zentrifugation (15 min,

15.000 rpm, Eppendorfzentrifuge, RT) abgetrennt.

Zellfreie Synthese im analytischen Mal3stab

Die zellfreie Synthese im analytischen Mafistab (15 pl) erfolgte in sterilen
Eppendorfreaktionsgefissen unter Zusatz von '*C-(L)-Leucin zur quantitativen
Proteinbestimmung. Um die Konzentration an stérenden Abbauprodukten der zellfreien
Synthese wie ADP {iber die Zeit gering zu halten, wird dem Reaktionsansatz Pyruvatkinase
zugesetzt, welches unter Umsetzung von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat das ATP aus ADP
riickbildet. Ein analytischer Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten, welche bei

4°C gemischt wurden:

Volumen

Hot-Mix 6.95 ul

T7-RNA-Polymerase (10 U/ul) 0.5

E. coli S30-Extrakt 4.5 ul

weitere Zusétze 3.05 ul

Gesamt auf 15 ul

Hot-Mix:
Volumen

0.5 M Mg(OAc), 0.4 pul
1.5 pg/ul DNA-Matrize 0.75 pl
Proteinase-Inhibitor Cocktail (1 Tablette auf 180 ul DEPC-H,0) 0.5 ul
LMW-Mix (ohne Leucin) 3.85ul
(+1 pl Pyruvat Kinase, 1 pul RNase Inhibitor auf 100 ul DEPC-H,0)
5 mM all-trans Retinal in Ethanol 0.3 ul
“C-(L)-Leucin 1.15 ul

(Spez. Aktivitdt 303 mCi/mmol, Radioaktive Konzentration 50 pCi/ml)
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LMW-Mix:

Volumen
2.2 M Tris/OAc, pH 8.2 40 ul
38 mM ATP, K'-Salz, pH 7.0 mit 1 M KOH 50 ul
GCU-Mix, je 88 mM GTP,CTP,UTP, Na'-Salz, pH 7 mit 1 M KOH 15 ul
KCA-Mix (1.4 M NH40Ac, 2.8 M KOAc, 0.38 M Ca(OAc),) 40 ul
0.42 M Phosphoenolpyruvat, K™-Salz, pH 7 mit 6 M KOH 100 pl
Aminosiuresuspension, je 55 mM (ohne (L)-Leucin) 14.2 wl
40% (w/v) PEG8000 75 ul
0.55 M DTT 5l
2.7 mg/ml Folinséure 20 pl
17.4 mg/ml E.coli tRNAs 17 pl
DEPC-behandeltes H,O auf 390 pl

Die zellfreie Synthese erfolgte durch Inkubation der Reaktionsansitze fiir 80 min bei 37°C
unter Lichtausschluss. Danach wurde die Reaktion durch Zusatz von 50 mM EDTA pH 8.0

gestoppt.

Zellfreie Synthese im priparativen Mal3stab

Die zellfreie Synthese im priparativen Mafstab erfolgte in einem RTS 500 Bioreaktor der
Firma Roche (Penzberg, Germany) nach Angaben des Herstellers unter Zusatz von 0.1 pg/ul
ungeschnittener Plasmid-DNA (RNase frei) und 4 mg/ml DOPC-Liposomensuspension in
DEPC-behandeltem Wasser im Reaktionsmix sowie je 100 uM all-trans Retinal in Ethanol
im Reaktions- und Vorratsmix. Um die Volumina im Reaktionsmix bei Zugabe der
zusdtzlichen Komponenten konstant zu halten, wurde das E.coli Lysat mit 0.335 ml statt
0.525 ml Rekonstitutionspuffer rehydratisiert und somit konzentrierter eingesetzt. Die
Reaktion erfolgte iiber 24 Stunden bei 30°C und 250 rpm unter Lichtausschluss. Danach
wurde die Reaktion durch Zusatz von 50 mM EDTA pH 8.0 gestoppt. Die
elektrophysiologische Charakterisierung des zellfrei dargestellte Genprodukts im
Reaktionsansatz erfolgte unmittelbar nach Beendigung der Reaktionszeit. Fiir die

spektroskopischen Untersuchungen wurde der Reaktionsansatz {iber Nacht bei 4°C gelagert.
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Quantitative Bestimmung radioaktiv markierten Proteins mittels Filterbindungsassay

5 ul des Reaktionansatzes wurden mit 100 pl 5% BSA und 3 ml 10% TCA, 2% Casein
Hydrolysat versetzt und 15 min bei 90°C, dann 30 min bei 0°C inkubiert. Das Prézipitat
wurde filtriert (Glasfaser Mikrofilter GF/C, Whatman, Maidstone, UK) und der Filter 3x mit
10 ml eiskaltem 5% TCA und anschliessend mit 10 ml Ethanol gewaschen und 2 h bei 60°C
getrocknet. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitit im Reaktionsansatz wurden 2.5 pl direkt auf
einen Glasfaserfilter gegeben. Der Filter wurde in ein Szintillationsgefdl mit 200 pl 0.1 M
KOH benetzt und mit 6 ml Szintillationfliissigkeit (Ready Protein”, Beckman-Coulter,
Fullerton, USA) ' h bei RT inkubiert. Die Detektion erfolgte fiir 10 min in einem Searle-

MarkllI-Fliissigszintillationsmessgerit (Zinsser Analytik, Frankfurt).

Bestimmung von Membraninsertion durch proteolytischen Abbau

Membraninstertion von '*C-Leucin markiertem Protein wurde mittels SDS-PAGE von
Proteinase K behandelten Reaktionsansitzen durchgefiihrt. Dazu wurden 6 pl des zellfreien
Syntheseansatzes mit 1 mg/ml (spezifische Aktivitdt 2.5 U/mg) Proteinase K versetzt und
2 Std. bei 37 °C inkubiert. Proteinase K wurde durch Zusatz von 10 mM PMSF in EtOH
% Stunde auf Eis inhibiert. Die Trennung der Proteine und Abbaubanden erfolgte mittels
SDS-PAGE.

2.5.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse von Proteinen wurde die denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach der Methode von Schéigger H. und Jagow G. [68] verwendet. Hierzu
wurden die Proteinproben in einem Volumenéquivalent SDS-Probenpuffer (120 mM Tris pH
8.0, 6 % (w/v) SDS, 35 % (w/v) Glycerin, 3.55 % (v/v) Monothioglycerol, 0.05 (w/v)
Bromphenolblau) aufgenommen, 15 min geschiittelt und auf 0.75 mm bis 1 mm dicke 12%ige
Acrylamidgele gegeben. Fiir radioaktive Proben wurden Einmalgelkassetten (2 mm
Schichtdicke) verwendet . Die Trennung der Proteine erfolgte durch Anlegen einer dusseren
Spannung von 120 V (Anodenpuffer: 200 mM Tris/HCI, pH 8.9; Kathodenpuffer: 100 mM
Tris/HCI, 100 mM Tricin, 0.1 % (w/v) SDS, pH 8.25. Die Detektion der Proteinbanden wurde
durch Farben des Gels mit Coomassie Brilliant Blue R250 (Férbelosung: 0.1 % (w/v)
Coomassie Brilliant Blue R250, 10 % (v/v) Essigsdure, 5 % (v/v) Methanol; Entfarbelosung:
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10 % (v/v) Essigsdure, 5 % (v/v) Methanol) erreicht. Gele mit '*C-markierten Proben wurden
auf Whatman-Papier getrocknet und iiber Nacht auf einer Phosphoimagerplatte der Firma
FujiFilm (Stamford, CT, USA) detektiert. Die densitometrische Auswertung von radioaktiven
Proteinbanden erfolgt mit dem Programm AIDA (Ver. 3.22.001) derselben Firma.

2.5.9 Western-Transfer und Immunnachweis

Die durch SDS-PAGE getrennten Proteine wurden auf eine Nitrocellulose
(Schleiche&Schuell, Dassel) oder Porablot PVDF-Membran (Macherey-Nagel, Diiren) mit
einem Semidry Blotter (30 min bei 1.2 mA/cm®) (Satorius, Gottingen) transferiert
(Anodenblotpuffer: 300 mM Tris/HCl, 100 mM Tricin, pH 8.7-8.8; Kathodenblotpuffer:
30 mM Tris/HCL, 300 mM 6-Amino-n-kapronsiure, pH 8.6-8.7. Die Membran wurde mit 5 %
(w/v) Trockenmilch in TBS-Puffer (5 mM Tris/HCI, 15 mM NaCl, pH 7.5) blockiert und mit
den entsprechenden Antikérpern nach Angaben des Herstellers inkubiert (1. Antikorper
Maus-Anti-His-IgG ~ (Sigma, Steinheim), 2. Antikorper Ziege-Anti-Maus-IgG-POD
(Boehringer, Mannheim). Die Detektion erfolgte mittels Chemolumineszenz Western-
Blotting-Kit (Boehringer, Mannheim) auf Rontenfilm mit einer Belichtungszeit von 30

Sekunden bis 10 min.

2.5.10 Massenspektrometrische Analytik

Die massenspektrometrischen Analyse von Membranproteinen mittels ESI-MS oder MALDI-
Tof erfolgte in einer modifizierten Form nach der Methode von Hufnagel P. et al. [69]. Dazu
wurden 10 nmol Protein mittels Sephadex G25-Séulenmaterial (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) entsalzt auf 100 pl ankonzentriert (YM-50 Konzentratoren, Amicon,
Bedford, MA, USA) und das Protein mit 1.9 ml einer Losung aus 10 ml Aceton, 1 ml 25%
(v/v) Ammoniak, 100 mg TCA 30 min auf Eis gefillt. Das ausgefillt Protein wurde zuerst in
1 ml eiskaltem Aceton, dann in 500 pl n-Hexan gewaschen und an der Luft getrocknet. Fiir
die ESI-MS Messungen wurde das getrocknete Pellet in CHCls/ MeOH/ Trifluorethanol/
Wasser/ Ameisensdure = 100:75:50:35:4 (v/v) resuspendiert. Fiir die MALDI-Tof Analytik
wurden 1 pl einer Probenverdiinnung und 1 pl Matrixlosung auf einer MALDI-Tof Platte
luftgetrocknet (Matrixlosungen: gesittigte Losungen von 2,5-Dihydroxybenzoesdure, o-

Cyanohydroxyzimtsdure oder Sinapinsdure in Acetonitril/ H;O/ TFA = 100:100:0.1 (v/v)).
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2.6 Biophysikalische Methoden

2.6.1 Statische Absorptionsspektroskopie

Die Untersuchung des Grundzustand von PR und Mutanten erfolgte mit einem temperierbaren
UV/Vis-Spektrophotometer DU-650 der Firma Beckman-Coulter (Fullerton, USA).
Rekonstituierte Proteinproben wurden in Polyacrylamid immobilisiert um die Proteinstabilitét
zu erhohen und schnelle Pufferwechsel zu ermoéglichen (vergleiche Abschnitt 2.5.3).
Dunkeladaptation erfolgte durch Inkubation iiber Nacht bei RT. Lichtadaptation erfolgte
durch 10-miniitige Bestrahlung mit einer Kaltlichtlampe (Wolfram-Lampe, 150 W,
A>480 nm).

Die Beschreibung der statischen Absorptionsspektren vom nahen Ultraviolett- bis in den
nahen Infrarotbereich (250-800 nm) erfolgte durch Gaussfunktionen, wobei bei einer
Auftragung der Extinktion gegen die Wellenldnge asymmetrische Anndherungsfunktionen

verwendet wurden um das Franck-Condon Prinzip zu erfiillen [70] [71].

1Un-1/ 2_q) 7
A(X)_smax-exp{— (Ilr:]pz)z {In( é Q:SX)(p )+1} } (1)

emax Stellt die maximale Extinktion, p der Neigungssfaktor, Av Halbwertsbandbreite und Amax

das Absorptionsmaximum dar.

Die Datenanalyse erfolgte mit dem Programm IGORPro v4.0 (WaveMetrics Inc., Lake
Oswego, USA). Lichtstreuung im Absorptionsspektrum wurde mit einer Potenzfunktion der
Form A+B/A beschrieben (A = Grenzwert fiir A—>o0, B = maximale Amplitude fiir A—0, C =
Raleighstreuungsexponent, A = Wellenldnge). Die Bestimmung von pKs Werten erfolgte mit
einer sigmoidalen Anndherungsfunktion, der die Hill-Gleichung zugrunde liegt, mit yuyin,

ymax = Grenzwerte, k = Gleichgewichtskonstante, n = Hill Koeffizient.

Ymax ~ Ymin

1+ 10lxn] @)

y(X) = ymin +
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2.6.2 Zeitaufgeloste Laserblitz-Absorptionsspektroskopie

Die transienten Absorptionsdnderungen von Proteorhodopsin und dessen Mutanten erfolgte
mit einer rechnergesteuerten MeBanordnung, deren schematischer Aufbau in Abbildung 2.1
wiedergegeben ist. Mit einem Laserpuls (Nd-YAG-Laser, 532 nm, 10 ns Pulsdauer, 2 mJ/cm?,
ILTI40E, UDSSR) wird die Probe photochemisch angeregt. Im rechten Winkel zum
Laserspuls durchtritt ungefiltertes Licht einer Halogenlampe (Osram-XBO-100 W, 12 V) die
Probenkiivette (Quarzglas, Schichtdicke 0,5 cm) und wird durch einen Monochromator
(MDR4-LOMO, UDSSR) selektiert und von einem Photomultiplier (FEU-100, UDSSR)
detektiert. Die Signale des Detektors werden in zwei digitalen Oszilloskopen (Le Croy 9361
und Le Croy 9400A) mit zwei linearen Zeitfenstern gespeichert und zur Datenverarbeitung an

einen Rechner weitergeleitet. Hierbei werden pro Wellenlidnge 25 Signale gemittelt.

Computer
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Abb. 2.1: Schematischer Aufbau der Laserblitzabsorptions-Apparatur
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Datenverarbeitung und Analyse

Die Analyse der absorptionsspektrokopischen Daten erfolgt nach der Methode von Chizhov I.
et al. [72], deren Grundlage das Lambert-Beersche Gesetz fiir i=1...n absorbierende Spezies
ist:

I

A:Iogl—:Zgi-cid (3)

0 i
Da sich im Falle der Photozyklusmessungen, die gemessene Absorptionsdnderung immer aus
den Beitrdgen mehrerer Intermediate additiv zusammensetzt, ist die Daten-Interpretation
entsprechend erschwert. Ein besonderes Problem stellt dabei die Bestimmung der Anzahl der
beteiligten Intermediate dar [73]. Die verwendete Methode setzt damit an, die experimentell
bestimmten differentiellen Absorptionsédnderungen AA(A,t) mathematisch durch eine Summe

it

von Exponentialfunktionen der allgemeinen Form e ™" zu beschreiben.

AA(Lt)= Zbi (L) e™ 4)

Die Absorptionssignale wurden in zwei einander iiberlappenden Zeitfenstern gespeichert, die
die Kinetik des Photozyklus 100 ns nach Anregung der Probe durch den Laserpuls bis zur
vollstdndigen Riickbildung des Grundzustandes erfassen. Die Zahl der Mef3daten wurde nach
einer von Miiller K.H. und Plesser T. [74] beschriebenen Methode auf eine logarithmische
Zeitskala reduziert (250 Datenpunkte) und deren Standardabweichung anhand des Fehlers des
Grundsignals abgeschitzt.

Zur Ermittlung der Kinetik des Photozyklus und der spektralen Charakterisierung der
Intermediate wurden die experimentellen Daten wie folgt ausgewertet. Das MEXFIT-
Programm [74] ermittelte mit der Methode der kleinsten Quadrate fiir nichtlineare Systeme
einen Satz von Exponentialfunktionen, deren Summe die Absorptionsinderungen
mathematisch beschreibt. Anpassungsfunktionen mit vier bis neun Exponentialtermen wurden
auf diese Weise fiir jede der insgesamt sechs Temperaturen berechnet. Als Kriterium fiir die
Giite einer Anpassungsfunktion dienten die Standardabweichung des Fehlers und die
Oberflache der gewichteten Differenzen von den gemessenen und den berechneten Daten.
Eine Anpassungsfunktion wurde akzeptiert, wenn diese Oberfliche keine systematischen
Abweichungen zeigte und die Standardabweichung sich nicht durch Hinzufiigen eines

weiteren Exponentialterms signifikant verbessern lie. Diese Datenauswertung lieferte die
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apparenten Geschwindigkeitskonstanten der Intermediate ki und ihre korrespondierenden
Amplitudenspektren der Exponenten.
Die Beschreibung der Absorptionsdaten ist mathematisch ausschliesslich fiir ein kinetisches

Modell irreversibler Folgereaktionen 1. Ordnung l6sbar.

Eine derartige Folgereaktion kann durch eine Differentialgleichung der Form

(:;_T_kp+k|1pl1 (5)

beschrieben werden, wobei Pj(t) die Wahrscheinlichkeit ist ein Molekiil zur Zeit t im Zustand
1 zu finden. Unter der Annahme, daBl sich zum Zeitpunkt t = 0 alle Molekiile im

spektroskopischen Grundzustand befinden, lautet die exakte Losung von (5):

._Zau ™" P,(0)=1;P_(0)=0 (6)
, wobel
i—1
km
aij:iL. (7)
H(km - kJ)
m=1
m#j

Bei n Reaktionsschritten erhdlt man fiir den priaexponentiellen Faktor a; eine n x n Matrix.
Eine Konsequenz der Irreversibilitit der Ubergiinge ist, daB im Wahrscheinlichkeitswert P;
alle Informationen der vorangegangenen Reaktionsschritte, sowie des direkt folgenden
enthalten sind. Wenn Ag; die Differenzspektren der Intermediate i in Bezug auf den
Grundzustand darstellen (Ag; = g -g), folgt aus diesen Uberlegungen fiir die

Absorptionsidnderungen:



Material und Methoden 34

AAGLEY Ab,(1y & 'F, 3 A, (1) P () ®)

i=1 i=1

F., die ,,cycling fraction* (F. = N¢/Nj), ist der Anteil der Molekiile, der nach Anregung durch
den Laserpuls den Zustand i = 1 erreicht und somit den Photozyklus durchliuft. Ordnet man
die experimentell ermittelten apparenten Geschwindigkeitskonstanten k;* den intrinsischen k;
zu, so 1Bt sich die Matrix a;j berechnen, und die Ableitung der Spektren der Intermediate
hingt nur noch von einem unbekannten Parameter ab, der ,cycling fraction® F.. Der
Minimalwert von F, kann anhand der Spektren mit hinreichender Genauigkeit abgeschétzt
werden. Als einziges Kriterium dient hierbei Abwesenheit von negativen Absorptionen in den

absoluten Spektren der Intermediate [72]:

b,(1)=F, Y a, At (1) ©)

Im direkten Gegensatz zur Wahrscheinlichkeit P; beinhaltet die differentielle spektrale
Amplitude bi(A) das Spektrum des Intermediates i und aller weiteren Intermediate (j =1 - n)
bis zum Ende des Photozyklus. Daher lassen sich alle differentiellen Spektren Ag; rekursiv aus

dem Spektrum des letzten Intermediates n berechnen:

b, 3, e (3

Ag,= i 10
. a (10)

Die absoluten Spektren g; ergeben sich durch Addition des experimentell leicht zugidnglichen

Spektrums des Grundzustandes &:

g=Ag,+g, . (11)

Ein prinzipielles Problem bei der Ableitung eines kinetischen Modells des Photozyklus
aufgrund absorptionsspektrometrischer Daten ist, dall die experimentell gewonnenen
Informationen zur eindeutigen Bestimmung des Systems nicht ausreichen, d.h. die Zahl der
unbekannten Groflen iibertrifft die Zahl der bekannten Grofen. Durch die freie Wihlbarkeit
von Parametern, sind generell mehrere Modelle in der Lage, die Medaten mathematisch zu

erklaren. Daher ist es wichtig, sorgfiltig zu tiberpriifen, ob ein Reaktionsschema physikalisch
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sinnvolle Vorhersagen zuldBt. Hierbei ist die Analyse des Photozyklus bei verschiedenen
Temperaturen eine wichtige Kontrolle: Erstens sollten sich die aus dem Modell abgeleiteten
Spektren der Intermediate & nicht signifikant &dndern, wenn im betrachteten
Temperaturbereich sich weder die Struktur des Proteins noch der Reaktionsweg neu gestaltet.
Zweitens kann man {iiber die Temperaturabhidngigkeit leicht feststellen, ob die apparenten
Geschwindigkeitskonstanten ein physikalisch realistisches Verhalten aufweisen, was
gleichzeitig zur Kontrolle der Ergebnisse der multiexponentiellen Datenanalyse dient.
Desweiteren konnen die Aktivierungsparameter der einzelnen Reaktionsschritte des Modells
abgeschdtzt werden. FEine lineare Regression auf Grundlage der empirischen

Arrheniusgleichung (11) liefert einen Naherungswert der Aktivierungsenergie E,.
Ink=InA—(E, /RT) (11)

R stellt die allgemeine Gaskonstante dar, A wird in Anlehnung an die kinetische Gastheorie

als Haufigkeits- oder Stofifaktor bezeichnet.

Durch eine nichtlineare Analyse basierend auf der Eyringgleichung (12) nach der Methode
der kleinsten Quadrate fiir nichtlineare Systeme, lassen sich die Aktivierungsenthalpie AH"

und -entropie AS” ebenfalls abschitzen:

k:kae—AH*/RTeAs#/R (12)

h
ks, stellt die Boltzmannkonstante, h die Planckkonstante, R die Allgemeine Gaskonstante dar.

Die Bestimmung der Anzahl und Konzentration der spektroskopisch unterscheidbarer
Intermediate S; aus den absoluten Absorptionspektren ¢g; erfolgt durch Anpassung der
Spektren mit einer globalen Multi-Gauss-Anpassungsfunktion mit dem Program IGORPro
v4.0 (Wavemetrics, Inc., Lake Oswego, USA). Hierzu werden die absoluten Spektren durch
asymmetrische Gaussfunktionen (Gl. 1, Abschn. 2.6.1) fiir alle sechs Temperaturpunkte
simultan beschrieben. In einem ersten Schritt wird die Raleighlichtstreuung und die
Absorption der aromatischen Aminosduren im nahen UV-Bereich ausgehend vom statischen
Absorptionsspektrum bestimmt und von den Absolutspektren subtrahiert. Die Anzahl der

notwendigen als auch hinreichenden Gaussfunktionen richtete sich danach, ob sich die
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Standardabweichung der Anndherungsfunktion nach Hinzufiigen einer weiteren Gausskurve
signifikant verbessern ldsst. Desweiteren wird angenommen, dass die erste kinetische
Komponente P; ein einziger spektraler Zustand S; mit einer zusétzlichen Chromophor B-
Bande darstellt. Die Annahme, dass in den beiden letzten kinetischen Zustinden Ps. der
Beitrag von S; vernachlédssigbar gering ist, stellt das Kriterium einer unidirektionalen

Photoreaktion erster Ordnung sicher.

Die Konzentration der spektroskopisch unterscheidbaren Intermediate S; wird daraufhin aus
den Amplituden der Gauss’schen-Anndherungsfunktionen mittels linearer Regression
bestimmt. Die Bildungsethalpie AH* und —enthropie AS" der spektroskopisch
unterscheidbaren Intermediate S; der kinetischen Zustéinde P; konnen mit Hilfe der van’t Hoff
Gleichung berechnet werden. Hierzu wird das Programm Origin Ver6.0 (OriginLab Corp.
Northampton, MA, USA) verwendet. Es gilt fiir die Assoziationskonstanze K, der beiden

Spezies A und B im thermodynamischen Gleichgewicht:

=)

]

K:A]

- AH*  AS*
=e 13
Xp( RT RJ (13)

[V
—

2.6.3 Ladungstransportmessungen mit pH-sensitivem Farbstoff

Fiir zeitaufgeloste Ladungstransportmessungen wurde das in Lipide rekonstituierte Protein
(ODjmax = 1) zum vollstindigen Entfernen von Pufferldsung 3x mit 1 VA 100 mM NaCl
gewaschen (30 min, 100.000xg, 4°C) und in 100 mM NaCl aufgenommen. Nach Zusatz von
0.5 mM Pyranin (Molecular Probes, Leiden) wurde der pH der Proteoliposomensuspension
mit verdiinnter NaOH bzw. HCI so eingestellt, dass die Amplituden der Absorptionsmaxima
der deprotonierten und protonierten Pyraninspezies bei 400 nm und 450 nm vergleichbar sind
(pH ~ 7.5). Die zeitaufgelosten Absorptionsmessungen erfolgten bei den charakteristischen

Wellenldngen des verwendeten Proteins und zusétzlich bei 450 nm fiir den Pyranin-Farbstoff.
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2.6.4 Ladungstransportmessungen an Planaren Lipid Doppelschichten

Ladungstransportvorgéinge von PR und Mutanten erfolgte an einer ,,Black Lipid Membrane*
(BLM) Apparatur. Der schematische Aufbau der MeBapparatur sowie die Anlagerung von
Proteoliposomen an die BLM ist in Abb. 2.2 schematisch dargestellt [75].

Spannungsgenerator Computer Oszrlltlaskop
Verstarker "Black Lipid Membrane"
Agar-Briicke = a9

Ag/AgClI- } = l oo = \ =

Elektrode L
U . - = 1 u C
o s e > Jemomenn T ®

HBO/XBO- i
Lampe [~

_e

%

Proteoliposomen  Faraday Kifig I(t)

Teflonklvette

Abb 2.2: Schematische Darstellung der BLM-Apparatur. G,,, und G; stellen die Leitfdhigkeiten der BLM und der

Proteoliposomen dar. C,;, und C; sind deren korrespondierende Kapazititen.

Im Falle der lichtgetriebenen Protonenpumpe bR ist die Orientierung, bei der die
extrazelluldre Seite des bR zur BLM zeigt, bevorzugt. Durch die kapazitive Kopplung der
proteinhaltigen Proteoliposomen mit der BLM lassen sich mit dieser Anordnung die
Photostrome analysieren. Der kapazitive Strom I(t) kann durch folgende Gleichung

beschrieben werden:

A o C. +C,
I(t) = |0 exp(— ;j , mit IO = IpO m und T = (3m—+G (15)

Iy ist der Anfangsstrom, der im Falle einer Ionenpumpe exponentiell in einen stationdren
Photostrom I,y abfillt, welcher durch die Aktivitit des Proteins und der Kapazitit der BLM
(C) sowie der proteinhaltigen Membran (C;) bestimmt wird. t stellt die Systemzeitkonstante
dar, die von Cy, C; und deren korrespondierenden Leitfdhigkeiten Gy, und G; abhéngt. Bei der
verwendeten MeBapparatur liegt der Wert von 1 bei 0,9 — 1 sec. Stationdre Photostrome

konnen bei dieser Anordnung nur detektiert werden, wenn die Leitfahigkeit der BLM durch
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Zugabe von Entkopplern, wie dem elektroneutralen Na'-Ionophor Monensin oder dem
Protonophor 1799, von ~10” S/cm?” auf ~10° S/cm? vergroBert wird.

Zur Messung von Photostromen wird eine Teflonkammer mit UV-durchldssigen Fenstern
verwendet, welche in zwei Hilften geteilt ist, die durch eine kreisrunde Offnung (~ 1 mm
Durchmesser) miteinander verbunden sind. Beide Kammerhilften sind jeweils iiber Agar-
Salzbriicken mit einer Ag/AgCl-Elektrode verbunden, die in eine 100 mM NaCl-Losung
taucht. Eine Elektrode ist mit einem Spannungsgenerator gekoppelt, die andere ist iiber einen
Verstérker, der die Daten an einen Rechner iibermittelt, mit einem Oszilloskop verbunden,.
Zur Herstelling der BLM wurden die Offnung beidseitig mit je 1.5ul 1.5%
Diphytanolyphosphatidylcholin in n-Dekan benetzt und getrocknet. Beide Seiten wurden mit
1.3 ml des Messpuffers gefiillt und mit 3 pl Lipidmischung (1.5 % Diphytanoylphosphatidyl-
cholin/Octadecylamin 60:1 (v/v) in n-Decan) versetzt. Die eingebrachte Lipidmischung
verschliesst die Kammer6ffnung filmartig. Bei erfolgreicher Ausbildung der BLM wurde die
Leitfdhigkeit G und die Kapazitit C iiber das Anlegen einer Spannung von 100 mV bzw. einer
Dreiecksspannung von + 5 mV bestimmt. Leitfdhigkeit G und Kapazitdt C der BLM lagen
etwa bei G=0,01-0,05 nS und C = 3 nF.

BLM-Messungen mit PR wurden durch Zugabe von 25 pl rekonstituiertes Protein (ODsyp = 1-
2) in eine der beiden Kammern und etwa 30 miniitiges moderates Riihren durchgefiihrt. Nach
erfolgreicher Anlagerung an der Proteoliposomen die BLM konnten die kapazitiven
Photostréme durch Belichtung der Kammer mittels einer HBO-Lampe (von links) (2 W/cm?)
und einer XBO-Lampe (von rechts) ermittelt werden. Die Wellenldngenselektion erfolgte
durch Filter. Zur Ermittlung der stationdren Signale wurden die elektroneutralen Ionophore
1799 (2,6-Dihydroxy-1,1,1,7,7,7-hexafluoro-2,6-bis-trifluoromethylheptan-4-on, 4 pM) und
Monensin (4 uM) zugesetzt, welche die Leitfiahigkeit der BLM je nach MeBbedingung auf
etwa G =1 — 50 nS erhohen.
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3 Ergebnisse

3.1 Invitro Expression von Membranproteinen

Die zellfreie Synthese von Membranproteinen erfolgt in einem gekoppelten in vitro
Transkriptions-/ Translationssystem auf der Basis von T7-RNA-Polymerase und S30-
Extrakten aus E.coli D10 Zellen mit geringer endogener RNase-Aktivitdt (Gesteland, 1966).
Die Verwendung eines prokaryontischen E.coli Zellextrakts begriindet sich damit, dass sich
ein Teil der zu untersuchenden Proteine (bR, NphR und NpsRII) heterolog in E.coli in ihrer
funktionellen Form {iberexprimieren lassen [76] [77].

Das isolierte E.coli S30-Extrakt Dbesitzt alle notwendigen Komponenten des
Proteinbiosynthese-Apparates (Ribosomen, Initiations-, Elongations- und
Terminationsfaktoren). Die Verwendung eines gekoppelten in vitro Transkriptions-/
Translationssystem bei dem die mRNA {iber den gesamten Inkubationszeitraum mit einer
effizienten RNA-Polymerase synthetisiert wird, hat den Vorteil, dass vorhandene RNase-

Aktividt nicht der limitierenden Faktor im zellfreien Synthesesystem.
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3.1.1 Proteolytischer Abbau zur Detektion von Membraninstertion

Die Detektion der Membraninsertion von politopen Membranproteinen kann durch selektiven
proteolytischen Abbau mit der unspezifischen Serinproteinase Proteinase K analysiert
werden. Abb. 3.1 zeigt schematisch am Beispiel eines 7-Transmembran Helixrezeptors den
selektiven Abbau von Loop-Bereiche, welche sich ausserhalb der Membran befinden und
somit zuginglich fiir Proteinasen sind. Nach Inhibierung der Proteinase durch den
irreversiblen Serinproteaseinhibitor PMSF und SDS-Gelanalyse konnen die resultierenden
Peptidbanden den Bereichen zugeordnet werden, die nicht zuginglich fiir proteolytischen
Abbau sind. Das apparente Molekulargewicht der Abbaubanden sowie deren Anzahl ist ein

Hinweis auf Membraninsertion.

ProtK Inhibierung mit PMSF,
Behandlung Gelanalyse

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des proteolytischen Abbauassays zur Detektion von Membraninsertion am
Bespiel eines 7TM-Helix-Rezeptors. Zugdngliche Bereiche von integralem Membranprotein wird durch Zugabe
von Proteinase K gespalten. Nach Inhibierung von Proteinase K durch PMSF und darauffolgender SDS-PAGE
des Reaktionsansatzes konnen die detektierten Banden membraninsertierten beziechungsweise fiir die Proteinase

nicht zugénglichen Proteinbereichen zugeordnet werden.

Der proteolytische Abbauassay wird am Beispiel von vier gereinigten Proteinen mit
Proteinase K durchgefiihrt darunter bR in PM-Lipiden (zur Verfligung gestellt von A.
Goppner, MPI Dortmund), NpsRII, NphR (gereinigtes Protein zur Verfiigung gestellt von Dr.
J. Klare, MPI Dortmund) und PR rekonstituiert in DOPC-Lipid.
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(a) bR (b) NpsRII
B e e
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Abb. 3.2: SDS-PAGE Analyse (Coomassie gefarbt) des proteolytischen Abbaus von bR in PM (a) sowie NpsRII
(b), NphR (c), PR (d) rekonstituiert in DOPC-Lipid ohne und mit steigender Konzentration an Proteinase K (0,
0.025, 0.25, 2.5, 25 pg/ul im Reaktionsansatz). Jeweils ohne denaturierendes Detergenz und in Gegenwart von
0.1 % (w/v) SDS im Proteolyseansatz. Inkubation erfolgte fiir zwei Stunde bei 37°C. Die Proteinbanden fiir das
jeweils eingesetzte Membranprotein sind durch blaue Pfeile gekennzeichnet, die jeweiligen zu detektierenden
proteolytische Abbaubanden sind durch rote Pfeile hervorgehoben, zusitzlich sind die entsprechenden Banden
im Gel durch Markierungen gekennzeichnet. Die eingesetzte Proteinase K (griine Pfeile) besitzt ein apparentes

Molekulargewicht von 29 kD. Markerbanden sind in kD angegeben.

Die Proteolyse der Membranproteine zeigt proteinspezifische Abbaubanden mit
unterschiedlichem apparenten Molekulargewichten an. Die enzymatische Spaltung in den
Loop-Bereichen der verwendeten Proteine ist abhidngig von der Reaktionszeit,
Inkubationstemperatur, der Menge an eingesetztem Enzym sowie der relativen Zugénglichkeit
der Loop-Bereiche fiir Proteinase K. Optimale Bedingungen fiir die vier untersuchten
Proteine, liegen bei 2 Std., 37°C, und einer eingesetzten Proteinase K-Konzentration von 2.5
png/pl (spezifische Aktivitdt 2.5 U/mg). Fiir bR (21 kD) kann unter diesen Bedingungen eine
Abbaubande mit einem apparenten Molekulargewicht von 16 kD detektiert werde (roter
Pfeil). Fiir NpsRII (24 kD), liegt die Abbaubande bei 19 kD und bei NphR (28 kD) bei 22 kD.

Bei hoheren Konzentrationen an Proteinase K (25 pg/ul) wird das Proteolyseprodukt von
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NphR weiter abgebaut und es entsteht eine Bande mit apparentem Molekulargewicht von
16 kD. In diesem Fall ist im Gel deutlich eine zusitzliche, vermutlich durch Autoproteolyse
entstandene, Bande von Proteinase K zu erkennen (25 kD). Im Falle von PR (27 kD) sind
neben der dominanten Proteinbande bei 27 kD mehrere hohermolekulare Banden
(Aggregatbanden, Verunreinigungen) zu detektieren. Bei Zusatz von niedrigen Proteinase K
Konzentrationen (< 2.5 pg/ul) entsteht ein Abbauprodukt mit 22 kD, bei Proteinase K
Konzentrationen von 2.5 pg/ul oder mehr ein Abbauprodukt von 17 kD. SDS-denaturiertes
Protein wird hingegen schon bei geringsten Mengen von Proteinase K (< 25 ng/ul) komplett
abgebaut und kann im Coomassie gefdrbten Proteingel nicht nachgewiesen werden. Die
Abbaubanden nach Proteolyse von Detergenz solubilisierten Proteinen in Triton X-100 fiir bR
bzw. DDM fiir NpsRII, NphR und PR ist qualitativ vergleichbar mit den Abbaubanden von
rekonstituierten Proteinen und unterstreicht die generelle Anwendbarkeit des proteolytischen
Assays mit Proteinase K zur Detektion der Insertion einer Polypeptidkette in eine hydrophobe

Umgebung.

3.1.2 Optimierung des zellfreien Expressionssystems
Die zellfreie Synthese wird in einem ersten Schritt im Hinblick auf maximale
Syntheseausbeuten der Genprodukte optimiert. Hierzu werden folgende die Parameter
variiert: eingesetzte Menge an linearisierter oder nicht-linearisierter DNA-Matrize,

Magnesiumionenkonzentration sowie Inkubationszeit und —temperatur.

1) Optimierung der DNA-Konzentration

Um DNA in ausreichenden Mengen fiir die zellfreie Synthese herzustellen, werden die
entsprechenden kodierenden Sequenzen (bom, Npsopll, Nphop, PR und hGlyRal) in ,,High-
Copy*“-Plasmide der pUC-Familie umkloniert.
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.erende Seq,, Kodierende Sequenz: Abb. 3.3: Schematische Dartstellung der
‘.06 e,‘b bom, Nphop, Npsopll, PR, hGlyRa1 . .
Klonierungsstrategie von bom, Npsopll, Nphop,
rbs . .
is6- PR und hGlyRal in pUC18/20 ,,High-Copy*-
Bolll ¥ 17-promotor kG-l y p g Py
T7-Terminator Plasmid mit rbs: Ribosomale Bindungsstelle,
pET-27b(+)/mod Kan® und Amp®: Gen fir Kanamycin- bzw.
. & Ampicillinresistenz. Linearisierte DNA  wird
KanR ) ) , durch Umsetzung von pUC-Plasmid kloniert mit
Klonierung in pUC18/pUCBM20 via
Bglll/Hindlll (P UCBMZ20 bom, Npsopll, Nphop) den Genen bom, Nphop und Npsopll, PR mit
Bglll/Smal (pUC18 PR)
5 Bglll/EcoRI (pUC18 hGlyRa1) Endonuklease HindIII und fiir hGlyRoal mit Pstl
gen e S
‘_o°\e Bq%qe erzielt.
rbs His6-T:
Balll : Isb-lag Linearisierungstelle:
g T7-Promotor -— bom (Hindill)
Nphop (Hindlll)
Npsopll (Hindlll)
% pf}kég:\go PR (Hindlll oder Smal)
67\ hGlyRa1 (Pstl)

AmpR

Die zellfreie Proteinsyntheserate ist stark abhéngig von der Reinheit der eingesetzten DNA-
Matrize, ob linearisierte oder nicht-linearisierte DNA verwendet wird und muss fiir jede
DNA-Charge neu bestimmt werden. Dazu wird dem Syntheseansatz pUCBM20 bom DNA-
Matrize von 0.2 bis 3 ug/15 pl zugesetzt und 80 min bei 37°C inkubiert. Die Syntheseansétze
werden anschliessend mittels SDS-PAGE untersucht. Radioaktiv-markierte Protein werden
am Phosphoimager detektiert.

Im Radiogramm des SDS-Gels (Abb. 3.4 a,b) werden zwei Hauptproduktbanden detektiert.
Eine weniger intensive Bande mit apparentem Molekulargewicht von 29 kD (griiner Pfeil)
und eine Hauptproduktbande mit 21 kD (roter Pfeil). Die rot markierte Hauptproduktbande ist
dem erwarteten bOp®" (apparentes Molekulargewicht 21 kD) zuzuordnen. Die 29 kD-Bande
entspricht vermutlich '*C-Leucin markierter p-Lactamase, welches auch bei Abwesenheit von
T7-RNA-Polymerase im Reaktionsansatz weiterhin zu detektieren ist (vergl. Abb. 3.13). Dies
war zu erwarten, da das AmpR-Gen, welches fiir B-Lactamase kodiert, unter der Kontrolle des
lac-Promotors liegt. Dieser wird von E.coli endogener RNA-Polymerase erkannt, welche im
S30-Lysat noch vorhandenen zu sein scheint. Bei Zusatz von Rifampizin, einem Inhibitor der
E.coli endogenen RNA-Polymerase, kann jedoch keine Verbesserung der zellfreien Synthese
des gewiinschten Genprodukts beobachtet werden. Im Gegenteil stort Rifampizin aufgrund

seiner Absorption im visuellen Bereich deutlich bei den spektroskopischen Messungen.
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Die Quantifizierung der radioaktiven Intensititen der Hauptproduktbanden erfolg

densitometrisch. Die normalisierten Intensititen pro mm® werden gegen die eingesetzte

Menge an DNA aufgetragen (c).
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Abb. 3.4: Radiogramm der SDS-PAGE von in vitro Proteinsyntheseansétze in E.coli S30 Extrakten bei Zusatz
unterschiedlicher Mengen an ungeschnittener pUCBM20 bom DNA (a) und HindIII-linearisierter DNA (b) in
Gegenwart von 13.3 mM Mg(OAc),. Densitometrische Auswertung der Intensititen der bOp" zugeordneten 21
kD-Proteinbande (rot gekennzeichnet) in Abhéngigkeit der DNA-Menge 0.2, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.25, 3.0 pug/15
pl pUCBM20 bom DNA ungeschnitten (o) und HindlIlII-linearisiert (¢). Um Bandenintensititen aus den beiden
Gelen zu Vergleichen wird nach Abzug des Hintergrunds auf die 30 kD Markerbande normiert.

Die  densitometrische ~ Auswertung der  bOp”  Proteinbanden  zeigt, eine
konzentrationsabhéngige Zunahme der Intensitit des Genprodukts in Gegenwart von
steigenden Konzentrationen nicht-linearisierter DNA-Matrize im Reaktionsansatz. Uber
1.5 pg nicht-linearisierter DNA/15 pl ist die Abhéngigkeit jedoch nur gering. Fiir linearisierte
DNA ist eine dhnliche Konzentrationsabhéngigkeit zu detektieren, obschon die Intensititen
des Genprodukts iiber den gesamten Konzentrationsbereich deutlich geringer sind. DNA-
Konzentrationen tiber 1.5 pg linearisierter DNA/15 pl fiihren hingegen zu einer Verringerung
der Intensitdt des Genprodukts, vermutlich aufgrund von Verunreinigungen der DNA-
Matrize. Aufgrund der hoheren Syntheseausbeuten in Gegenwart von nicht-linearisierter
DNA, wird diese fiir alle weiteren Experimente in einer Konzentration von 1.5 pg/15 ul

eingesetzt.
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2) Optimierung der Magnesiumkonzentration

Nach Optimierung der DNA-Konzentration wird die Magnesiumkonzentration im
Syntheseansatz variiert um eine maximale Ausbeute an in vitro synthetisiertem Protein zu
erzielen. Hierzu wird die Konzentrationen an Mg(OAc), im zellfreien Syntheseansatz von 0-
20 mM eingestellt und in Gegenwart von 1.5 pg/15 pul pUCBM20 bom DNA bei 37°C,

80 min inkubiert. Die Reaktionsansidtze werden mittels SDS-Gel analysiert.

M QO - Mg™ +

100f ' ' ‘ '
80} /\
60f ]
a0} /

[Mg*] in mM

norm. Intensitat/mm®

Abb. 3.5: Abhingigkeit der zellfreien Proteinsynthese von der Magnesiumionenkonzentration. Radiogramm der
SDS-PAGE (a) und densitometrische Auswertung der Synthesebanden (rot gekennzeichnet) (b) von in vitro
Proteinsyntheseansitze in E.coli S30 Extrakten mit 1 pg/15 pl Hind Ill-linearisierter pUCBM20 bom DNA bei
Zusatz von 0, 3.3, 6.7, 10, 13.3, 16.7, 20 mM Mg(OAc),.

Eine maximale Syntheseausbeute wird bei Zusatz von 15 mM Mg(OAc), und 1.5 pg/15 pl
nicht-linearisierte Plasmid-DNA erzielt. Vor allem im hoheren Bereich der Konzentrationen

von Mg”" und DNA zeigt die Syntheseausbeute nur geringe Abhingigkeiten.

3) Optimierung der Reaktionszeit und Inkubationstemperatur

Unter den Bedingungen einer optimierten Magnesiumionen und DNA-Konzentration wird
auch die Auswirkungen von jeweils drei Inkubationstemperaturen (25, 31, 37°C) und

Reaktionszeiten (20, 80, 160 min) bei der zellfreien Synthese untersucht.
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Abb. 3.6: Abhingigkeit der zellfreien Proteinsynthese von der Inkubationstemperatur und -zeit in Gegenwart
von 1 pg/15 pl HindIII-linearisierter pUCBM20 Nphop DNA bei 25, 30 und 37°C nach 20, 80, 160 min.
Radiogramm der SDS-PAGE (a) und densitometrische Auswertung (b) der Synthesebanden (rot

gekennzeichnet).

Ein Vergleich der in vitro Proteinsynthese nach 20, 80 und 160 min zeigt ein Optimum bei
80 min und 37°C. Langere Inkubationszeiten (> 80 min) bei 37°C fiihren zu keiner deutlichen
Verbesserung der zellfreien Synthese. Im Gegenteil ist die Proteinintensitit nach 160 min und
37°C um etwa 1/3 geringer als nach 80 min. Vermutlich ist das Syntheseprodukt aufgrund
von vorhandener proteolytischer Aktivitdt im Reaktionsansatz bei ldngeren Inkubationszeiten
instabil. Bei niedrigeren Temperaturen (25, 30°C) lauft die zellfreie Synthese deutlich
langsamer ab und zeigt geringere Proteinintensititen. Fiir eine optimale Syntheseausbeute
wird deshalb die zellfreie Synthese bei einer Inkubationstemperatur und —zeit von 80 min und

37°C fiir alle weiteren Experimente durchgefiihrt.

3.1.3 EinfluB von Amphililen

Zur Stabilisierung von zellfrei exprimierten Membranproteinen wird zundchst der Einfluss
von Detergenzien untersucht. Stark verdiinnt liegen Detergenzien als Monomere in Losung
vor, sobald jedoch eine detergenzspezifische Konzentration (CMC) iiberschritten wird bilden
sich Detergenzmizellen aus, die in der Lage sind Membranen zu solubilisieren und darin
enthaltende Proteine in Losung zu halten. Die maximal einsetzbare Konzentration von
Detergenzien im zellfreien Syntheseansatz ist abhidngig von den biochemischen Eigenschaften
des Amphiphils und wird mittels eines Filterbindungsassays von radioaktivmarkiertem
Protein bestimmt. Hierzu werden sechs Detergenzien Triton X-100, DDM, OG, CHAPS, Na-

DOC und CTAB in jeweils 8 unterschiedlichen Konzentrationen dem Syntheseansatz
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zugesetzt. Die chemische Struktur der verwendeten Detergenzien sowie deren Zuordnung zu
Nicht-ionischen, Zwitterionischen und negativ oder positiv ionisierten Amphiphilen ist in der

folgenden Abbildung dargestellt.

Nicht lonisch Zwitterionisch
Triton X-100 CHAPS : i o
. 0’\/,\“//,‘ | | . - N :H. 50,
DDM : i
o Negativ lonisiert i
l OH 0H|:OH DOC il | o
0G o S
HO.__ i &%
'Jon Positiv lonisiert
/_{_: [o»’“ o TG TN TR LPTR CT AB
C[}H C])H
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Abb. 3.7: Chemische Struktur der in der zellfreien Synthese eingesetzten Detergenzien Triton X-100, DDM,
OG, CHAPS, Na-DOC und CTAB.

Die zellfreie Synthese erfolgt bei 37°C fiir 80 min in Gegenwart von 1.5 pg/ul pUCBM20
bom DNA und 15 mM Mg(OAc),. Die Detergenzkonzentration bei der noch die
halbmaximale Syntheseausbeute (ICs) erzielt werden kann ist in Abb. 3.8 zusammengefasst

mit den entsprechenden kritischen Mizellenkonzentartionen (CMC) fiir jedes Detergenz.
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Abb. 3.8: Abhéangigkeit der in vitro Proteinsynthese von der Detergenzkonzentration. Detektion von radioaktiv
markiertem Protein mittels Filterbindungsassays (Dreifachbestimmung) bei Zusatz von 1 pg/15 pl pUCBM20
bom HindIIl DNA. Exemplarisch fiir das ungeladene Detergenz DDM, zwitterionische CHAPS und positiv
ionisierte CTAB. Die zellfreie Syntheseausbeute ohne Detergenz ist als rote Line gekennzeichnet. Vergleich der
CMC der verwendeten Detergenzien in H,O bei 20-25 °C (Calbiochem Biochemicals Katalog) mit dem
beobachteten ICs—Werten (links unten).

OG und CTAB storen die in vitro Synthese bereits bei sehr geringen Konzentrationen unter
1 mM, wohingegen Triton X-100 und CHAPS sogar bei Konzentrationen iiber 1 mM keinen
inhibierenden Einfluss auf die Syntheserate zeigt. Im Gegenteil kann im Falle von CHAPS bei
Konzentrationen unterhalb der CMC sogar eine hohere Syntheserate detektiert werden, was
auf einen stabilisierenden Einfluss von CHAPS auf die Proteinsynthese hindeutet. Bei
Verwendung von Na-DOC fiel ein farbloser Niederschlag im Reaktionsansatz aus, vermutlich
durch Komplexierung von DOC mit zweiwertigen Metallkationen (Mg>" bzw. Ca*"). Ein
Vergleich des ICsy - Wertes mit der CMC zeigt, daB3 bis auf OG, die CMC kleiner oder gleich
ist als der ICsy.

Der stabilisierende Einfluss der sechs Detergenzien auf die funktionelle Faltung von bR wird

darauthin mittels des vorher optimierten proteolytischen Abbaus mit Proteinase K untersucht.



Ergebnisse 49

Dazu wird dem zellfreien Syntheseansatz die maximale Detergenzkonzentration hinzugesetzt,
die noch keinen inhibierenden Einfluss auf die Syntheseausbeute zeigt. Nach Inkubation bei
37°C fir 80 min wird jeweils die Hélfte des Reaktionsvolumens (7 pl) mit 2.5 pg/pl
Proteinase K versetzt und nach Inhibierung der Protease mit PMSF mittels SDS-PAGE und

Detektion der radioaktiven Proteinbanden am Phosphoimager analysiert.

-Det. Triton | DDM OG |CHAPS| CTAB
ProtK | - [+ | - |+ |-[+ -+ -] -]+

Abb. 3.9: Radiogramm der SDS-PAGE der zellfreien Expression von bR® in Gegenwart der Detergenzien
[Triton X-100] = 10 mM, [DDM] = 1 mM, [OG] = 4 mM, [CHAPS] = 15 mM, [CTAB] = 0.1 mM sowie
100 uM all-trans Retinal. Die bR®" Proteinbande (roter Pfeil) und die erwartete 16 kD Abbaubande nach

Poteinase K-Behandlung (griiner Pfeil) sind gekennzeichnet.

Das Radiogramm der zellfreien Synthese von bR in Gegenwart von Triton X-100, DDM,
OG, CHAPS und CTAB zeigt bei allen Proben eine dominante Bande mit dem apparenten
Molekulargewicht von 21 kD vor Proteinase K-Behandlung, die dem bR® Genprodukt
zugeordent werden kann (roter Pfeil), die weitere 30 kD Proteinbande ist, wie bereits
beschrieben, B-Lactamase zuzuordnen. Nach Proteolyse der Reaktionsansédtze mit Proteinase
K kann jedoch fiir keines der verwendeten Detergenzien eine Abbaubande mit einem
erwarteten Molekulargewicht von 16 kD detektiert werden (griiner Pfeil). Die Verwendung
der sechs Detergenzien unterhalb des ICsp-Wertes ist fiir eine Stabilisierung des
synthetisierten Polypeptidkette somit nicht geeignet. Das synthetisierten bR wird nach
Proteinase K Behandlung komplett abgebaut und liegt vermutlich als falsch gefaltetes Protein

im Reaktionsansatz vor.



Ergebnisse 50

3.1.4 Einfluss von Lipiden und Faltungshilfsproteinen

Zur Stabilisierung des zellfrei synthetisierten bR wird der Einfluss von Lipiden im
Reaktionsansatz untersucht. In einem ersten Schritt wird hierzu das Inhibitionsverhalten in
Gegenwart von Phospholipiden auf die zellfreie Synthese analysiert. Exemplarisch wird eine
Konzentrationsreithe von 0 bis 5 mg/ml Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE) Lipid
durchgefiihrt. Die zellfreie Syntheserate wird mittels Filterbindungsassay bestimmt und ist in

Abb. 3.10 gegen die Konzentration an DOPE aufgetragen.

Abb. 3.10: Abhéngigkeit der in vitro

3000k d Proteinsynthese von der Lipidkonzentration bei
| Zusatz von 0, 0.5, 1, 2, 3, 5 mg/ml DOPE im
1 Reaktionsansatz und 1 pg/15 pl pUCBM20
| Npsopll HindIll (e) sowie ohne DNA (o).

Detektion von radioaktiv markiertem Protein

14C-Radioakivitat / dpm
o
3

1000 | erfolgt mittels Filterbindungsassays
500L d (Dreifachbestimmung)
oL _° ]
0 1 2 3 4 5

DOPE-Konzentration in mg/ml

Die zellfreie Synthese ist bei Zusatz von DOPE bis zu 5 mg/ml unbeeinflusst. Ein
inhibierender Einfluss von DOPE war auch nicht zu erwarten, da DOPE mit 70% der
Trockenmasse aller Lipide den Hauptbestandteil der E. coli Membran ausmacht. Fiir alle
weiteren Experimente wird eine Liposomenkonzentration im Syntheseansatz von 4 mg/ml
eingesetzt, da bei der Priparation von SUVs anderer Phospholipide z.B. DSPC zu beobachten
ist, das eine Lipsosmenstammkonzentration von 20 mg/ml eine homogenere Suspension
ergibt.

Um ein moglichst breites Spektrum an unterschiedlichen biochemischen und
biophysikalischen Eigenschaften von Lipiden und Lipidmischungen zu iiberpriifen werden
folgende Parameter untersucht: Membrandicke, Acylkettenldnge, Oberfldchenladung,
Phaseniibergangstemperatur, Membrankriimmung. Hierzu werden die folgenden Lipide oder

Lipidmischungen in Form von Liposomen dem Reaktionsansatz zugesetzt.
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Abb. 3.11: Chemische Struktur der in der zellfreien Synthese eingesetzten natiirlich vorkommenden

Phospholipiden DOPE, DOPS, DOPC, DSPC und LPC und dem artifiziellen DOTAP
Zusitzlich soll der Einfluss von Faltungshilfsproteinen (Chaperonen) aus dem
Archaebakterium Thermophilus Aquaticus (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von J.

Reinstein, MPI Heidelberg) und Escherichia coli (Roche, Penzberg) untersucht werden.

1) Acylkettenldnge, Phaseniibergangstemperatur, Membranfluiditéit

In einem ersten Schritt werden die Acylkettenlinge und Phaseniibergangstemperatur (T,) der
Lipide variiert. Hierzu werden die Phospholipide DMPC (C14:0) und DSPC (C18:0) mit je
zwei gesattigten Acylketten mit 14 x bzw. 18 x C-Atomen und das einfach ungesittige DOPC
(C18:1cis9) mit zwei Acylketten mit jeweils 18 x C-Atomen eingesetzt. Eine
Zusammenstellung der Phaseniibergangstemperaturen verschiedener Phospholipide ist in

folgender Tabelle zusammengefasst.
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Lipid Acylkette:Doppelbindungen T, in °C

DMPC C14:0 23
DPPC C16:0 41
DSPC C18:0 55
DOPC C18:1cis9 -20
DOPS C18:1cis9 -11
DOPE C18:1cis9 -16

Tab. 1: Acylkettenldnge, Anzahl der Doppelbindungen und Phaseniibergangstemperatur T, der in der zellfreien
Synthese verwendeten Phospholipide [78].

Bei den optimierten Inkubationsbedingungen der zellfreien Proteinsynthese (37°C, 80 min)
liegen DMPC und DOPC Phospholipide in der physiologisch relevanten fluiden Lo-Phase
vor. Da T, fiir den Phaseniibergang Lo—LJ3 von DMPC bei +23°C liegt und T, von DOPC
aufgrund einer zusitzlichen ungesittigten Doppelbindung je Acylkette bei —20°C. DSPC
hingegen besitzt wegen zwei langen gesittigten Acylketten eine T, von +55°C und existiert
bei 37°C in der gelartigen LP-Phase. Desweiteren wird der Einfluss von Cholesterol
analysiert, welches aufgrund seines grossen Steroidgeriistes die Beweglichkeit der
Phospholipidacylketten verringert und somit die Energie des Phaseniibergangs absenkt,

gleichzeitig aber auch die Membrandicke und —fluiditdt erhdht.

2) Oberflachenladung

Obwohl die Primdrsequenz von integralen Membranproteinen im Vergleich zu 16slichen
Proteinen aus weniger polaren oder geladenen Aminosduren besteht, kdnnen ionische
Wechselwirkungen zwischen den Resten dieser Aminosduren und der Membranoberfldche
eine wichtige Rolle bei der Faltung und Funktionalitidt spielen. Um den Einfluss von
Membranoberflichenladung auf die Faltung von zellfrei synthetisiertem bR®" zu untersuchen
werden das anionische Lipid DOPS, eines in der Natur am haufigsten vorkommenden negativ

geladenen Membranlipids, und das kationische Lipid DOTAP untersucht.

3) Membrankrimmung

Zuletzt wird der Einfluss der Monoschichten ausbildenden Lipide DOPE und
Lysophosphatidylcholin (LPC) in einer Mischung mit DOPC analysiert. Sowohl DOPE als
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auch LPC erniedrigen den lateralen Membrandruck, indem sie sich asymmetrisch in die
Membran von Lipid Vesikeln insertieren. LPC kommt in SUVs, aufgrund seiner einzelnen
hydrophoben Acylkette im Vergleich zur grossen Kopfgruppe, vorwiegend auf der dusseren
Seite des Vesikel vor [79]. Im Gegensatz dazu ist DOPE, welches eine kleine Kopfgruppe im
Vergleich zu den beiden grossen hydrophoben Acylketten besitzt mehr auf der Innenseite
vorzufinden.

Die zellfreie Proteinsynthese von bOp" erfolgt unter den optimierten Reaktionsbedingungen
bei 37°C fiir 80 min in Gegenwart von 4 mg/ml Liposomen préipariert aus DOPC, DMPC,
DSPC sowie Lipidmischungen aus DOPC/DOPS, DOPC/DOTAP, DOPC/DOPE, DOPC/LPC
und DOPC/Cholesterol. Zusétzlich wird der Einfluss von Chaperon-Mixturen aus Th.ag. oder
E.coli hinzugesetzt. Nach Beendigung der Inkubation und Proteinase K-Behandlung werden
die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und die radioaktiv markierten Syntheseprodukte
detektiert. Die Auswertung der bOp® zuzuordnenden 21 kD Synthesebande sowie

vorhandener Abbaubanden nach Proteolyse erfolgt densitometrisch.
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Abb. 3.12: Zellfreie Synthese von bOp™ in Gegenwart verschiedener Lipide sowie Faltungshilfsproteine: (1)
Negativprobe ohne Lipid, (2) DOPC, (3) DMPC, (4) DSPC, (5) DOPC/DOPS [90:10], (6) DOPC/DOTAP
[90:10], (7) DOPC/DOPE [80:20], (8) DOPC/LPC [95:5] und (9) DOPC/Cholesterol [95:5], (10) DOPC mit
Th.Ag. Chaperone, (11) DOPC mit E.coli Chaperone. Werte in eckingen Klammern geben die molaren
Verhiltnisse wieder. Radiogramm der SDS-PAGE vor (a) und nach (b) Proteinase K Behandlung Die bOp*
Synthesebanden sind rot markiert, die 16 kD Abbaubanden griin markiert. Densitometrische Auswertung (c) der
Synthesebanden bei 21 kD vor Proteasebehandlung (grau) und 16 kD nach Proteasebehandlung (weiss). Die

gemessenen Intensititen sind auf die 21 kD bOp®™ Proteinbande ohne Zusatz von Lipid zum Reaktionsansatz

normiert.
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Die Syntheserate (Intensitit der bOpCf Synthesebande bei 21 kD) (roter Pfeil) variiert in
Abhingigkeit der Art des verwendeten Lipids. Hohe Bandenintensititen vergleichbar mit der
Intensitidt ohne Zugabe von Lipid konnen im Falle von DOPC, DMPC und DOPC/DOPS
detektiert werden, hingegen ist die zellfreie Synthese in Gegenwart von DSPC und
DOPC/DOTAP inhibiert.

Nach Proteinase K-Behandlung der Reaktionsansitze kann bei Zugabe der Lipide DOPC,
DMPC sowie der Lipidmischungen DOPC/DOPS [90:10], DOPC/DOPE [80:20] und
DOPC/Cholesterol [95:5] zum Reaktionsansatz eine intensive Abbaubande (> 20 %, Angabe
jeweils bezogen auf die Intensitit der bOpCf-Synthesebande ohne Zugabe von Lipid) mit
einem apparenten Molekulargewicht von 16 kD detektiert werden. Die 16 kD-Abbaubande ist
ein deutlicher Hinweis auf Membraninsertion des bOp®" Syntheseprodukts in die Liposomen,
da sie das gleiche apparent Molekulargewicht besitzt wie die Abbaubande des gereinigten bR
in PM nach Proteolyse mit Proteinase K (vergl. Abschn. 3.1.1). Desweiteren ist die Bande
nicht in der Negativkontrolle (ohne Zugabe von Lipid) im Radiogramm der SDS-PAGE zu
detektieren, da das Genprodukt ohne stabilisierende Lipidumgebung von Proteinase K
komplett proteolysiert wird. Ein Vergleich der Intensitdten der 16 kD-Abbaubande zeigt ein
Maximum bei Zusatz von DOPC/DOPS [90:10]-Liposomen (~ 60 %). In Gegenwart von
DMPC, DOPC, DOPC/DOPE und DOPC/Cholesterol sind vergleichbar hohe Intensititen zu
detektieren (~ 40%). Der Zusatz von DOPC/LPC-Liposomen als auch die Expression in
Gegenwart von DOPC unter Zusatz von Chaperonen aus Th.aq. oder E.coli fiihrt zu sehr
geringen Intensitit der Abbaubande was darauf zuriickzufiihren ist, dass die Syntheserate an
sich bereits deutlich verringert ist, aus diesem Grund wird auf eine eingehendere

Untersuchungen dieser drei Zusitze im weiteren Verlauf verzichtet.

Um den Effekt der Phaseniibergangstemperatur und der Acylkettenldnge sowie den Einfluss
von DOPS, DOPE und Cholesterol detaillierter zu untersuchen, wird der Anteil der genannten
Lipide ausgehend von reinen DOPC SUVs erhoht und dem zellfreien Syntheseansatz
zugesetzt. Die zellfreie Synthese lauft unter den optimierten Bedingungen bei 37°C fiir
80 min in Gegenwart von 1.5 pg/ul pUCBM20 bom DNA ab. Die Reaktionsanséitze werden
mittels SDS-PAGE analysiert und die radioaktiv markierten Syntheseprodukte am
Phosphoimager detektiert. In den Radiogrammen der SDS-PAGE sind die erwarteten
Synthesebanden bei 21 kD (ohne Proteolyse) und 16 kD (mit Proteolyse) rot bzw. griin

markiert.
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Abb. 3.13: Einfluss von Acylkettenldnge (a) sowie steigenden Konzentrationen an DOPE (b), DOPS (c) und
Cholesterol (d) auf die Membraninsertion von zellfrei synthetisiertem bOp®. Die Radiogramme der SDS-PAGE
sind jeweils neben den densitometrischen Auswertungen der 21 kD bOp®" Proteinbande (rote Markierung)
(—e—) sowie der 16 kD Abbaubande nach Proteolyse mit Proteinase K (griine Markierung) (—o—) dargestellt.
Die Messwerte sind auf die Intensitit der 21 kD bOp®’ Proteinbande ohne Zusatz von Lipid zum Reaktionsansatz

normiert.
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Die densitometrischer Auswertung der bOpCf-Synthesebande (21 kD, roter Pfeil) und der
16 kD-Abbaubande nach Proteinase K Behandlung (griiner Pfeil) liefert folgendes Ergebnis.
Die Syntheserate (Intensitit der Synthesebande von bOp™) nimmt mit zunehmender
gesittigter Acylkettenlinge kontinuierlich ab Abb. 3.12a. Hingegen zeigen DMPC (C14:0)
oder DOPC (C18:1), die bei der Inkubationstemperatur von 37°C beide in der fluiden La-
Phase existieren anndhernd gleich hohe Syntheserate (150 %, Angaben in Bezug auf die
Intensitit der bOp®" Synthesebande ohne Zugabe von Lipid). Sie liegen somit iiberhalb der
Syntheserate ohne Zugabe von Lipid. Die Membraninsertionstrate (Intensititen der 16 kD-
Abbaubande) liegt fiir DMPC bei 40% und bei DOPC bei 50%. Fiir DPPC (T, = 41°C),
welches bei 37°C als Gemisch von La und LB-Phase vorliegt, kann nur noch eine um den
Faktor 2 niedrigere Syntheserate (75%) und Membraninsertion (25%) detektiert werden. Dass
die Syntheserate als auch die Membraninsertionsrate abhingig ist von der
Phasentibergangstemperatur des verwendeten Lipids ist noch deutlicher bei Zusatz von
DSPC-Liposomen (Tp = 55°C) zu detektieren, bei welchem nur noch 50 % Syntheserate und
keine Membraninsertion mehr vorhanden ist.

Der Einfluss des nicht-doppelschichten ausbildenden Lipids DOPE ist in Abb. 3.12b
dargestellt. Bei grosseren Mengen (> 50 mol%) an DOPE nimmt die Intensitdt der
Abbaubande nach Proteinase K Behandlung drastisch ab. In reiner Form liegt DOPE als
inverse hexagonale Phase vor und es kann keine Membraninsertion detektiert werden,
wohingegen die Syntheserate nahezu unbeeinflusst bleibt. (Abb. 3.12 ¢).

Der Zusatz von DOPC-Liposomen mit steigendem Anteil an Cholesterol oder DOPS (Abb.
3.12 b, d) zeigt nur eine geringe Abhingigkeit fiir Syntheserate und Membraninsertion.
Dieses Ergebnis ldsst darauf schliessen, dass die Dicke der Membran, Fluiditdt und

Oberflachenladung weniger kritischen Parameter fiir die Faltung von bOpCf sind.

Zusammenfassend  konnen folgende = Abhéngigkeit ~ der  Syntheserate  und

Membraninkorporation von bOp in Bezug auf die verwendeten Lipide detektiert werden:

Synthese, Synthese, geringer Einfluss | Synthese, keine Verringerte Syntheserate
Membraninsertion auf Membraninsertion Membraninsertion
DPPC, DSPC, DOTAP, LPC,

Cholesterol (< 80 mol%)

DMPC, DOPC DOPS (< 80 mol%) DOPE
Zusatz von Chaperonen

Tab. 2: Zusammenfassung der zellfreien Synthese von bR bei Zusatz verschiedener Stabilisatoren im

Reaktionsansatz.
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Da bei der zellfreien Synthese von bOp' der Zusatz von Liposomen aus DOPC sehr gute
Ergebnisse im Hinblick auf Syntheserate und Membraninkorporation liefert, werden fiir die
weiteren Experimenten DOPC SUVs in Konzentrationen von 4 mg/ml eingesetzt.

In einem weiteren Versuch wird der Einfluss von all-trans Retinal bei der zellfreien Synthese
von bR untersucht. Dazu wird zusitzlich 100 uM all-trans Retinal dem Reaktionsansatz
zugesetzt und die optimierte Synthese bei 37°C, 80 min unter Lichtauschluss durchgefiihrt.
Das Radiogramm der SDS-PAGE von vier Syntheseansitze (+/- T7-RNA-Polymerase (Spalte
1-4), + 4 mg/ml DOPC SUVs (5/6), + 100 uM all-trans Retinal) jeweils ohne und mit
Proteinase K Behandlung ist in folgender Abbildung dargestellt.

1 2 3 456 7 8 Abb. 3.14: Radiogramm der SDS-PAGE von
T7-RNA- + [+ ]|+ +| + zellfrei dargestelltem bR*". Zugabe von 0.4 U T7-
Polymerase
DOPC SUVs + + |+ RNA-Polymerase, 4 mg/ml DOPC SUVs, 100
all-trans Retinal en ks uM all-trans Retinal zum Reaktionsansatz sowie
SRR + R + + Proteinease K nach Beendigung der zellfreien

Synthese ist mit (+) gekennzeichnet. Die
dominanten Synthesebanden bei 30 kD fiir (-
Lactamase (B-Lac) und 21 kD bR’ sind mit roten

Pfeilen die Abbaubanden nach Proteinase K

= [-Lac
Behandlung (16 und 12 kD) mit griinen Pfeilen
. ‘= bR* markiert.
" Mabbau
| banden
= —

Wie aus Abb. 3.14 hervorgeht kann kein Unterschied in den Abbaubanden von zellfrei
hergestelltem bOp®" ohne Retinal und bR®' in Gegenwart von Retinal detektiert werden. Dies
war zu erwarten, da renaturiertes bOp bereits ohne photoaktives Pigment in der Membran

sieben transmembrane Helices ausbildet [80].
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3.1.5 Einfluss von Carrierpeptiden

Weiterhin wird der Einfluss von artifiziellen Carrierpeptiden bei der funktionellen zellfreien
Synthese von Membranproteinen untersucht. Carrierpeptide konnen unabhingig von einem
spezifischen Rezeptor durch biologische Membranen diffundieren und gleichzeitig Peptide
oder Proteine in Zellen transportieren. Der Mechanismus der Membranpenetration von
Carrierpeptiden und seinen Proteinsubstraten ist bislang unklar, es konnte jedoch mittels FTIR
gezeigt werden, dall das Carrierpeptid bei Attachierung an die Membran eine o-helikale
Struktur einnimmt und eine Art Kanalpore um das Substratprotein bildet [81].

Carrierpeptide bestehen aus zwei Proteintransduktiondoménen, die iiber ein kurzes
Linkerpeptid verkniipft sind. Morris et al. beschreiben ein kleines amphiphatisches Peptid
(Pep-1), aufgebaut aus 21 Aminosduren (NH,-KETWWETWWTWESQWKKKRKYV). Die
N-terminale tryptophanreiche Doméine (KETWWETWWTWE) ist fiir die -effiziente
Membrantranslokation und fiir hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Substrat zusténdig.
Die C-terminale Doméne besteht hingegen aus mehreren positiv ionisierten Lysinen
(KKKRKYV), die zu der Kernlokalisatonssequenz von Simian Virus 40 (SV40) homolog ist
und den intrazelluldiren Transport vermittelt, gleichzeitig aber auch das Peptid besser in
wassriger Losung hélt [82].

Um den Einfluss von Pep-1 im Hinblick auf eine effizientere Membraninsertion von bR zu
untersuchen, wird ein N-terminal acetyliertes Pep-1Ac mit einer C-terminalen
Cysteamingruppe verwendet (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von S. Veldhoen,
Universitdt Liibeck und K. Lausecker, MPI Dortmund). Die zellfreie Synthese erfolgt in
Gegenwart von flinf Konzentrationen (0-0.66 mg/ml) Pep-1Ac in DEPC-behandeltem
Wasser, 4 mg/ml DOPC SUVs und 100 uM all-trans Retinal unter den optimierten
Reaktionsbedingungen. Die Syntheseansitze werden nach Proteinase K Behandlung mittels

SDS-PAGE analysiert.
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& ;Pth % :;Pth Abb. 3.16: Einfluss von Carrierpeptid Pep-1Ac auf

gg g g . . ,

g & . JOEG & o . *BUFC die zellfreie Synthese von bR in Gegenwart von
a MQ Q [+ Pep1ac | 9 9 [+ Pep-1ac

teg 4 mg/ml DOPC SUVs, 100 uM all-trans Retinal und
: : steigenden Konzentrationen an Pep-1Ac (0, 0.01,
0.03, 0.12, 0.33, 0.66 mg/ml).

Radiogramm der SDS-PAGE der zellfreien
Syntheseansétze (a), densitometrische Auswertung
der korresponierenden bR Synthesebande (21 kD,
rote Markierung) und 16 kD-Abbaubande (griine

Markierung) in Abhéngigkeit der Konzentration an
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Im Radiogramm der SDS-PAGE sind deutlich die erwarteten Synthesebanden fiir bR*" (21 kD
(rote Markierung), B-Lactamase (30 kD) und die 16-kD Abbaubande (griine Markierung)
nach Proteinase K-Behandlung zu detektieren. Die densitometrische Auswertung der Banden
ergibt eine konzentrationsabhingige Abnahme der Syntheserate (von bR als auch von p-
Lactamase) sowie der Membraninsertion (Intensitit der 16 kD-Abbaubande) von bR in
DOPC-Liposomen mit steigender Konzentration an Pepl-Ac. Ein Grund fiir die Abnahme der
Syntheserate konnte sein, daf3 die positiv geladenen Lysinreste mit der eingesetzten DNA in
Wechselwirkung treten und dieser DNA-Protein-Komplex nicht mehr als Matrize fiir die in

vitro Transkription dienen kann. Dieser Ansatz wird nicht weiterverfolgt.
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3.1.6  Zellfreie Synthese von hGlyRal®, PR, NphR* und NpsR11°f

Unter Anwendung der optimierten Parameter flir die zellfreie Expression von bR soll die
Anwendbarkeit des Systems auf weitere bR-homologe 7TM-Helix-Rezeptoren (PR, NphR
und NpsRII) als auch auf nicht verwandte integrale Membranproteine wie z.B. die al-

Untereinheit des humanen Glycinrezeptors (hGlyRa1) untersucht werden.

| bR hGIyR PR NphR NpsRII
DOPC -+ -++--++ = |+ipal=14 = |4lpgl =1+
ProtK +[- -+ [-F -1+ - =™+ + - - + [+

45 -
30 -
20.1 -
143

Abb. 3.17: Radiogramm der SDS-PAGE der zellfreien Expressionsansitze von bR™, hGlyRo.1¢, PR, NphR*,
NpsRII* ohne Lipide und in Gegenwart von 4 mg/ml DOPC-Liposomen und 100 uM all-trans Retinal (ausser
bei hGlyRou1¢") mit und ohne Proteinase K Behandlung. Hauptproduktbanden mit hochster radioaktiver Intensitit

sind mit rot markiert, intensivste Abbaubanden sind griin markiert.

Bei der zellfreien Expression von PR kann eine dominante Bande mit dem apparenten
Molekulargewicht von 27 kD, die dem PR Genprodukt zugeordnet werden kann, und eine
weitere schwichere Bande bei 19 kD detektiert werden. Eine Stabilisierung von PR mit
DOPC-Liposomen ist im Vergleich zu bR jedoch verringert, obwohl PR in E.coli in hheren
Ausbeuten funktionell exprimiert werden kann (~ 100 pg/l gereinigtes bR versus bis zu 9 mg/1
PR (vergl. Abschnitt 3.2). Die proteolytische Abbaubande nach Proteinase K-Behandlung von
PR mit dem hochsten apparenten Molekulargewicht liegt bei ~ 22 kD und entspricht der
Abbaubande von gereinigtem PR. Die zellfreie Expression von NphR®" und hGlyRa.1¢" fiihrt
zu einem Syntheseprodukt mit einem apparenten Molekulargewicht von 29 kD fiir NphR®f
und 45 kD fiir hGlyROLICf, diese Produkte sind jedoch bei Zusatz von DOPC-Liposomen nicht
zu stabilisieren. Dementsprechend kann keine Abbaubande nach Proteinase K—Behandlung
der Syntheseansidtze im Radiogramm detektiert werden. Bei der zellfreien Synthese von

NpsRIICf (apparentes Molekulargewicht 24 kD) kann kein Genprodukt mit einem destinkten



Ergebnisse 61

Molekulargewicht im Radiogramm zugeordnet werden (lediglich hohermolekulare
Aggregationsbanden (in diesem Radiogramm nicht zu erkennen). Nach Proteinase K-
Behandlung entsteht eine Abbaubande bei 17 kD bei Zusatz von DOPC-Liposomen, was auf
Membraninsertion hindeutet. Die Intensitdt der Bande ist geringer im Vergleich zur
Abbaubande von bR®" und vergleichbar mit der Intensitdt die fiir die Abbaubande von PR
detektiert wird. Zusammengefasst kann fiir die verwendeten Proteine folgende Aussage

beziiglich zellfreier Synthese und Membraninsertion in DOPC-Liposomen gemacht werden:

Zellfreie Synthese  Membraninsertion in

DOPC-Liposomen

bR ja ja (50%)
PR ja ja(~5%)
NpsRII ja, als Aggregate ja(~5 %)
NphR ja nein
hGlyRa1 ja nein

Tab. 3: Zusammenfassung iiber Synthese und Membraninsertion der Proteine bR, PR, NpsRII, NphR und
hGlyRal. Die Werte in Klammern geben den Anteil an Membraninsertion des jeweiligen Proteins an (Intensitit

der Abbaubande), bezogen auf die Gesamtsyntheseausbeute.

3.1.7 Funktionelle zellfreie Expression von bR®

Zur Darstellung von grosseren Mengen an bR, welche auch fiir die biophysikalische
Charakterisierung ausreichen, wird ein Roche RTS500 Bioreaktor (Roche, Penzberg,
Germany) verwendet. Dabei handelt es sich um einen Synthesereaktor mit einer
Reaktionskammer (1 ml) und einer Reservoirkammer (10 ml), die iiber eine semipermeable
Membran verbunden sind: Ein Austausch von kleinen Molekiilen ist mdglich, jedoch ist die
Membran nicht durchlissig fiir hdhermolekulare Molekiile oder Proteine. Der Vorteil dieses
Systems liegt darin, dass die Konzentration an Abbauprodukten, welche die Proteinsynthese
inhibierenden (AMP, GMP oder Pyrophosphat) langsamer erreicht wird und die
Synthesedauer auf bis zu 24 Stunden bei 30°C erhoht werden kann. Dies ermoglicht eine
Anreicherung der Syntheseprodukte in der Reaktionskammer. Die zellfreie Synthese findet
ohne radioaktiv-markierte Zusitze statt, um das Genprodukt eindeutig zu identifizieren wird
nach Inkubationsende eine Sucrosegradient-Ultrazentrifugation (10 ml MalBstab) des

Reaktionsansatzes durchgefiihrt. Es werden zehn Fraktionen zu einem ml isoliert und mittels
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SDS-PAGE und Western-Blot Analyse untersucht. Die bR enthaltenden Fraktionen werden

vereinigt.

Abb. 3.18: Western-Blot Analyse mit Maus Anti-
Histidin-Tag-Ig und Anti-Maus-POD-Ig von zellfrei
synthetisiertem bR nach Sucrosegradient-
Ultrazentrifugation (Gradient: 30—50% Sucrose 10 ml,
60% Sucrose 1 ml, 16 h, 22.000 rpm, SW28-Rotor,
4°C). (+) mit pUCBM20 bom DNA (-) ohne DNA-

47.5 =

Matrize.

32 =
25 =—

Auf dem Western-Blot der vereinigten Sucrosegradient-Fraktionen (45-50% Sucrose) ist eine
Proteinbande mit einem apparenten Molekulargewicht von 25 kD (roter Pfeil) zu detekieren.
Diese Bande ist ausschliesslich bei Vorhandensein von pUCBM20 bom DNA-Matrize im
Syntheseansatz nachzuweisen und kann dem bR Monomer zugeordnet werden.

Das nach Sucrosegradient-Ultrazentrifugation gereinigte bR zeigt im statischen
Absorptionsspektrum jedoch keine Absorption des als SB gebundenen Retinals bei 570 nm
als auch keine Akkumulation von archetypischen bR-Photointermediaten mittels
zeitaufgeldster Laserblitzabsorptionsspektroskopie (nicht abgebildet). Da sich bR in eine
artifizelle Lipidumgebung faltet, die keine proteinogenen Verunreinigungen anderer
Membranproteine enthédlt wird auf eine Reinigung des Genprodukts und die damit
verbundenen Ausbeuteverluste verzichtet. Die Anwendung von bR-spezifischen
Nachweismethoden ~ wie  zeitaufgeloste ~ Laserblitzabsorptionsspektroskopie  oder
Ladungstransportmessungen an planaren Lipiddoppelschichten sollte eine eindeutige
Zuordnung der Signale ermdglichen. Aus diesem Grund wird der Syntheseansatz fiir die
weitere biophysikalische Charakterisierung nach Abstoppen der Reaktion mit EDTA direkt

eingesetzt.
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1) Zeitaufeeloste Laserblitzabsorptionsspektroskopie

Zuerst wird der spezifische Photozyklus von bR mittels zeitaufgeloster
Laserblitzabsorptionsspektroskopie untersucht. Nach Laseranregung von bR bei 570 nm
konnen charakteristische transiente Absorptiondnderungen bei 400 nm und 570 nm detektiert
werden. Als Vergleich werden die transienten Absorptionsdnderungen von H.salinarum ,.cell-
envelope“-Vesikeln (zur Verfligung gestellt von A. Gopper, MPI Dortmund) aufgezeichnet.
,Cell-envelope“-Vesikel enthalten neben bR jedoch noch weitere Membranproteine, diese
durchlaufen zwar keine Photoreaktion, aber beeinflussen indirekt die Photozykluskinetik von
bR. Darunter fallt der H. salinarum Na'/H'-Antiporter, welcher den Protonengradienten
entkoppelt, den bR bei Belichtung aufbaut. Dies fithrt zu einer Verringerung der
Membranpolarisation, die im Falle von bR in artifiziellen Liposomen stirker ausgeprigt ist.
Um die transienten Absorptionsinderungen von bR® in DOPC-Liposomen und bR in ,.cell-
envelope® Vesikeln zu vergleichen wird der Na'/H'-Antiporter durch Zusatz von DCC

inhibiert [83].

400 nm bR +/- DCC |

400 nm bR |

b |
570 nm bR"

-

10° 10* 10° 10? 10" 10°

Zeit in sec

Abb. 3.19: Differenticlle Absorptionsinderungen des zellfreien Syntheseansatzes von bR® mit DOPC-
Liposomen bei 400 nm und 570 nm. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhiltnisses wurden 10° Transienten
mit einer Pulsfrequenz von 1 Hz akkumuliert. Als Vergleich sind die Transienten von bR in H.salinarum ,cell
envelope“-Vesikeln ODs7g oy = 0.1 in 0.5 M NaCl mit 10 mM DCC (griin) und ohne DCC (rot) dargestellt
(Datenakkumulation: 25 Pulse, 1 Hz). Die Polarisierung der Vesikel erfolgte durch vorherige Belichtung mit
dem Laser (100 Pulse, 5 Hz). Zur besseren Darstellung sind die transienten Absorptionsdnderungen der ,,cell

envelope“-Vesikel auf die maximale Amplitude des Transienten bei 400 nm von bR* normiert.
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Die transienten Absorptionsdnderungen von bR zeigen deutliche Ahnlichkeiten zu bR im
Hinblick auf Bildungskinetik und Akkumulation des hypsochrom verschobenen M-
Intermediates des bR Photozyklus bei 400 nm sowie der Relaxation zuriick zum
spektroskopischen Grundzustand (570 nm). Die Zerfallsdynamik des M-Intermediats von bR
ist gegeniiber bR verlangsamt und vergleichbar mit DCC-behandelten bR ,,cell envelope®-
Vesikel, die unter den experimentellen Bedingungen polarisiert werden. Dies ldsst darauf
schliessen, dass der verlangsamte M-Zerfall von bR darauf zuriickzufithren ist, dass das
Protein in polarisierbaren, geschlossenen Proteoliposomen vorliegt.

Die maximale Amplitude der Absorptionsinderung fiir den M-Zustand von bR®' liegt bei zwei
mOD, woraus die Konzentration von funktionellem bR*f abgeschitzt werden kann. Unter der
Annahme, dass etwa 20 % der bR-Molekiille nach Laseranregung einen Photozyklus
durchlaufen [72] und einem Extinktionskoeffizienten fiir das M-Intermediat von Ag412 nm =
23.000 M cm™ [84] liefert das Lambert-Beersche Gesetz:

E 0.002-5 mg

= = . . =0.87 yM ~ 20—
d-¢ 0.5cm-23000M~"' cm™ [
an funktionellem bR*",
2) Lichtinduzierte Ladungstransportmessungen an planaren Lipiddoppelschichten

Eine weitere spezifische Funktionsanalyse stellen die lichtinduzierten Ladungstransport-
eigenschaften von bR an planaren Lipiddoppelschichten dar. Hierzu wird der Syntheseansatz
direkt in der Messkammer der BLM-Apparatur mit Messpuffer verdiinnt. Die Anlagerung der
bRCf-Proteoliposomen erfolgt unter unter leichtem Riihren fiir /2 h, wobei die Leitfdhigkeit der
BLM ungewo6hnlich hoch ansteigt (~0.5 nS). Dies ist vermutlich auf die hohen Konzentration
an hydrophoben Zusdtzen wie DOPC-Lipid (4 mg/ml), Retinal (100 uM) oder Proteine aus
dem Zell-Lysat im Syntheseansatz zuriickzufiihren.

Bei Belichtung von bR® in DOPC-Proteoliposomen an der BLM mit grinem Licht
(A>495 nm) wird ein negativer transienter Photostrom mit einer Amplitude von bis zu
2.5pA/em® und ein negativer stationdrer Strom von bis zu 0.5 pA/ecm® detektiert
(Abb. 3.17 a). Der transiente Photostrom ist im Hinblick auf sein Wellenldngenabhéngigkeit,
Vorzeichen und seinen zeitlichen Verlauf vergleichbar mit dem von gereinigtem bR in PM
oder Proteoliposomen [75]. Obwohl der transiente Strom charakteristische Eigenschaften
besitzt, welche auf das Vorhandensein von funktionellem bR hinweisen, ist dies kein Beweis

dafiir, insbesondere wenn die Ladungstransportmessungen mit hohen BLM-



Ergebnisse 65

Leckleitfahigkeiten durchgefiihrt werden. Dies ist bei der Messung der Fall, da bereits ohne
Vorhandensein von lonophoren ein stationédrer Strom registriert wird.

Um die Funktionalitit von bR eindeutig zu bestimmen wird ein
Doppelbelichtungsexperiment durchgefiihrt. Hierzu wird das System durch Zugabe der
Ionophoren Monensin und 1799-Protonophor entkoppelt und der stationdre Photostrom bei
Belichtung mit griinem Licht aufgezeichnet. Wird der stationére Photostrom mit zusitzlichem
blauem Licht verringert, ist dies ein eindeutiger Beweis fiir das Vorhandensein von
funktionellem bR, Unter diesen Bedingungen durchliuft bR einen verkiirzten Photozyklus,
iiber einen Zwei-Photonenmechanismus, bei dem keine Ladung nach Aussen transportiert
wird. Nach Zugabe der lonophore Monensin und 1799-Protonophor liegt der stationidre Strom
bei ~1 pA/em® und kann mit zusitzlichem griinem Licht zusitzlich verstirkt werden, da noch
keine Sittigung des Photosignals mit der verwendeten XBO-Lampe erzielt wird (Abb. 3.17b).
Wird jedoch mit zusdtzlichem blauem Licht bestrahlt wird ein um 25 % niedriger Photostrom

gemessen (Abb. 3.17c¢).

Abb. 3.20: Lichtinduzierte Photostrome von zellfrei

e synthetisiertem bR in DOPC-Liposomen an

I
|

planaren Lipiddoppelschichten. Der Balken zeigt die
Dauer der Bestrahlung mit griinem Licht an (Osram

XBO75W, A > 495 nm). Die Pfeile markieren das an-

-1,0F

-2,0f 1 und ausschalten von zusidtzlichem griine Licht
(Osram HBOI100W, A > 495 nm) (b) bzw.
b : : : zusitzlichem blauen Licht (Osram HBOI100W,

= Schott K40 Breitbandfilter (A = 400 + 25 nm) (c).

I Photostrome wurden in Abwesenheit (a) und in
_1‘ -

lin nAlem’

Gegenwart (b) + (c¢) der Ionophoren 1799 und

Monensin (je 5 uM) aufgenommen.
Pufferbedingungen 100 mM NaCl, 20 mM
Hepes/Tris pH 6.8.

-2,0F aus

Zeit in sec
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3.2 Invivo Expression und Reinigung von Membranproteinen in E. coli

Zellen

3.2.1 Funktionelle Expression und Reinigung von PR und Mutanten

Fiir die Darstellung von Proteorhodopsin in E.coli Zellen werden zwei Expressionskonstrukte
kloniert, die sich hinsichtlich einer C-terminalen Affinititsreinigungssequenz unterscheiden
(His-Tag und Strepll-Tag). Unter Verwendung des pET27b(+)-Plasimds liegt das PR-Gen
unter der Kontrolle des T7-Promotors, welcher durch den lacI-Operator reguliert wird. Die
Proteinsynthese kann in diesem Fall durch Zugabe des nicht hydrolysierbaren Allolaktose-
Agonisten IPTG unter kontrollierten Bedingungen induziert werden. Hierzu werden die E.coli
Staimme BL21(DE3) oder C41(DE3) verwendet, die das Gen fiir T7-RNA-Polymerase

genomisch integriert haben unter Kontrolle des lacUV5-Promotors.

PR
d Ngel b
rbs
Xhol
T7P HSV-Tag
pET27b(+) His6-Tag
lacl T
f1 ori
pB(F:r?ZZ Kan®
PR
Néjel
r
Xhol
7P Strepll-Tag
pPET27b(+) Nhel
lacl 7T
1 ori

pBR322
ori

Kan

Abb. 3.21: Schematischer Aufbau der Expressionskonstrukte von PR (a) mit C-terminalem HSV- und 6x
Histidin-Tag fiir die Reinigung mit Ni-NTA Superflow (oben) sowie C-terminalem Strepll-Tag fiir die
Reinigung mit immobilisiertem Streptavidin (unten). Lacl: Gen fiir Lactose Repressor, T7P: T7-Promotor, rbs:
Ribosomale Bindungsstelle, HSV-Tag: Herpes Simplex Virus-Tag, T7T: T7-Terminator, ori:
Replikationsursprung, Kan": Gen fiir Kanamyzin Resiszenz. Expressionskultur E. coli C41(DE3) Zellen mit
pET27b(+)-PR-His (b) 2.5 Stunden nach Induktion mit 0.1 mM IPTG und Zugabe von 10 uM all-trans Retinal
(links) (37°C, 160 rpm) sowie Zellen ohne Zusatz von IPTG (rechts). Expression erfolgte in M9-

Minimalmedium mit 2% Glucose unter Lichtauschluss.

Die Induktion der PR-Expression erfolgt durch Zugabe von IPTG zu einer im spéten

exponentiellen Wachstum befindlichen Bakterienkultur. Gleichzeitig zur IPTG-Zugabe wird
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der essentielle Cofaktor all-trans Retinal zugesetzt und 2.5 h unter Lichtauschluss bei 37°C
geschiittelt. Anhand der Rotfarbung des Zellpellets ist deutlich zu erkennen, dal PR (Apax =
520 nm [15]), exprimiert wird. Nach dem mechanischen Aufschlu der Zellen im
Microfluidizer werden die Zelltriimmer durch einstiindige Zentrifugation bei 100.000xg
abgetrennt. Die Zellmembran wird darauthin mit 2 % (w/v) DDM 12 Stunden bei 4°C geriihrt
und der Uberstand (Solubilisat) wird nach erneuter Zentrifugation bei 100.000xg direkt auf
das Ni-NTA Superflow (Qiagen, Hilden) oder Streptavidin-Makroprep (IBA, Gottingen)
Sdulenmaterial gegeben. Die Abtrennung von unspezifisch gebundenen Proteinen und
Verunreinigungen wie z.B. Cytochrome (Amax = 410 nm) erfolgt, bei Verwendung von Ni-
NTA-Affinitatssdulenmaterial, durch Waschen mit 25 mM Imidazol. Im letzten Schritt wird
das gereinigte PR mit 200 mM Imidazol eluiert. Die Elution von PR-Strepll mit Strepavidin-
Makroprep-Sdulenmaterial erfolgte mit 5 mM Desthiobiotin. Das tiiberschiissige Imidazol
bzw. Desthiobiotin wird umgehend mittels DEAE-Anionenaustauscherchromatographie
entfernt.

Die Ausbeute an gereinigtem PR-HisTag bei Expression in BL21(DE3) in LB-Medium liegt
bei etwa 2-3 mg/l Kulturvolumen und unterscheidet sich bei Expression in LB oder M9-
Minimalmedium (2% (w/v) Glucose) kaum. Hingegen liegen die Ausbeuten unter
Verwendung von C41(DE3) Zellen bei 6 mg/l in LB-Medium und bei bis zu 9 mg/l
Kulturvolumen bei M9-Minimalmedium (2% (w/v) Glucose). Miroux und Walker
argumentieren in Bezug auf die erhohten Expressionsausbeuten von Membranproteinen in
C41(DE3) mit einer langsameren Expressionsrate und detektieren einen geringeren mRNA-
Konzentration im Vergleich zu BL21(DE3) [57]. Neuere Publikationen deuten darauf hin,
dass sich die Lipidzusammensetzung von intrazelluliren Membranen im Vergleich zur E.coli
Zytoplasmamembran giinstig auf die Faltung von Membranproteinen auswirkt, wie sich am
Beispiel der B-Untereinheit der F(1)F(0)-ATPase gezeigt hat [85]. Die hoheren Ausbeuten
von PR bei Verwendung von M9-Minimalmedium im Vergleich zu LB-Medium liegen
vermutlich darin begriindet, dass das verwendete Pepton oder Hefe-Hydrolysat signifikante
Mengen des natiirlichen lac-Induktors Laktose besitzt. Eine Konsequenz daraus ist, dass
bereits vor IPTG-Induktion zytotoxische T7-RNA Polymerase synthetisiert wird bzw. das PR
aufgrund des fehlenden Cofaktors all-trans Retinal in der Zelle prazipitiert. Desweiteren ist
Glucose ein Katabolit-Repressor und fithrt zu einer geringeren Expression von
Hausmacherenzymen, was den Expressionshintergrund erniedrigt. Die PR D97N Mutante
konnte in E.coli BL21(DE3) nicht funktionell dargestellt werden, hingegen liefert die

Expression in C41(DE3) vergleichbare Ausbeuten im Vergleich zum wt-Protein.
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Die Ausbeuten von gereinigtem PR-Strepll liegen bei 1-2 mg/l Kulturvolumen bei Expression
in BL21(DE3) Zellen in LB-Medium und Reinigung iiber Streptavidin-Makroprep Material.
Dies ist eine 25 % geringere Ausbeute im Vergleich zum His-Tag Konstrukt, was vermutlich
daran liegt, dass das Protein nicht komplett vom Saulenmaterial eluierte. Noch drastischer ist
dieser Effekt bei Verwendung von Sepharose-Material (zur Verfiigung gestellt von
Dr. V. Sirnivasan, MPI Frankfurt/Main) bei dem Ausbeuten von gereinigtem PR-StrepIl von
~1 mg/l Kulturvolumen erzielt werden.

Um die Synthese und Solubiliserung von PR qualitativ auszuwerten werden
Expressionsproben und Proben aus den Solubilisierungsschritt mittels SDS-PAGE und
Western-Blot Analyse analysiert. Hierzu werden Zellen aus der Expressionskultur vor
Induktion und nach 2% h ohne und mit Induktion untersucht. Desweiteren wird die

Zelltrimmerfraktion nach Solubilisierung und das Solubilisit untersucht.
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Abb. 3.22: Western-Blot Analyse der Expression und Solubilisierung von PR -His (links). Expression erfolgte in
M9-Minimalmedium (2% Glucose) bei 37°C. Detektion mit Maus Anti-Histidin-Tag-Ig und Ziege Anti-Maus-
POD-Ig. Induktion erfolgte mit 0.1 mM IPTG, zum Zeitpunkt der IPTG Zugabe wurde sowohl bei den
induzierten Zellen als auch bei den nicht-induzierten Zellen 10 uM all-trans Retinal zugesetzt. Zellsuspension
vor Induktion (1), Zellsuspension nach 2% h ohne/mit Induktion (2)+(3). Pellet nach Solubilisierung der
Membranfraktion ohne ohne/mit Induktion (4)+(5). Uberstand nach Solubilisierung der Membranfraktion
ohne/mit Induktion (6)+(7). SDS-PAGE Analyse des gereinigten PR-His (8) und PR-Strepll (9) (rechts).
Proteinbanden mit dem erwarteten apparenten Molekulargewicht (PR-His 27 kD und PR-Strepll 21 kD) sind mit

roten Pfeilen gekennzeichnet, vermutliche multimere Proteinbanden mit griinen Pfeilen.

In der Western-Blot Analyse der Expression von PR ist zu erkennen, da3 PR als einziges

Genprodukt mit einem apparenten Molekulargewicht von 27 kD nach Induktion exprimiert
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wird. Die zusitzlichen Proteinbanden bei 50 und 70 kD und hoheren Molekulargewichten
sind vermutlich dem PR-Dimer und Trimer sowie multimeren Aggregatzustinden
zuzuordnen. Dafiir spricht, dass die Proteinbanden spezifisch bei der Immundetektion mit
Maus Anti-Histidin-Tag-Ig reagieren und ohne IPTG-Induktion der PR-Expression nicht
nachzuweisen sind. Nach Isolierung der Membranfraktion und Solubilisierung der
membranstindigen Proteine konnen ausschliesslich das Monomer (> 90% Gesamtintensitét)
und das Dimer in der Immundetektion nachgewiesen werden. Die Reinheit des Proteins liegt
nach Reinigung iiber Ni-NTA Affinitdtschromatographie bei > 95 % (SDS-PAGE mit
Coomassie-Farbung). Wird die Proteinreinheit aus dem Verhéltnis der spektroskopisch
bestimmten Proteinkonzentrationen bei 278 nm (Absorption der aromatische Aminosduren)
und 520 nm (Absorption des Chromophors) berechnet, ergibt sich ein kleinerer Reinheitswert
von 82% =+ 4%. Dies ist vermutlich auf den zusdtzlichen Beitrag von Raleigh-Lichtstreuung
der solubilisierten Proben im nahen UV-Spektralbereich zuriickzufiihren. In dieser Berechnug
wird ein theoretischer Extiktionkoeffizient €275 nm = 75.700 M cm™ angenommen, welcher
aus der PR-Primidrsequenz abgeleitet ist [86]. Der Extinktionskoeffizient des
Retinalchromophors liegt bei 43.900 M cm™ (Vergl. Abb. 3.30b). Eine vergleichbare
Reinheit wird fiir das PR Strepll-Tag mit einem apparenten Molekulargewicht von 21 kD

berechnet.
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Das MALDI-Tof Spektrum des gereinigten PR zeigt nach Entfernung der Salze mittels
Grossenauschlusschromatographie und Detergenzien mittels Losungsmittelextraktion [69]
fiinf Signale (I-V), wobei die Signale I und IV sowie Il und V den (+1) und (+2)-

Ionisierungszustinden der gleichen Spezies zugeordnet werden konnen.
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Abb. 3.23: MALDI-Tof Spektrum von gereinigtem und delipidiertem PR in a-Cyanohydroxyzimtsdure-Matrix.

Messung erfolgte im positiven lonenmodus.

Eine Zuordnung der Signale des MALDI-Tof Spektrums von PR ist in Tab. 1.4
zusammengefasst. Fiir die Auswertung werden die (+2)-Massensignale verwendet, da die
(+1)-Massensignale neben einer schwachen Intensitdt eine erhebliche Signalbreite (£
~100 Dalton) aufweisen.

Signal I kann dem, um eine putative N-terminale Signalsequenz (MKLLLILGSVIALPTFA),
verkiirzten PR [87] zugeordnet werden, wobei die Massendifferenz +11 Dalton vermutlich
aufgrund der Qualitit des Spektrums zustande kommt. Die Signalsequenz am N-Terminus
wird wahrscheinlich nach oder wihrend der Insertion der Polypeptidkette von PR in die
Membran von membranstindigen Signalpeptidasen nicht quantitativ gespalten. Aus diesem
Grund ist auch PR mit kompletter Primérsequenz (M, = 30321 Dalton) im MALDI-Tof
Spektrum zu detektieren. Es ist zu erkennen, dass die relative Molekiilmasse von PR deutlich

unter dem registrierten Massensignal II (30724 Dalton) liegt. Daher ist zu vermuten, dass sich
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Massensignal II dem PR und ein zusétzlichen DDM-Molekiill zusammensetzt, welches
wahrscheinlich an die stark hydrophobe Signalsequenz von PR bindet und mittels
Losungsmittelextraktion nicht entfernt werden kann. Die Differenz von PR mit einem DDM
zur theoretischen Masse betrdgt —107 Dalton. Eine dritte Spezies, von der jedoch
ausschliesslich das (+2) Massensignal detektiert werden kann, entspricht vermutlich PR mit

zwel DDM-Molekiilen.

Spezies M, (Dalton) Korrespondierendes Differenz
Signal (Dalton) (Dalton)
| |/AGGGDL...SNALE-HSVTag-HisTag| 28767 14389 (+2) — 28778 +11
Il MKLLLILGSVIALPTFA-AGGGDL..] 30831 15362 (+2) — 30724 -107
|..SNALE-HSVTag-HisTag + 1xDDM|
Il [MKLLLILGSVIALPTFA-AGGGDL../ 31341 15819 (+2) —» 31638 +297

|..SNALE-HSVTag-HisTag + 2xDDM|

Tab. 4: Zuordnung der Signale des MALDI-Tof Spektrums von gereinigtem PR. M, (DDM) = 510 g/mol.

Zusammengefasst kann PR in ausreichender Menge in E.coli funktionell exprimiert und
mittels Ni-NTA Affinitdtschromatographie in hoher Reinheit isoliert werden. PR-HisTag wird
im Folgenden fiir alle weiteren biochemischen und biophysikalische Untersuchungen

eingesetzt.
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3.22 In vivo Expression von Neurospora crassa Nopl, Chlamydomonas

Rheinhardii Chopl und dem humanen Glycin Rezeptor al in E.coli Zellen

Fiir die Darstellung von weiteren Rhodopsinen aus den eukariontischen Organismen N.crassa
Nopl, C. rheinhardii Chopl und der a.1-Untereinheit des humanen Glycin Rezeptors hGlyRa1
werden die entsprechenden Gene in pET27b(+) bzw. pET27bmod Expressionsplasmide
kloniert. Um die Membraninsertion der Genprodukte bei der Expression zu erhdhen wird fiir
Nopl und Chopl ein zusitzliches Leader-Fusionskonstrukt ausgehend von den ersten
18 Aminosduren von Proteorhodopsin und einer N-terminal verkiirzten Varianten von Nopl
und Chopl kloniert (PRL-Varianten). Um ausschliesslich den extrazelluldren N-Terminus und
nicht Teile von Helix I durch den PR-Leader zu ersetzten werden bei Nopl die ersten
42 Aminosduren deletiert [14]. Fiir die Klonierung des PR-Leader Chopl Fusionskonstrukts
gehen die Meinungen iiber den Beginn von Helix I auseinander. Nagel et al. [13] postulieren
L76 als erste Aminosdure in Helix I. Hingegen gehen Sineshchekov et al. [88] von 165 als
erste Aminosdure aus. Um Helix I von Chopl nicht zu verkiirzen wird der PR-Leader vor 165
kloniert. Ein @hnliches Fusionskonstrukt wird fiir hGlyRoal ab Aminosdure 29 kloniert unter
Verwendung des pelB-Leaders aus dem pET27b(+) Plasmid. Die Gene liegen unter der
Kontrolle des T7-Promotors, welcher tliber lacZ reguliert wird. Die Kodonverfiigbarkeit am
N-Terminus ist fiir die ersten 20 Codons gewdhrleistet. Aus diesem Grund wird auf eine
Expression in speziellen E.coli Bakterienstimmen verzichtet und die Expression in C41(DE3)
Stamm durchgefiihrt. Fiir eine mogliche Affinitatsreinigung sind die Genprodukte C-terminal
mit einem sechsfachen Histidin-Tag bzw. HSV-Histidin-Tag ausgestattet (Zusammengefasst

in Abb. 3.24).
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Abb. 3.25: Schematischer Aufbau der Expressionskonstrukte von Nopl, Chopl und hGlyRal sowie den

entsprechenden N-terminalen Leader-Varianten.

Die Expression der Proteine erfolgt in M9-Minimalmedium bei 37°C unter Lichtauschluss.
Die Induktion der Genexpression erfolgt mit Zugabe von 0.1 mM IPTG, gleichzeitig werden
bei den Retinalproteinen 10 puM all-trans Retinal zugegeben (Vergleiche PR-Expression
Abschnitt 3.2.1). Nach Aufschluss der Zellen und Solubilisierung der Membranfraktion mit
2% (w/v) DDM werden die Expressions- und Reinigungsschritte mittels SDS-PAGE und

Western-Immunnachweis analysiert.
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Abb. 3.26: Western-Blot Analyse mit Maus Anti-Histidin-Tag-Ig und Ziege Anti-Maus-POD-Ig der Expression
von (a) Chopl, (b) PRL-Chopl, (¢) Nopl, (d) PRL-Nopl, (e) hGlyRa1 und (f) PelB-hGlyRa 1 in E.coli C41(DE3)
Zellen in M9-Minimalmedium mit 2% Glucose bei 37 °C. Induktion mit 0.1 mM IPTG. Zugabe von 10 uM all-
trans Retinal zum Induktionszeitpunkt. (1) Zellen vor Induktion, (2)+(3) Zellen 2%, Stunden ohne/mit Induktion,
(4)+(5). Pellet nach Solubilisierung der Membranfraktion mit DDM ohne/mit Induktion, (6)+(7) Uberstand nach
Solubilisierung der Membranfraktion mit DDM ohne/mit Induktion. In rot gekennzeichnet sind die nach

Induktion der Genexpression neu hinzukommen Proteinbanden.

In den E.coli Zell-Lysaten der Expression von Chopl kann keine zusitzliche Proteinbande
nach Induktion mit IPTG detektiert werden. Nach Zellaufschluss, Solubilisierung der
Membranfraktion und Zentrifugation ist im Pellet eine Proteinbande mit apparentem
Molekulargewicht von 32 kD bei IPTG-Induktion zu detektieren (Abb. 3.26 a Spalte 5). Im
Solubilisat ist diese Proteinbande nicht zu erkennen, diese Beobachtung l4sst den Riickschluss
zu, dass Chopl durch IPTG-Induktion exprimiert wird, jedoch nicht in die Zellmembran
insertiert und aus diesem Grund nicht funktionell ist. Im Falle des PRL-Chopl
Fusionskonstrukts ist keine zusétzliche Bande in den Zell-Lysaten und nach Aufschluss der
Zellen in der Membranfraktion zu detektiert. In diesem Fall wird das Genprodukte entweder
nur in &dusserst geringen Mengen exprimiert (unter der Nachweisgrenze des Western-
Immunnachweis) oder in der Zelle direkt abgebaut.

Bei der Nopl Expression wird bei IPTG-Induktion eine Proteinbande mit einem apparenten
Molekulargewicht von 35 kD im Pellet nach Solubilisierung detektiert. Diese Proteinbande ist
dem Nopl Genprodukt zuzuordnen mit einem erwarteten Molekulargewicht von 36 kD. Da
das exprimierte Nopl nicht solubilisiert werden kann, ist es vermutlich nicht in der Membran
inseriert und liegt deshalb nicht in funktioneller Form vor. Gleiches ist bei der Expression von
hGlyRal zu beobachten, wobei in diesem Fall eine Proteinbande mit einem apparentem
Molekulargewicht von 48 kD (erwartetes Molekulargewicht: 50 kD) im Pellet nach

Solubilisierung zu detektieren ist. Die Leader-Fusionskonstrukte fiihrten weder bei Nopl noch
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bei hGlyRal zu einer Membraninsertion, im Gegenteil nach Induktion kann keine neue
Expressionsbande detektiert werden, was dafiir spricht, dass die Proteine nicht exprimiert
werden oder nach Expression in der Zelle proteolysiert werden.

Die in vitro Faltung der unloslichen Proteinaggregate von Nopl und hGlyRal stellt im
Prinzip eine attraktive Mdglichkeit dar, die Proteine mit Hilfe einer artifiziellen hydrophoben
Umgebung (Detergenzien, Lipide) in ihre funktionelle Form zu iiberfiihren. Diese Technik ist
fiir viele 16sliche Proteine bereits erfolgreich angewendet [89], im Falle von
Membranproteinen aber nur vereinzelt beschrieben, wie am Beispiel des archaebakteriellen
bR [90] [91] oder der E.coli endogenen Proteine KcsA-Kanals [92], die ,,Outer membrane
proteins®“ OmpA und OmpF [93] [94], Laktose-Permease LacY [95], ,Kalium Shaker
Channel A” KscA [92] und Diacylglycerolkinase DAGK [96]. Die in vitro Faltung von
eukaryotischen Membranproteinen, die in prokaryotischen Organismen exprimiert wurden
sind in der Literatur bislang nicht beschrieben und ein Erfolg dieser Methode ist in diesem
Fall schwer abzuschétzen.

Die funktionelle in vitro Faltung von Membranproteinen aus unldslichen Aggregaten ist
keineswegs eine etablierte Methode und muss fiir jedes Protein zeitaufwendig optimiert
werden. Aus diesem Grund wird dieser Ansatz bei den Proteinen Nopl und hGlyal nicht

weiter verfolgt.
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3.3 Untersuchung der spektoskopischen Eigenschaften von

Proteorhodopsin

3.3.1 Spektroskopische und chemische Eigenschaften des Chromophors

Das UV/Vis-Absorptionsspektrum von gereinigtem PR solubilisiert in DDM-Mizellen besitzt
drei Absorptionsmaxima, bei 278 nm (Absorption von aromatischen Aminosduren), 360 nm
(B-Bande) und 518 nm (a-Bande). Die Lage der intensive a-Bande, welche einem nm—m*
elektronischen Ubergang des ausgedehnten m-Elektronensystems des Retinals entspricht, ist
abhingig von der jeweiligen Proteinumgebung ,,Opsin-Verschiebung® und spezifisch fiir
jedes Retinalprotein [97]. PR in Proteoliposomen aus DOPC-Lipid zeigt, bis auf den deutlich
hoheren Raleighstreuungsanteil im Vergleich zu DDM-solubilisiertem PR, keine
Verdnderung der spektralen Eigenschaften. Hingegen ist das Absorptionsmaximum der o-
Bande von PR rekonstituiert in polare PM-Lipide in den roten Spektralbereich zu 534 nm
verschoben. Polare Lipide bestehen zu etwa 70 Mol % aus dem anionischen Lipid
Phosphoglycerophosphat. Dies resultiert in einer hohen lokalen Aziditit der
Membranoberfliche von Liposomen bestehend aus polaren PM-Lipiden. Wird PR in solche
Liposomen rekonstituiert, kann dies zu konformativen Verdnderungen des Proteingeriists oder
verdnderten Protonierungszustinde von Aminosduren auf der Proteinoberfliche fiihren,

welche die spektralen Eigenschaften des Chromophors @ndern.
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Abb. 3.27: UV/Vis-Absorptionsspektrum von PR nach Reinigung solubilisiert in 0.1% (w/v) DDM
(Pufferbedingungen: 0.5 M NaCl, 10 mM Tris/HCI pH 8.0) sowie rekonstituiert in polare PM-Lipide und
DOPC-Lipid (Pufferbedingungen: 100 mM NacCl, 25 mM NaPi pH 8.0)

Das UV/Vis-Absorptionsspektrum von dunkel- und lichtadaptiertem PR zeigt ein
unverdndertes Absorptionsmaximum bei 520 nm (bei pH 8.0) im Temperaturbereich von 0 bis
40°C. Dunkeladaptiertes PR absorbiert im Vergleich zu lichtadaptiertem jedoch weniger stark
(~10% kleinerer Extinktionskoeffizient). Wird der Kinetik der Dunkeladaptation von PR
aufgenommen (Abb. 3.28), kann ein monoexponentieller Verlauf mit einer Halbwertszeit von
17 min bei 20°C beobachtet werde. Dies ist eine vergleichbare Kinetik der Dunkeladaptation

in Bezug auf bR (28 min bei 22°C) [98].
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Abb. 3.28: UV/Vis-Absorptionsspektrum von licht- (

) und dunkeladaptiertem (----) PR in DOPC-Lipid bei
20°C. Kinetik der Dunkeladaptation mit monoexponentieller Anndherungsfunktion (rot) der Form:

y = yotA¥[l-exp(-A/t)] mit y,: OD zum Zeitpunkt t=0, A:Priexponentieller Faktor, A: Wellenlinge,
1: Halbwertszeit) (oben links). Pufferbedingungen: 100 mM NaCl, 25 mM NaPi pH 10.0

Retinal-Extraktionsexperimente mit bR zeigen, dass der Retinal-Chromophor im
spektroskopischen Grundzustand als Gemisch von zwei Isomerisierungszustinde 13-cis und
all-trans vorliegt [99]. Die beiden Isomerisierungszustinde liegen im thermodynamischen
Gleichgewicht miteinander, welches durch Bestrahlung mit Licht verschoben wird. Da beide
Spezies bR'¥ und bR*™™* einen Photozyklus besitzen, stellt die detaillierte Untersuchung
des Gleichgewichts eine Voraussetzung fiir die Analyse von zeitaufgelosten
Laserblitzphotolyseexperimenten dar.

Im Falle von PR sind nach Retinalextraktion im HPLC-Chromatogramm bei 365 nm
Anregungswellenldnge drei Elutionsprodukte 1-3 mit den Retentionszeiten 4.5, 4.7 und 5 min
zu beobachten. Da die cis-Isomere des Retinals im Allgemeinen eine kleinere Oberfliche
besitzen, die mit der Kieselgelmatrix wechselwirkt, im Vergleich zur all-trans Konfiguration,
eluieren diese schneller vom Sdulenmaterial. In diesem Fall kann Elutionsprodukt 1 und 2
einem Retinal mit cis-Konfiguration und Elutionsprodukt 3 dem all-trans Retinal zugeordnet
werden. Ein Vergleich der Retentionszeiten von Elutionsprodukt 1 und 2 mit denen von
verschiedener cis-Retinalisomeren anderer Rhodopsine ergibt, dass Elutionsprodukt 1 dem
13-cis und Elutionsprodukt 2 wahrscheinlich einem 9-cCis isomerisierten Retinal zuzuordnen

ist [99].
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Zur Abschitzung des Konzentrationsverhdltnisses der verschiedenen Retinalisomere
zueinander, werden die Flidchen unter den jeweiligen Elutionspeaks integriert. Wird fiir die
Retinalisomere ein dhnlicher maximaler Extinktionskoeffizient angenommen, ist diese Fléche
proportional zur Konzentration. Hierbei werden nur die Flachen unter Elutionspeak 1 (13-cis)
und 3 (all-trans) beriicksichtigt, da die Bestimmung der Fliache unter Elutionspeak 2 (9-cis),
aufgrund der geringen Konzentration dieses Isomers, zu fehlerbehaftet ist.

Bei dunkeladaptiertem PR ist ein Isomerenverhéltnis von 1:5 13-cis/all-trans Retinal zu
beobachten, hingegen bei lichtadaptiertem PR eines von 2:3. Dieses Verhéltnis ist unabhingig

von der Temperatur in einem Bereich von 0 bis 40°C (vergl. Abb. 3.29 c).

a ' Cc
30}
£ DA LA
€ o0t Temperatur 13-cis all-trans 13-cis all-trans
9 0°C 189 81,1 357 643
g 20°C 211 78,9 371 62,9
101 40°C 19,3 80,7 35,7 64,3
2
0
40 42 44 46 48 50 52 54
Zeit, min Abb. 3.29: Normalphasen HPLC-Chromatogramm der
b ' ' ' ' ' Retinalisomere von dunkeladaptiertem (schwarz) und
= 401 — B lichtadaptiertem  (rot) PR nach  organischer
'% 30} Losungsmittelextraktion bei 0°C (a). Temperatur-
(14
.g " & abhingigkeit des Isomerenverhéltnisses in Diagramm (b)
QAN ¢ — T |
2 ¢ und Tabellenform (c) (DA: Dunkeladaptiert, LA:
S 10p —o—LA i Lichtadaptiert). Pufferbedingungen von PR in DOPC-
—e— DA
0 . " . . . Lipid: 100 mM NaCl, 25 mM NaPi pH 9.0.
0 10 20 30 40

Temperatur, °C

3.3.2 Charakterisierung des spektroskopischen Grundzustands

Das statische UV/Vis-Absorptionsspektrum von PR ist abhidngig vom pH-Wert des
Probenpuffers. Fiir eine genaue Untersuchung dieser Abhéngigkeit wird Lipid-rekonstituiertes
PR in polymerisiertes Acrylamid immobilisiert um die Stabilitét {iber einen pH-Bereich von
11.5 bis 4.0 zu gewihrleisten und die Raleighstreuung zu erniedrigen. Das
Absorptionsmaximum der o-Chromophorbande von dunkeladaptiertem PR verschiebt sich
reversibel von 518 nm (pH 11.5) zu 536 nm (pH 4.0) bzw. von 519 nm (pH 11.5) iiber
545 nm (pH 6.5) nach 541 nm (pH 4.0) bei PM-Lipiden rekonstituierten Proben.
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Abb. 3.30a: pH-Abhéngigkeit des Absorptionsmaxiumums der o-Chromophorbande von PR in DOPC-Lipid
(O) und PM-Lipiden (e).Pufferbedingungen: 100 mM NaCl, 50 mM NaPi.

Zur Abschitzung eines pKs-Wertes werden UV/Vis-Absorptionsspektren von PR in DOPC-
Lipid und PM-Lipiden bei 19 unterschiedlichen pH-Werte von pH 11.5 bis 4.0 aufgenommen
und global durch eine Multi-Gauss-Anndherungsfunktion beschrieben. Die Amplituden der
Gaussfunktionen, welche die Absorption der a-Chromophorbande fiir PR bzw. im sauren pH-
Bereich PR"*" beschreiben, sind direkt proportional zur Konzentration der zu diesem pH-
Wert vorliegenden Spezies. Ist der maximale Extinktionskoeffizient €y, bekannt, kann die
Konzentration berechnet werden. Hierzu wird g, von PR und PRV " durch Umsetzung des
Proteins mit Hydroxylamin unter Verwendung des maximalen Extinktionskoeffizienten fiir
Retinaloxim &360nm = 33.600 M cm™ [67] bestimmt. Unterschiedliche Anteile von elastischer
Lichtstreuung der Proben im nahen UV-Bereich bei pH 6 und 10 werden zuerst subtrahiert
und das Differenzspektrum zwischen nativer und Hydroxylamin-gebleichter Probe gebildet.
Die Umsetzung von PR mit Hydroxylamin unter neutralen Bedingungen ergibt ein
Absorptionsspektrum ~ mit  einer  ungewdhnlichen  Feinstruktur  und  einem
Absorptionsmaximum von 380 nm. Unter sauren pH Bedingungen (pH 3) verlduft die
Reaktion wie erwartet zum Retinaloxim mit einem Absorptionsmaximum von 360 nm und es
kann ein Extinktionskoeffizient €559 = 43.900 und £s549 von 44.900 M em? fiir PR und

PR ermittelt werden.
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Abb. 3.30b: UV/Vis-Absorptionsspektrum und Differenzabsorptionsspektrum (oben links) von PR bei pH 6

(—), pH 10 (---) und entsprechendem Retinaloximspektrum nach Inkubation der Proben bei pH 3 (—) und pH 8

(—). Pufferbedingungen: 0.5 M NaCl, 10 mM Tris/HCI, 0.1 % DDM.

Die Multi-Gauss-Datenanalyse der 19 UV/Vis-Absorptionsspektren des PR in DOPC-Lipid

von pH 11.5 bis 4.0 ergibt, dass vier asymmetrische Gaussfunktionen Sy;-So4 hinreichend sind

zur Anndherung des Absorptionsspektrums iiber den gesamten pH-Bereich. Hierbei

beschreiben Sy, die Absorption der aromatischen Aminosduren im nahen UV-Bereich, Sy, die

B-Chromophorbande des PR und Sgp3 bzw. Sps die Absorption der a-Chromophorbande im

alkalischen und sauren pH-Bereich. Die Parameter der Gauss’schen-Annéherungsfunktionen

fiir das Absorptionsspektrum von DOPC-rekonstituiertem PR sind in Tab. zusammengefasst,

wobei der Exponent der Raleighstreuungfunktion gleich 2.6 £ 0.1 ist.

Amax / NM Av/cm™ p
So1 279,1+0,1 4556,5 + 0,1 1,79 £ 0,01
So2 363,4+0,8 4363,9 £ 98,3 1,00 £ 0,05
So3 518,4 £0,5 3410,0+£7,9 1,60 £ 0,01
Soa 539,2+ 0,6 3669,1+£5,9 1,37 £ 0,01
Tab. 5: Parameter der Multi-Gauss-Anndherungsfunktionen (So; bis Sy) des

statische UV/-Vis

Absorptionsspektrums von PR in DOPC-Lipid mit A, Absorptionsmaximum, Av: Halbwertsbreite, p:

Asymmetriefaktor.
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Die UV/Vis-Absorptionsspektren von PR in DOPC-Lipid bei den zwei extremen pH-Werten
pH 11.5 und 4.0 sind in Abb. 3.31a mit der jeweiligen Multi-Gauss-Anndherungsfunktion

violett

dargestellt. Die relativen Konzentrationen von PR und PR werden darauthin aus den
Amplituden der Gaussfunktionen, welche die o-Chromophorbande beschreiben (So; bei
alkalischem pH wund S¢4 bei saurem pH) und der bestimmten maximalen
Extinktionskoeffizienten berechnet und gegen den pH-Wert aufgetragen (Abb. 3.31a oben).
Der Titrationsverlauf wird mit einer sigmoidalen Funktion, der die Hill-Gleichung zugrunde
liegt beschrieben und liefert einen pKs Wert von 7.68 + 0.03 mit einem Hill-Koeffizienten
von 0.67.

Fiir PM-Lipid rekonstituiertes PR ist der Titrationsverlauf des UV/Vis-Absorptionsspektrums
im Vergleich zu DOPC-Lipid rekonstituiertem PR komplexer. Das Absorptionsmaximum der
a-Chromophorbande liegt bei pH 6.5 am weitesten im roten Spektralbereich und wird bei
weiterer Erniedrigung des pH reversibel von 545 nm nach 541 nm hypsochrom verschoben.
Das bedeutet, dass mindestens zwei pH-abhiingige Ubergange stattfinden, die spektroskopisch
im UV/Vis-Bereich zu detektieren sind. Dies erschwert die globale Datenanalyse der
Absorptionsspektren mit vier Gaussfunktionen, da die Spezies, welche bei saurem pH entsteht
(pH < 6.5) mit der Sy;-Gaussfunktion angendhert wird. Das Hinzufligen einer zusitzlichen
fiinften Gaussfunktion, die diese Spezies beschreiben soll, fiihrt zu einer physikalisch
sinnlosen Anndherung der Absorptionsspektren iiber den gesamten pH-Bereich. Aus diesem
Grund kann keine pKs-Wert Abschitzung der Titration von PR in PM-Lipiden durchgefiihrt
werden. Das UV/Vis-Absorptionsspektrum von PR in PM-Lipiden ist fiir die zwei extremen

pH-Werte pH 11.5 und 4.0 sowie pH 6.5 in Abb. 3.31b dargestellt.
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Abb. 3.31: Statisches UV/Vis-Absorptionsspektrum von PR in DOPC-Liposomen (b) und PM-Lipiden (c) bei
pH 11.5 (O) und 4.0 (/) mit zugehdriger Multi-Gauss-Anndherungsfunktion (rot). Abhéngigkeit des relativen
Konzentration von PR (O) bzw. PR"®" (1) in Abhéngigkeit vom pH-Wert mit zugehériger sigmoidaler Hill-
Anniherungsfunktion (rot). Pufferbedingungen: 100 mM NaCl, 50 mM NaPi.

Im Falle von homologen archaebakteriellen Rhodopsinen ist die pH-abhéngige bathochrome
Verschiebung des Absorptionsmaximums detailliert beschriecben und auf den
Protonierungszustand einer Aminosdureseitenkette zuriickzufiihren, welche in der chemischen
Umgebung der protonierten SB lokalisiert ist [100] [101] [102] [103]. Im Falle von bR ist
diese Aminosdure bR D85 und homolog zu PR D97. Aus diesem Grund ist davon
auszugehen, dass die Titration einer Aminosiureseitenkette in der Nachbarschaft der
protonierten SB, vermutlich PR D97, zu der bathochromen Verschiebung des

Absorptionsmaximums von PR um 690 cm™ fiihrt. Diese Wellenzahl der bathochromen
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Verschiebung ist vergleichbar mit der anderer Rhodopsine rekonstituiert in Lipiden (bR-bRblau
880 cm™' [104], NphR-NphR”™ 670 cm™ [105], NpsRII-NpsRIIP™ 940 cm™ [106]).

Im Falle von bR [107] und NpsRII [106] kann die bathochrom absorbierende Spezies bei
Zugabe von Chloridionen wieder in ihre Ausgangsform iiberfiihrt werden, da bei saurem pH
eine Chloridbindungsstelle in der chemischen Umgebung der protonierten SB entsteht. Das
Chloridanion ersetzt die negative Ladung der titrierten Aminosdure, wobei das
Ausgangsabsorptionsspektrum wieder hergestellt wird. Eine Chloridbindung bei PR bei
saurem pH ist jedoch selbst nach Zugabe von 3 M KCl nicht zu beobachten.

Um zu Uberpriifen ob die Protonierungeigenschaften von PR D97 (homolog zu bR D85)
verantwortlich fiir die pH-abhéngige Verschiebung des Absorptionsmaximums ist, wird die
PR Mutante D97N, in der das Aspartat gegen ein positiv-geladenes Asparagin ausgetauscht
ist, spektroskopisch untersucht.

Das UV/Vis-Absorptionsspektrum von PR D97N  besitzt drei pH-unabhéngige
Absorptionsmaxima bei 278 nm (aromatische Aminosduren), 390 nm (deprotonierte SB) und
550 nm (a-Chromophorbande). Die Amplituden der Absorptionsbanden bei 390 und 550 nm
sind pH-abhingig. Bei pH 6.5 ist die Amplitude bei 550 nm maximal und die bei 390 nm
nicht zu detektieren. Ein dhnliches Verhalten ist bei der bR D85N Mutanten zu beobachten,
bei welcher im alkalischen pH-Bereich die SB deprotoniert wird und bei 390 nm absorbiert
[101]. Wohingegen das Absorptionsmaximum der a-Chromophorbande von PR D97N im
Vergleich zu PR (wt) bei alkalischem pH um 32 nm bathochrom verschoben ist, ist die
Verschiebung in Bezug auf PR  nur noch 11 nm. Die Ahnlichkeit der beiden
Absorptionsspektren von PR D97N und PR deutet darauf hin, dass PR D97
verantwortlich fiir die pH-abhéngige bathochrome Verschiebung ist. Zwar ist die Lage des

Absorptionsmaximums der o-Chromophorbande von PR D97N und PR"*"

nicht gleich, was
aber zu erwarten war, da dies auch bei bR und der entsprechenden D85N-Mutanten

beobachtet wird [101].
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Abb. 3.32: Statisches UV/Vis-Absorptionsspektrum von solubilisiertem PR (wt) (schwarz) und PR D97N (rot)
bei pH 9.0 (- ) und pH 6.5 (----). Pufferbedingungen: 0.5 M NaCl, 10 mM Tris/HCI, 0.1 % (w/v) DDM.

3.3.3 Kinetische Untersuchung der Photozyklus

Die zeitaufgelosten Absorptionsmessungen werden mit lichtadaptiertem PR rekonstituiert in
DOPC-Lipid und immobilisiert in Acrylamid mit einer ODsyp nm = 1.0 durchgefiihrt. Die
Anregung der Probe erfolgt bei einer Wellenldnge von 505 nm bei sechs verschiedenen pH-
Werte von pH 10.0 bis pH 5.0 (Schritte zu je einer pH Einheit) im Wellenldngenbereich von
330 bis 700 nm (10 nm Schritte) und iiber einen Temperaturbereich von 0 bis 50 °C (10 °C
Schritte). Um eine bessere Datenqualitit zu erzielen werden fiir jede Wellenlinge 20
Transienten akkumuliert. In Abbildung 3.32 ist exemplarisch ein dreidimensionale
Darstellung (Auftragung der Wellenldnge gegen die Zeit nach Laseranregung und
Absorptionsidnderung) eines Datensatzes bei 25 °C und pH 8.0 abgebildet, zusammen mit

einem Datensatz von bR in PM unter den analogen experimentellen Bedingungen.
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Abb. 3.33: Differentielle Absorptionsianderungen von PR in DOPC-Lipid (a) und bR in PM (b) immobilisiert in
Acrylamidgel. Laseranregung erfolgte bei 505 nm fiir PR und 535 nm fiir bR. Den charakteristischen
Absorptionsdnderungen bei bR (400, 570, 620 nm) sind die archetypischen Photointermediate des bR
Photozyklus (K, M, O) bzw. die Relaxation des spektroskopisch Grundzustands (bR) zugeordnet. Im Falle von
PR sind signifikante Absorptionsénderungen bei 410, 520, 580 nm zu detektieren (Relaxation des Grundzustands
PR sowie 1-3). Pufferbedingungen: 250 mM NacCl, 25 mM NaPi pH 8.0.

Das zeitaufgeldste Differenzspektrum von PR zeigt charakteristische Absorptionséinderungen
bei 520 nm (Relaxation des spektroskopischen Grundzustands) sowie 410 und 580 nm. Im
Vergleich zu bR sind deutliche Ahnlichkeiten der transienten Absorptionsinderungen zu
erkennen. Insbesondere die Akkumulation des hypsochrom absorbierenden M-
Photointermediats des bR Photozyklus bei 400 nm [108] [84] ist auch bei PR zu erkennen
Abb. 3.33a (2) und lésst die Vermutung zu, dass die SB im Laufe des Photozyklus wie bei bR
deprotoniert wird [109] [110]. Deutlich ausgeprigter in PR sind die transienten Amplituden
der bathochrom verschobenen Absorptionsdnderungen (1) und (3), die in bR den
spektroskopisch unterscheidbaren Photointermediaten K und O zugeordnet werden.

Die multiexponentielle Datenanalyse der transienten Absorptionsédnderungen erfolgt mit dem
Programm Mexfit [74] unter Verwendung der Methode der kleinsten Quadrate fiir
nichtlineare Systeme. Die transienten Absorptionsinderungen werden hierbei mit
Exponentialfunktionen beschrieben, deren Zahl sukzessive erhoht wird, bis sich keine
signifikante Anderung der Standardabweichung der gewichteten Residuen ergibt. Unter der
Annahme, dass sich der Photozyklus von PR anhand irreversibler Reaktionen erster Ordnung

beschreiben ldsst, ist die Anzahl der Exponentialfunktionen gleich der Anzahl kinetisch
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unterscheidbarer  Intermediate. Die  Exponenten stellen dann die apparenten
Geschwindigkeitskonstanten ki* der einzelnen thermischen Zerfille dar, aus denen sich die
Halbwertszeiten (t; = In(2)/k; ) der kinetischen Intermediate berechnen lassen. Die globale
Datenanalyse fiir jeden pH-Wert ergibt eine Anzahl von sechs sowohl notwendig als auch
ausreichenden Exponentialfunktionen, um die Transienten iiber den gesamten Temperatur und
Wellenldngenbereich zu beschreiben. Chizhov et al. benutzten fiir die temperaturabhéngige
Untersuchung des bR-Photozyklus acht Exponentialfunktionen mit Halbwertszeiten von 1 ps
bis 17 ms wobei die langsamste Komponete dem 13-cis Photozyklus zugeordnet wurden [72].
Die Halbwertszeiten der kinetischen Intermediate von PR bei den zwei extremen pH-Werten
10.0 und 5.0 zeigen keine grosse Abweichung. Werden diese jedoch mit den Halbwertszeiten
des bR Photozyklus verglichen, ist zu erkennen, dass die langsamste Komponente des PR
Photozyklus mit 32 ms (pH 10) bzw. 35 ms (pH 5) etwa um eine Grossenordnung iiber der
langsamste Komponente des all-trans Photozyklus von bR mit 3.5 us (pH 7) liegt.

Halbwertszeit PR (20°C) / us Halbwertszeit PR (20°C) / us Halbwertszeit BR (24°C)/ us

pH 10 pH5 pH7
T1 2.0 (1.38) 0.9 (1.20) 0.6
To 14.6 (1.33) 9.0 (1.24) 5.2
T3 272 (1.37) 116 (1.22) 28
T4 784 (1.47) 582 (1.24) 77
5 4290 (1.35) 4140 (1.22) 377
T6 32300 (1.37) 35400 (1.24) 1170
17 3460

17300 (13 cis-Photozyklus)

Tab. 6: Vergleich der Halbwertszeiten t; von des PR Photozyklus bei pH 10 und 5 sowie des bR Phozotyklus bei
pH 7 bei 20 °C [72]. In Klammern die jeweilige Standardabweichung der exponentiellen Annéherungsfunktion.

Wie aus Abb. 3.32 zu erkennen ist, finden deutliche transiente Absorptionsdnderungen von
PR bei pH 8.0, neben der Relaxation des spektroskopischen Grundzustands bei 520 nm,
insbesondere bei 410 und 580 nm statt. Offensichtlich absorbieren bei diesen Wellenldngen
die Intermediate des Photozyklus. Aus diesem Grund beschrinkt sich die Darstellungen der
Temperaturabhéngigkeit der Transienten im Folgenden auf diese drei representativen
Wellenldngen. Werden Absorptionsdnderungen von 0 bis 50°C in einem Diagram gegen die
Zeit aufgetragen, kann eine stetige Verlangsamung der Photozykluskinetik mit Erniedrigung

der Temperatur beobachtet werden.
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Abb. 3.34: Differentielle Absorptionsianderungen des PR in DOPC-Lipid nach Laseranregung bei 500 nm mit
multiexponentieller Anpassungsfunktionen (rot) im Temperaturbereich von 0°C bis 50°C und bei den pH Werten

10 (a) und 5 (b). Die Pfeile zeigen ansteigende Temperatur an. Pufferbedingungen: 250 mM NaCl, 25 mM NaP;.

Die transienten Absorptionsidnderungen von PR bei 410 nm zeigen eine Akkumulation eines
hypsochrom verschobenen M-éhnlichen Photointermediats mit einer deprotonierter SB in
Analogie zur Photozykluskinetik von bR. Die Akkumulation dieses Intermediats ist bei pH
10.0 nach 500 ps maximal und zefdllt danach innerhalb von 3 ms (alle Angaben bei 20°C),
hingegen ist bei pH 5.0 keine Akkumulation eines Intermediats bei diese Wellenlinge zu
detektieren. Im langwelligen Spektralbereich (580 nm) kann direkt nach Laseranregung ein
bathochrom verschobenes Photoprodukt spektroskopisch detektiert werden, dessen
Bildungsgeschwindigkeit mit der vorhandenen Messapparatur nicht aufgeldst werden kann.
Die Zerfallszeit liegt im dreistelligen ps-Bereich und wird durch die Bildung eines weiteren
Intermediats iiberlagert, welches maximal bei 8 ms akkumuliert. Die Relaxation zum
spektroskopische Grundzustand von PR verlduft daraufhin innerhalb von 35 ms. Im
Gegensatz zu den Photointermediaten die bei 410 und 580 nm bei pH 10.0 akkumulieren,

Rviolett

kann bei pH 5.0 wo die violette Form von PR (P ) vorliegt ausschliesslich ein schnelles

bathochrom verschobene Photoprodukt bei 580 nm spektroskopisch detektiert werden. Die
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RV yerhilt sich wie die blaue Form von bR [111] bei der keine

Photozykluskinetik von P
Akkumulation eines hypsochrom verschobenen M und O-Intermediats zu beobachten ist.

Im Folgenden soll die pH-Abhéngigkeit der transienten Absorptionsédnderungen eingehender
untersucht werden. Dazu werden die Absorptionsidnderungen fiir jede der drei representativen
Wellenldangen von pH 10.0 bis 5.0 in einem Diagram gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 3.35a).
Es ist eine stetige Verringerung der maximalen Amplituden der Transienten bei 410 nm
(500 ps nach Laseranregung) und 580 nm (6 ms nach Laseranregung) zu beobachten. Werden
die maximalen Amplituden der Transienten bei 410 und 580 nm gegen den pH aufgetragen
(Abb. 3.35d) ergibt sich ein sigmoidaler Titrationsverlauf, welcher mit der Hill-Funktion
beschrieben werden kann und einen vergleichbaren pKs-Wert liefert wie die pH-Titration von
PR D97 im spektroskopischen Grundzustand. Dieses Ergebniss ldsst den Riickschluss zu, dass

die pH-Abhidngigkeit der transienten Absorptionsdnderungen ausschliesslich auf den

Protonierungszustand von PR D97 zuriickzufiihren ist.
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Abb. 3.35: pH-Abhingigkeit der differentiellen Absorptionsinderungen von PR bei drei representativen
Wellenldngen (410, 500 und 580 nm) mit multiexponentieller Anpassungsfunktion (rot) bei 20°C von pH 10 bis
pH 5 (a). Auftragung der normalisierten maximalen Amplitude der differentiellen Absorptionsdnderungen bei
410 nm und 580 nm sowie des spektroskopischen Grundzustands (Absch. 3.3.2) mit sigmoidaler

Anpassungsfunktion (rot) gegen den pH (b).
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Ein weiterer direkter Hinweis, dass ausschliesslich der Protonierungszustand von PR D97 fiir
die Akkumulation spektroskopisch unterscheidbarer Photointermediate im blauen und roten
Spektralbereich verantwortlich ist liefern die zeitaufgeldsten Absorptionsdaten der PR D97N
Mutanten. In Abb. 3.36 sind die transienten Absorptionsdnderungen nach Laseranregung von
PR (wt) zusammen mit PR D97N bei drei representativen Wellenldngen (400, 550 und 600
nm) dargestellt.
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Abb. 3.36: Transiente Absorptionsinderungen von PR(wt) (schwarz) und PR(D97N)-Mutante (rot) in DOPC
Lipid fiir drei representative Wellenldngen (400, 520 (PR (wt)) bzw. 550 (PR D97N) und 600 nm) bei 25°C

(100 mM NaCl, 25 mM NaPi pH 7.5).

Die transienten Absorptionsdnderungen von PR D97N bei pH 7.4 sind vergleichbar mit den

Rviolett Rviolett

Transienten der aziden Form des wt-Proteins (P ). Die Mutante zeigt wie bei P
keine Akkumulation eines hypsochrom verschobenes Photointermediat bei 400 nm sowie
eines bathochrom verschobenes Photoprodukt im ms-Bereich bei 600 nm. Der Photozyklus
von PR D97N verhilt sich wie die homologe bR D85N oder D85H Mutante, in welchen der
primidre Protonenakzeptor D85 gegen eine Aminosdure ausgetauscht ist, die das Proton von

der SB nicht aufnehmen kann [101] [102].
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3.3.4 Temperatur- und pH-Abhangigkeit des Photozyklus

1) Temperatur und pH-Abhéngigkeit der kinetischen Konstanten

Ein wichtiges Kriterium fiir die physikalische Relevanz der ermittelten apparenten
Geschwindigkeitskonstanten k;* der sechs Exponentialfunktionen und ihrer Zuordnung zu
einem kinetisch unterscheidbaren Zustand ist deren Temperaturabhingigkeit. Die von Mexfit
berechneten Geschwindigkeitskonstanten zeigen sowohl fiir PR bei pH 10.0 als auch fiir die
azide Spezies PR"“ bei pH 5.0 ein nach der Eyring-Gleichung entsprechendes lineares
Verhalten. Eine dhnliche Temperaturabhidngigkeit der kinetischen Konstanten ist im Falle der
homologen archaebakteriellen Rhodopsine bR und NpsRII zu beobachten [72] [106]. Aus der
Steigung einer logarithmischen Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten gegen die
Temperatur (Arrhenius-Auftragung) werden die Aktivierungsparameter AH" und AS" der
Umwandlung zwischen den einzelnen kinetisch unterscheidbaren Zustinden P; fiir die zwei

extremen pH-Werte 10.0 und 5.0 bestimmt (Abb.3.35a).
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Abb. 3.37a: Arrhenius-Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten des Photozyklus von PR bei pH10 (o) und

PR"“"" bei pH 5 (1]) gegen die reziproke Temperatur 1/T mit zugehoriger linearer Anpassungsfunktion (rot).
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Aus der Zuordnung der apparenten Geschwindigkeitskonstanten ki zu den intrinsischen
Geschwindigkeitskonstanten k; geht hervor, welchen Ubergang diese Aktivierungsparameter
beschreiben. Die Geradengleichung der linearen Anndherungsfunktion der Arrhenius-
Auftragung jeder einzelnen apparenten Geschwindigkeitskonstanten liefert die
thermodynamischen Parameter der Aktivierungsenthalpie AH” und -entropie AS” der sechs
Uberginge fiir PR bei pH 10 und PR¥**" bei pH 5. AH” und AS” sind in der folgenden Tabelle

fiir 7,6 zusammengefasst.

PR T T T3 T4 Ts Te
AH? (kJ/mol) 34+3 52+3 60 +3 54 +2 54 +3 53+2
AS* (Jimol K)  -37 + 10 5+9 7410 20+7  -36+5  -55+7
PR""" T T T3 T4 T5 T
AH” (kd/mol)  55+3 68 + 2 53+ 3 55 + 1 49+2 42+5
AS#(J/mOIK) 25+ 1 58+8 -11+10 -19+4 -52+6 -93+16

Tab. 7: Thermodynamische Parameter der Aktivierungsenthalpie AH” und -entropie AS” der sechs Uberginge
kinetisch unterscheidbarer Photointermediate fiir PR bei pH 10 und PRY**" bei pH 5.

Die Werte der Aktivierungsenthalpien fiir PR und PRkt liegen bei etwa 50 kJ/mol und sind
vergleichbar mit den themodynamischen Parametern fiir bR und NpsRII [72] [106]. Die
Anordnung der Zeitkonstanten t; der Exponentialfunktionen von ~ 1 ps bis 40 ms kommt
insbesondere durch den kleiner werdenden entropischen Anteil der Aktivierungsbarriere von
~+ 20 J/(mol K) auf — 100 J/(mol K) zustande.

Eine interessante Beobachtung der Datenanalyse ist, dass die Anzahl der
Exponentialfunktionen von PR bei pH 10 und PR"**" bei pH 5 als auch als die Werte der
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten sowie deren thermodynamische Parameter
unabhingig von der H'-Konzentration zu sein scheinen. Da dies bislang nur fiir die zwei
extremen pH Werte 10 wund 5 gezeigt wurde, werden die apparenten

Geschwindigkeitskonstanten von pH 10 bis 5 in Schritten zu je einer pH-Einheit aufgetragen

(Abb. 3.37b).



Ergebnisse 93

3

—
Q
T
o
5

'Tb") 4
3 _ ]
,SP: 21 : ]
% 10 : : : i : 3 : 3 5102 [72]
2 e—teo—ro——3—Te—gmn| = =
2 10°¢ = 1 2
=] S T N T N A B B ©
§= — T I — 11
P e e e
8 : t g t : t i + ! t : :.104
(B O © — . — = o qu-
==S===5 ===
: ¥ : t : : T : : : ¥ ;105
oH—o—0—"0——0—rry To
s = e
10 5 6 7 8 9 10

Abb. 3.37b: Logarithmische Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten des Photozyklus von PR gegen den
pH-Wert von pH 10 bis 5.

Wie erwartet ist bei einer Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten gegen den pH eine
Unabhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten iiber den gesamten pH-Bereich von pH 10

bis 5 zu beobachten.

2) Temperatur und pH-Abhingigkeit der Differenzspektren und  absoluten

Absorptionsspektren der kinetisch unterscheidbarer Intermediate

Die transienten Absorptionsdnderungen bei den verschiedenen pH-Werten (pH 5.0 und 10.0)
von 330 nm bis 700 nm werden im Temperaturbereich von 0 bis 50°C hinreichend mit sechs
Exponentialfunktionen beschrieben. Die Amplitudenspektren aller Exponenten (b;) (berechnet
nach GI. 9, Abschn. 2.6.2) und die daraus abgeleiteten differentiellen Spektren (g;) (berechnet
nach GI. 10, Abschn. 2.6.2) sind in Abbildung 3.38 dargestellt. Am einheitlichen Verlauf der
Spektren ist zu erkennen, dass die fiir jede Temperatur unabhingig ermittelten Exponenten
korrelieren. Hohere Abweichungen der Amplitudenspektren der Exponenten sind jedoch
insbesondere bei t; (pH 10) zu beobachten. In diesem Fall nimmt t; bei der Simulation der
Datensétze, die bei hoheren Temperaturen aufgenommen worden sind, Werte an, die mit der

Messanordnung nicht mehr zeitlich aufgelost werden konnen (< 500 ns). Aus der
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Datenanalyse geht hervor, dass der Photozyklus von PR bei pH 10 und 5 jeweils sechs
kinetisch unterscheidbare Intermediate durchlduft von denen das kurzlebigste Intermediat bei

pH 10 nur fiir niedrige Temperaturen kinetisch aufgeldst werden kann.
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3 4
P ,=0.3ms P ,=1ms

AOD

.= 40 ms
' 0,010 —
0,005
0,000
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Wellenlange, nm Wellenlange, nm

Abb. 3.38: Amplitudenspektren der Exponenten b; (schwarz) und deren korrespondierende Differenzspektren g;
(rot) des Photozyklus von PR im Temberaturbereich von 0-50 °C bei pH 10 (a) und pH 5 (b). Die
Differenzspektren sind nach Gl. 10 Abschn. 2.6.2 berechnet. Positive Amplituden zeigen ein ansteigen und

negative Amplituden ein abfallen der transienten Absorption an.

Auf Basis des Modells einer Sequenz irreversibler Folgereaktionen erster Ordnung lassen sich
die Absorptionsspektren der einzelnen Intermediate (absolute Absorptionsspektren) aus den
korrespondierenden Differenzspektren berechnen [112] [72]. Hierzu miissen die ermittelten
apparenten Geschwindigkeitskonstanten k;* den intrinsischen Ubergingen (P;) von einem zum
anderen Intermediat zugeordnet werden. Bei acht kinetisch aufgeldsten Intermediaten ergeben
sich selbst bei diesem einfachsten Modell insgesamt 8! = 40320 verschiedene Moglichkeiten

der Zuordnung. Allerdings ergeben die meisten Kombinationen physikalisch sinnlose absolute
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Absorptionsspektren, die z.B. negative Absorptionen oder unrealistische Amplituden
aufweisen. Desweiteren erleichtert die Bandbreite der Werte iiber vier Grof3enordnungen und
die Annahme einer systematischen Verlangsamung der Zerfille in der Sequenz, wie sie fiir
andere =~ Rhodopsine = beobachtet  wird, eine sinnvolle ~ Zuordnung  der
Geschwindigkeitskonstanten. Der einzige Parameter, der in diesem Modell unbekannt ist,
stellt die Anzahl der Molekiile dar, die nach Belichtung mit der Anregungswellenlédnge einen
Photozyklus durchlaufen (Fraction of Cycling F.), ein Wert fiir F; von 20 % + 5 % bei pH 10
und 15 % + 5 % bei pH 5 liefert die besten Spektren. Grundlage bei der Bestimmung von F,
sind die Abwesenheit von negativen Absorptionen der absoluten Absorptionsspektren und
vergleichbare Extinktionskoeffizienten der Intermediate in Bezug auf den spektroskopischen
Grundzustand. Da die Anregungswellenlidnge bei 505 nm fiir alle pH-Werte konstant gehalten
wird, liegt F. fiir PR 13 nm fiir PRY"" 36 nm von Extinktionsmaximum entfernt, aus diesem
Grund ist F, fiir die Messungen bei pH 5 kleiner. F, ist im Falle des PR Photozyklus nur
geringfiigig kleiner als F, bei bR mit 25 % bei Laseranregung mit einer Wellenldnge von 535
nm (Amax bR =570 nm) [72].

Die aus den Differenzspektren berechneten absoluten Absorptionsspektren jedes einzelnen
kinetisch unterscheidbaren Zustandes P; sowie deren Multi-Gauss-Anndherungsfunktionen fiir
PR (pH 10) und PR (pH 5) sind in Abb. 3.39 bzw. Abb. 3.40 fiir alle gemessenen

Temperaturen dargestellt.
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Abb. 3.39: Absolute Absorptionsspektren der kinetische unterscheidbaren Zusténde P;-Ps des PR Photozyklus
bei pH 10 im Temperaturbereich von 0 bis 50 °C (Pfeile zeigen steigende Temperatur) mit entsprechender Multi-
Gauss-Anndherungsfunktion (rot). Die Spektren werden unter der Annahme einer Sequenz irreversibler
Folgereaktionen berechnet. Als Vergleich ist das Absorptionsspektrum des spektroskopischen Grundzustands

von PR bei pH 10 (griin) dargestellt.

Bis auf den ersten und letzten kinetischen Zustand P; und Ps des PR-Photozyklus ist eine
deutliche Temperaturabhéngigkeit der absoluten Absorptionsspektren von P,.s im Bereich von
0 bis 50 °C zu beobachten. Dies deutet auf das Vorhandensein sehr schneller
temperaturabhingiger  Gleichgewichte  zwischen  spektroskopisch  unterscheidbaren
Intermediaten S; hin, welche kinetisch nicht aufgelost werden konnen und deshalb als
Quasigleichgewichte bezeichnet werden [72].

Um die Anzahl an spektroskopisch unterscheidbaren Photointermediaten fiir jeden

kinetischen Zustand im Photozyklus von PR und PR""*"

zu bestimmen, werden die absoluten
Absorptionsspektren global durch eine Multi-Gauss-Anndherungsfunktion fiir alle sechs
Temperaturpunkte gleichzeitig beschrieben. Vermutlich aufgrund der langen Lebensdauer des

schnellsten spektroskopisch unterscheidbaren Zustands S;, welcher selbst noch in P;
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(t12=0.3 ms) vorhanden ist, wird dessen Bildung im Vergleich zum Zerfall wéhrend der
multiexponentiellen Datenanalyse der transienten Differenzspektren unterbewertet. Dies trifft
insbesondere fiir die Messungen bei hoheren Temperaturen zu, was zu einer geringen Quasi-
Temperaturabhéngigkeit des Spektrums in P; fiihrt. Fiir eine sinnvolle globale Analyse der
absoluten Absorptionsspektren werden deshalb nur die drei Datensdtze mit der niedrigsten
Temperatur in P; verwendet. Ein moglicher Einfluss eines iiberlagerten 13-cis-Photozyklus
von licht-adaptierten PR ist nicht auszuschlieBen, da der Anteil an 13-cis Retinal in
lichtadaptiertem PR bei 40 % liegt (Abschn. 3.3.1).

Fiir eine hinreichende Beschreibung der absoluten Absorptionsspektren von PR sind vier
asymmetrische Gaussfunktionen hinreichend. Jede Gaussfunktion entspricht einem distinkten
spektroskopisch unterscheidbaren Zustand 81555, 82405, 83575 und S4520. Die tiefgestellten
Indizies nummerieren die Intermediate fortlaufend in Abhéngigkeit des Zeitpunktes ihres
Entstehens. Die hochgestellten Indizes geben das Absorptionsmaximum wieder. Eine
Zuordnung der vier Gaussfunktionen zu einem archetypischen spektralen Zustand auf Basis
der Bildungskinetik und der Lage der relativen Absorptionsmaxima im Vergleich zum
spektroskopischen Grundzustand ergibt fiir S;°>° (K-dhnlich), S$,* (M-hnlich), S5’ (O-
ghnlich) und S;°*° (Relaxation des spektroskopischen Grundzustands).

Die Multi-Gauss-Datenanalyse ergibt flir P; ein einzelnes reines S,>° Intermediat und fiir P,
ein temperaturabhingiges Gleichgewicht zwischen S>> und S,*”°. Dieser Zustand zerfillt zu
P3 und daraufhin zu P4, in welchen ein Beitrag von drei spektralen Intermediaten S 1555, 82405,
S3°” zu beobachten ist. Die Relaxation zum spektroskopischen Grundzustand verliuft iiber Ps
und Pg, wobei in Ps ein Gleichgewicht zwischen ;07 , S,.>%° und Ps den reinen S;.°2° Zustand

beinhaltet.
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Entsprechend der Datenanalyse fiir PR wird fiir die azide Form P analog vorgegangen.
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Abb. 3.40: Absolute Absorptionsspektren der kinetische unterscheidbaren Zustinde P,-Ps von PRt
Photozyklus bei pH 5 im Temperaturbereich von 0 bis 50 °C (Pfeile zeigen steigende Temperatur) mit
entsprechender Multi-Gauss-Anndherungsfunktion (rot). Die Spektren werden unter der Annahme einer Sequenz
irreversibler Folgereaktionen berechnet. Als Vergleich Absorptionsspektrum des spektroskopischen

Grundzustands von PR bei pH 5 (griin).

Die absoluten Absorptionsspektren P;’-Ps” des Photozyklus von PRY! pej pH 5 sind
deutlich weniger von der Temperatur abhédngig als bei pH 10. Die globale Multi-Gauss-
Datenanalyse der Spektren liber den gemessenen Temperaturbereich zeigt einen Beitrag von
nur zwei spektroskopisch unterscheidbaren Zustinde S,>>”* (K-ghnlich) und S,>>*" (Relaxation
des spektroskopischen Grundzustands) sowie einer zusétzlichen temperaturunabhiangigen 3-
Bande des Retinal-Chromophors (B’). Eine Akkumulation eines hypsochrom verschobenen
Photointermediats, wie dies im Falle des PR-Photozyklus bei pH 10 zu beobachten ist (Abb.
3.39), kann nicht detektiert werden. Obwohl die absoluten Absorptionsspektren der

kinetischen Intermediate P’;.; eine geringe Temperaturabhingigkeit zeigen, ergibt die
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Datenanalye nur im Falle von P3 ein Gleichgewicht der zwei spektralen Zustinde S;”°"* und
82’547. Die Quasi-Temperaturabhéngigkeit in P,” und P,’ ist bereits fir P; bei pH 10
beobachtet worden und auf eine Uberbewertung der Zerfallskinetik des schnellsten
spektroskopischen Zustands S;°>° bzw. S;>"* oder einen iiberlagerten 13-cis Photozyklus zu
erkléren ist.

Aus den  globalen @ Parametern  der  Gauss’schen  Anndherungsfunktionen
(Absorptionsmaximum, Asymmetriefaktor, Halbwertsbreite (zusammengefasst in Abb. 3.41
c) konnen die statischen Absorptionsspektren jedes einzelne spektroskopisch
unterscheidbaren Intermediats des Photozyklus von PR und PRV" berechnet werden (Abb.
3.41 a/b). Die einzelnen Extinktionskoeffizienten der Intermediate sind proportional zur
Amplitude der jeweiligen Gaussfunktionen und lassen sich unter Verwendung von &p,, des

spektroskopischen Grundzustandes riickrechnen (Absch. 3.3.2).

305;1 I ‘ c

PR tnax x 107/ Jmax / NM p Av/em™
(M'ecm™)

So?'  439%01 521003 126+001 3543:20

S$,°°  428+01 5554+293 127+0.04 3983+ 124

S;'®  326+03 404.1+0.3 1,30+0,02 5463+34

S;"°  494:01 5746%11.6 124+0.11 3572607

S 421402 5203+25 1.20+0.03 3674+113

60

S PR o wx10%/  Jmac/nmM P Av/em™
(M'ecm™)

S5, 449+01 546.0+06 1.25+002 371970
S, %7 411401 5740402 1.26+0.01 3635+13
S, 329+03 547.4+02 1.22+001 352412
B’ (B) 0.8+0.1 401.0£24 1.014£0.10 6327 +593

Emax X 10%, (M cm™)

300 400 500 600 700
Wellenldnge, nm

Abb. 3.41: Berechnetes Absorptionsspektrum des PR Grundzustands Sy (schwarz) und der spektroskopisch
unterscheidbaren Photointermediate S-S, bei pH 10 (a) sowie Sy’ und S;’-S,’ bei pH 5 (b). Zusammenfassung
der Parameter der Multi-Gauss-Anndherungsfunktionen der einzelnen spektroskopisch unterscheidbaren
Photointermediate S; fiir den Photozyklus von PR und PRYO! ¢ . Extinktionskoeffizient, Ay

Absorptionsmaximum, p: Asymmetriefaktor, Av: Halbwertsbreite.

Die Extinktionskoeffizienten der einzelnen spektralen Zustinde sind unterschiedlich im

Vergleich zum spektroskopischen Grundzustand fiir PR 80521 mit £max = 43.900 M em™. Das
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schnellste und langsamste Photointermediat 81555 und S4520 besitzen einen vergleichbaren
Extinktionskoeffizienten wie der Grundzustand, hingegen weisen die Photointermediate S,**°
mit €pax = 32.600 M em™! und S;°”° mit 49.400 M cm™! deutliche Unterschiede auf. Der
Extinktionskoeffizient des hypsochrom verschobenen Photointermediats S,*” ist ~ 25 %
geringer als emax des spektroskopischen Grundzustands. Dies war zu erwarten, da ein
vergleichbar geringer Extinktionskoeffizient fiir das hypsochrom verschobene M-

Photointermediat des bR-Photozyklus beschrieben ist mit €412 nm = 23.000 M cm™ (gmax bR-
Grundzustand = 65.000 M™' cm™) [84].

3) Temperaturabhingigkeit der Quasigleichgewichte spektroskopisch unterscheidbarer

Intermediate des PR-Photozyklus

Unter den sechs kinetisch unterscheidbaren Intermediaten des Photozyklus von PR stellen, bis
auf den schnellsten und langsamsten Zustand P; und Pg, alle weiteren Zustinde eine
Mischung aus zwei oder sogar drei spektroskopisch unterscheidbaren Intermediate S; dar.
Diese befinden sich in einem schnellen thermodynamischen Gleichgewicht miteinander. Die
Temperaturabhingigkeit dieser schnellen quasistitiondren Gleichgewichte konnen mit Hilfe
der van’t Hoff-Gleichung beschrieben werden. Die dazu benétigten relativen Konzentrationen
jedes einzelnen spektroskopisch unterscheidbaren Zustandes werden aus diesem Grund aus
den Amplituden der Gauss’schen Anndherungsfunktionen berechnet, wobei die
temperaturunabhéngige $-Bande des Retinal-Chromophors vorher subtrahiert wird.

Die Anndherung der Datenpunkte mit der van’t-Hoff Gleichung wird dadurch erleichtert, dass
die temperaturabhingigen Gleichgewichte fiir T—>0 bzw. T—>o komplett auf der Seite einer
der Komponenten verschoben sind. In diesem Fall ergeben sich fiir die Temperaturrandwerte
relative Konzentration der Komponenten von 0 bzw. 1.

Die Datenanalyse unter Anwendung der van’t Hoff-Gleichung fiir zwei bzw. drei
Komponenten im thermodynamischen Gleichgewicht liefert jedoch nur fiir den kinetischen
Zustand P, ein eindeutiges Ergebnis, da in diesem Fall die spektralen Intermediate S,>>° und
S,*° im Hinblick auf ihrer Absorptionseigenschaften getrennt vorliegen.

Werden die relativen Konzentrationen der zwei spektroskopisch unterscheidbaren Zustinde in
P, gegen die Temperatur aufgetragen zeichnet sich ein sigmoidaler Kurvenverlauf der
relativen Konzentrationen fiir S;°>> und S,** ab, wobei die Konzentration von S:> bei
steigender Temperatur zunimmt (Abb. 3.42 a). Der Kurvenverlauf wird mit der van’t Hoff-

Gleichung zufriedenstellend angenédhert. Die daraus resultierenden thermodynamischen
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Parameter der Aktivierungsenthalpie AH" und —entropie AS” (zusammengefasst in Tab. 8)
dienen zur Berechnung der freien Energie AG" des Gleichgewichts fiir die zwei Temperaturen

0 und 50 °C und ist in einem Energiediagramm dargestellt (Abb. 3.42b).

a Temperatur, °C b
50 0

1,0 f==m=o ' S ——
g s ~
U;‘ \\ 555 405
E S 405 % S, S,
=] 2 \
b \
o 05F );
2 II 5.1 kJ/mol
= 555
2 S/ \
. A S N )7 2= 0.6 kJ/mol
2 - - Ny s "

010 -= -1 F 1 : 1 S —

0,002 0,003 0,004 0,005

Reziproke Temperatur, K’

Abb. 3.42: Temperaturabhédngigkeit des quasistationdren Gleichgewichts der spektroskopisch unterscheidbaren
Intermediate S,>>° und $,*” im kinetischen Zustand P, des PR-Photozyklus bei pH 10. Die van’t Hoff

Anndherungsfunktion im experimentel gemessenen Temperaturbereich von 0-50°C (-

) und fiir extrapolierten
Temperaturen T—0 bzw. T— (----) sind zusitzlich eingezeichnet (a). Diagramm der freien Energie AG" des

quasistationdren Gleichgewichts bei 0°C (schwarz) und 50 °C (griin) (b).

PR (pH 10) AH"in kd/mol  AS"in J/(mol K)
P, $™° > 8, 296+15 89.6 +34.7

Tab. 8: Thermodynamische Parameter der Aktivierungsenthalpie AH” und -entropie AS” des quasistationiren

555

Gleichgewichts zwischen den spektroskopisch unterscheidbarer Zustinde S,°* und S,*” im kinetischen

Intermediat P, des PR-Photozyklus (bei pH 10).

Aus den berechneten Konzentrationen der spektralen Intermediate S! 555 und 82405 1St es
moglich eine Gleichgewichtskonstanten K abzuschitzen. Bei einer Temperatur von 0°C wird
fiir K = [S%0s]/[S'sss] ein Wert von 0.1 und bei 50 °C von 0.6 berechnet. In diesen Fillen sind
90 % (0°C) bzw. 60 % der Molekiile in 81555. Die Verschiebung des Gleichgewichts von 81555
zu 82405 bei Erhohung der Temperatur ist mit einer Abnahme der freien Energie AG" von
5.1 kJ/mol auf 0.6 kJ/mol verbunden, was insbesondere auf den hohen entropischen Anteil

von knapp 100 J/(mol K) zuriickzufiihren ist.
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3.4 Untersuchung der elektrogenen Eigenschaften von

Proteorhodopsin

3.4.1 Lichtinduzierte pH-Anderungen von PR-exprimierenden E.coli Zellen

Werden PR-exprimierenden E.coli Zellen mit grilnem Licht belichtet (Halogen-Lampe,
A>495 nm) ist eine stationdre, biphasische Azidifizierung des extrazelluliren Mediums von
etwa 0.3 pH-Einheiten zu beobachten. Der pH-Wert steigt nach Abschalten der Lichtquelle
innerhalb von 15 min auf den Ausgangs-pH vor Belichtung zuriick (Abb. 3.43). Bei
Kontrollzellen findet keine lichtinduzierte pH-Anderung des Mediums statt. Aus diesem
Grund ist PR funktionell einer auswirtsgerichteten Protonenpumpe oder einwértsgerichteten
Hydoxylionenpumpe zuzuordnen. Diese Beobachtung konnte mittels ,,Voltage-clamp*-
Experimenten an PR-exprimierenden Xenopus laevis Oocyten, welche in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Dr. T. Friedrich in der Abteilung fiir biophysikalische Chemie von
Prof. Dr. E. Bamberg am MPI fiir Biophysik in Frankfurt/Main durchgefiihrt wurden,
bestétigt werden [113].

_ Abb. 3.43: Lichtinduzierte stationére

' ' ' ' ' ' ' Azidifizierung des Mediums mit PR-

6,6} 4
. 2004 | exprimierenden E.coli BL21(DE3) Zellen (o)
6.5LC ] und Kontrollzellen (ohne IPTG-Induktion und
= N o «*** | Zugabe von all-trans Retinal) (o). Zellen (ODs
S gal A s | ~3)in 25 mM NaCl, 10 mM MgCl, 0.1 mM
\.\ /.f' | CaCl,, 1 % (w/v) Glukose. Belichtung mit
6,3 "o Vi 4 Halogen-Lampe, A > 495 nm (griiner Balken)

L
.‘*o\",./ 1 bei konstant 4°C.
6'2 1 1 1 1 L
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Zeit in min

3.4.2 Kinetik der Ladungstranslokation mit pH-sensitiven Farbstoffen

Um die Kinetik der Ladungstranslokation von PR in das umgebende Medium bzw. vom
Medium in das Protein aufzulésen, werden die Proteine PR(wt), PR D97N und bR mit dem
pH-sensitiven Farbstoff Pyranin (Molecular Probes, Leiden) mit Hilfe der zeitaufgeldsten
Laserblitzabsorptionsspektroskopie  untersucht. Pyranin besitzt ein pH-abhingiges

Absorptionsmaximum bei einer Wellenlinge von 400 nm unter sauren und 450 nm unter
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alkalischen pH-Bedingungen mit einem pKs von 7.5. Die transienten Absorptionsdnderungen
bei einer der beiden Wellenldngen ldsst einen Riickschluss auf den zeitlichen Verlauf der
Ladungsaufnahme bzw. -abgabe des Proteins zu. Werden gleichzeitig die transienten
Absorptionsidnderungen bei representativen Wellenldngen des Photozyklus (bei denen die
Intermediate akkumulieren) aufgenommen ist eine Zuordnung der Ladungsaufnahme und —
abgabe zu den Photozyklusintermediaten moglich.

Hierzu werden die in PM-Lipiden rekonstituierten Proteine in einer Salzlosung mit 50 uM
Pyranin versetzt und auf einen pH-Wert eingestellt, welches dem pKs von Pyranin entspricht
pH 7.5). Die Kinetik der Pyraninabsorption wird bei 450 nm gemessen. In diesem Fall
entspricht eine negative Absorptionsinderung bei dieser Wellenldnge einer transienten
Azidifizierung des Mediums. Die Photozykluskinetik der Proteine wird bei drei Wellenldngen

detektiert (PR(wt) und PR D97N: 400, 550, 600 bzw. bR(wt): 400, 550, 650 nm).

a bR (wt) PR (wt) PR D97N

100 - 1 - 40 + 40

1400 nn \ i
50 = -10| 4

20+ 20t

AO0TM 505

[450 nml
0 pyphgdtias

1400 nm|

50}
(550 nm|

-100p

4 -20} 4 -20F
16° 10° 10t 10® 10?2 w0t 10" 1w0® 10® 10t 16 10?7 10t 1 1w w0t 10t 10 10?2 10t il

Zeit, sec
b 20— T T v . 2,0

1,5H

8 1,0t 1,0+
0,51 1 0,5t
00— i L i —d 0,0t i i L — 0 1 i i L —
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700 300 400 500 600 700

Wellenlange, nm

Abb. 3.44: Kinetik der Ladungsaufnahme und —abgabe von PM-Lipid rekonstituiertem bR(wt), PR(wt) und PR
D97N-Mutante bei 25°C (100 mM NaCl, pH 7.5). Die transienten Absorptionsinderungen (a) sind fiir jedes
Protein bei drei representativen Wellenldngen aufgenommen (schwarz). Zusitzlich ist die Differenz der
transienten Absorptionsédnderung bei 450 nm mit und ohne Pyranin dargestellt, welche in der linken oberen Ecke
jedes Graphen nochmals vergrossert ist. In (b) sind die jeweiligen statischen Absorptionsspektren ohne und mit

50 uM Pyranin fiir jedes Protein dargestellt.
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Im Falle von bR(wt) ist eine negative Amplitude der Pyranin-Absorption bei 450 nm zu
detektieren, was auf eine transiente Azidifizierung des Mediums nach Laseranregung
hindeutet (Abb. 3.44 a). Die Protonenabgabe ins Medium findet demnach bei bR vor der
Protonenaufnahme statt [114]. Die Absorption bei 450 nm wird erst nach Akkumulation des
bR M-Photointermediats (400 nm) maximal und nimmt danach ab bis der Ausgangs-pH bei
Akkumulation des O-Intermediats (650 nm) erreicht ist.

Bei PR(wt) ist eine positive Amplitude der transienten Absorptionsinderungen des
Pyraninfarbstoffs bei 450 nm zu beobachten. In diesem Fall ist die Protonenaufnahme aus
dem Medium schneller als die Abgabe bzw. vice versa fiir Hydroxylionen. Diese transiente
Alkalisierung des Mediums wird maximal mit der Akkumulation des hypsochrom
verschobenen Photointermediats (400 nm) und nimmt ab wihrend der Bildung des
bathochrom absorbierenden Zustands in der ms-Zeitskala. Diese Beobachtung ldsst den
Schluss zu, dass der Photozyklus von PR zu einer transienten pH-Anderung des Mediums
fihrt durch aktiven Transport von H' oder OH-lonen. Die Kinetik dieser
Ladungstranslokation verlduft {iber eine schnelle transiente Alkalisierung und unterscheidet
sich demnach deutlich in Bezug auf bR. Die PR-Mutante D97N, bei welcher der primire
Protonenakzeptor D97 gegen eine positiv-ionisierte Aminosiure ausgetauscht ist, zeigt unter
diesen Bedingungen keinen transienten Protonentransport. Dies bedeutet aber nicht, dass
diese Mutante keine Protonen pumpt, da mit Hilfe des Pyranin-Farbstoffs selbst bei der
effizienten Protonenpumpe bR nur maximale Absorptionsverdnderungen des Pyranins von

wenigen mOD detektiert werden konnen.

3.4.3 Lichtinduzierte Ladungstransportmessungen an der BLM

Fiir lichtinduzierbare Ionenpumpen oder —kanéle eignen sich Ladungstransportmessungen an
planaren Lipiddoppelschichten (,,Black Lipid Membrane®, BLM) fiir eine detaillierte
Charakterisierung der elektrogenen Eigenschaften. BLM-Messung findet unter ,,Steady-state*
oder Fliessgleichgewichts-Bedingungen statt (vergl. Abschn. 2.6.4). Die Probe wird hierzu
iiber die gesamte Messdauer mit Licht einer bestimmten Wellenldnge bestrahlt und der
resultierende Photostrom detektiert. Im Gegensatz dazu stellen die zeitaufgelosten
spektroskopischen Messungen des Photozyklus ,,Single-Turnover“-Experimente dar. Um die
bisher gewonnen Erkenntnisse des PR-Photozyklus in Korrelation zu setzen mit

Ladungstransportmessungen an planaren Lipiddoppelschichten, ist der Einfluss von griinem
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Hintergrundlicht auf die Akkumulation der Photointermediate spektroskopisch zu iiberpriifen.
Dazu werden die transienten Absorptionédnderungen von lichtadaptiertes PR bei pH 10 und 6

mit und ohne griinem Hintergrundlicht verglichen.
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Abb. 3.45: Transiente Absorptionsénderungen von PR in PM-Lipiden bei pH 10 (a) und pH 6 (b) mit (rot) und
ohne (schwarz) griinem Hintergrundlicht (Halogen-Lampe 2.0 mW/cm?, A > 500 nm) bei drei representativen

Wellenldngen (410, 520 und 580 nm) . Pufferbedingungen: 100 mM NacCl, 25 mM NaPi.

Die transienten Absorptionsdnderungen von PR bei pH 10 und 6 bei den drei repréisentativen
Wellenldngen 410 nm fiir die Akkumulation von des M-dhnlichen Intermediats, 520 nm
(Relaxation des spektroskopischen Grundzustands) und 580 nm (K-dhnliches und O-dhnliches
Intermediat) mit und ohne griinem Hintergrundlicht zeigen keine grossen Unterschiede. Die
Amplituden der transienten Absorptionsinderungen bei 520 und 580 nm sind bei
Hintergrundbeleuchtung um etwa 1/10 kleiner, da sich weniger Molekiile im
spektroskopischen Grundzustand befinden. Die Akkumulation der Photozyklusintermediate
ist unabhédngig von der Anwesenheit von Hintergrundbelichtung und findet auch unter
Fliessgleichgewichtsbedingungen statt, aus diesem Grund ist eine Interpretation der BLM-

Ladungstransportmessungen auf Basis des aufgestellten Photozyklusmodel von PR moglich.
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Nach Anlagerung von PR enthaltenden Proteoliposomen an die BLM wird bei neutralem pH
7 unmittelbar mit der Belichtung mit griinem Licht ein biphasischen transienter Strom
registriert, zuerst in die negative dann in die positive Richtung (Abb. 3.46). Der positive
transiente Strom mit einer maximalen Amplitude von bis zu 4 nA/cm?, klingt innerhalb von
wenigen Millisekunden monoexponentiell auf die Grundlinie ab und zeigt den sehr schnellen
proteininterne Ladungstransport von der SB auf den primédren Protonenakzeptor D97 an, der
innerhalb von 10 ps bei der maximalen Akkumulation von M abgeschlossen ist.

Die Amplitude des schnellen negativen transienten Stroms ist kleiner im Vergleich zur
positiven Komponente. Beriicksichtigt man neben dem Vorzeichen, dass schnelle Auftreten
und Abklingen des negativen Stroms, so kann dieses Signal der Protonenaufnahme aus dem
intrazelluldiren Raum zugeordnet werden. Dass dieser Prozess schneller als die
Protonenabgabe ins extrazellulire Medium erfolgt, im Gegensatz zum bR [114], korreliert mit
den Daten die mit dem pH-sensitiven Farbstoff Pyranin spektroskopisch detektiert werden
(vergl. Abschn. 3.4.6). Nach Beendigung der Belichtung wird ein kleiner positiver transienter

Strom detektiert mit einer Amplitude von bis zu 1 nA/cm’.

i Abb. 3.46: Transienter Photostrom von PR in
: : ' DOPC-Lipid bei pH 7 ohne Ionophoren. An- und
« 4 . 1 abschalten der Lichtquelle ist durch griinen Balken
E .
g gekennzeichent (XBO-Lampe, A > 495 nm).
E 1 Pufferbedingungen: 100 mM Na-Glukonat, 25 mM
- \ Hepes/Tris.
U [ttt .\M'\"""" LAt e VN AT Peafnet | =
(e
2k I ]
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8
Zeit, sec

Die Zugabe von Ionophoren (1799-Protonophor und Monensin) zur Probe, fiihrt zu einer
Entkopplung des elektrochemischen Gradienten der BLM-Membran und der daran
angelagerten Proteoliposomen. Aus diesem Grund wird unter diesen Bedingungen
ausschliesslich ein aktiver Transport von Ladung beobachtet. Nach Zugabe der Entkoppler
erhoht sich die Leitfahigkeit von ~10 S/cm® auf ~10° S/cm’. Bei Belichtung mit weissem
(A>380 nm) oder griinem (A>495 nm) Licht wird ein positiver, auswirtsgerichteter stationarer
Photostrom von bis zu 2 nA/cm’® detektiert (Abb. 3.47a). Die Amplitude des stationdren
Stroms bei neutralem (und alkalischem pH) ist positiv im Gegensatz zu bR, bei dem eine

negative Amplitude detektiert wird [115]. Diese Beobachtung ldsst auf eine umgekehrte
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Orientierung des PR an die BLM schliessen im Vergleich zu bR. Bei pH 5 wird bei PR

ausschliesslich ein negativer transienter und stationdrer Photostrom detektiert (Abb. 3.47b).

[ e Abb. 3.47: Stationdrer Photostrom von PR in DOPC-
a ol 5 I ‘ I I I Lipid nach Zugabe von je 5 uM ethanol. Monensin
: i und 1799-Protonophor bei pH 7.0 (a) und pH 5.0 (b).
bei Belichtung mit griinem Licht (XBO-Lampe, A >
| — e .
495 nm (griiner Balken)). Pufferbedingungen: 100
i} mM NaCl, 20 mM Hepes/Tris bzw. 100 mM Cholin-
NE 4 Chlorid oder Natrium-Glukonat, 20 mM Hepes/Tris.
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Die gemessenen stationdren Strome werden von Protonen getragen, da sie auch nach Ersetzen
von CI” durch Glukonat” bzw. Na' durch Cholin” im Messpuffer unbeeinflusst bleiben. Ein
auswartsgerichteter Transport von Hydroxylionen, insbesondere bei saurem pH, ist
unwahrscheinlich und l4sst den Schluss zu, dass PR bei neutralem pH eine auswartsgerichtete
Protonenpumpe (wie bR) und unter sauren pH-Bedingungen eine einwirtsgerichtete
Protonenpumpe ist.

Die Vektorialitit des lichtinduzierten Pumpstroms von PR ist neben dem pH auch abhéngig
von der Variation der Lichtintensitit. Wird PR bei neutralem pH 7 und 100 % Lichtintensitét
bestrahlt, ist eine maximale positive Amplituden des stationdren auswértsgerichteten
Photostroms von 3 nA/cm’® zu beobachten. Wird daraufhin mit weniger intensivem Licht
bestrahlt (1% Intensitit) wird die Amplitude des Photostroms negativ mit 0.2 nA/cm” (Abb.
3.48a). Hingegen ist bei saurem pH 5 und Belichtung mit niedriger Lichtintensitét (1%) die
Amplitude des stationédren einwirtsgerichteten Stroms mit negativer Amplitude im Vergleich
zu hohen Lichtintensititen von 2 auf 3.5 nA/cm’® beinahe verdoppelt (Abb. 3.48b). Zu
bemerken ist, dass das transiente Signal, dass bei Abschwichung der Lichtquelle, zu
beobachten ist zeitlich nicht aufgelost werden kann, da die Filter per Hand hinzugefiigt und

entfernt wurden.
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Wird die Abhéngigkeit des stationdren Photostroms iiber einen breiten Lichtintensitdtsbereich
bei neutralem und saurem pH aufgenommen, kann deutlich zwischen zwei konkurrierenden
Pumpmechanismen unterschieden werden. Bei neutralem pH 7 nimmt die Amplitude des
auswértsgerichteten stationdren Photostroms, ausgehend von einem einwértsgerichteten,
invertierten Strom, mit steigender Lichtintensitit bis zu einem Maximalwert von 3 nA/cm” zu
(Abb. 3.49a). Eine dhnliche Abhingigkeit des Photostroms kann bei saurem pH 5, bei dem
PRV vorliegt, detektiert werden. Die Amplitude des invertierten einwirtsgerichteten
Photostrom mit negativer Amplitude wird bei 10 % Lichtintensitit maximal (2 nA/cm?). Der
Anteil des einwdrtsgerichteten Stroms am Gesamtstrom nimmt aber mit steigender
Lichtintensitét stetig ab, schliesslich tiberwiegt bei 100 % Lichtintensitdt und pH 5 sogar der
auswartsgerichtete Strom und es kann eine positive Amplitude des stationdren Stromsignals
gemessen werden (Abb. 3.49b). Werden die maximalen stationdren Stromamplituden gegen
die Lichtintensitit aufgetragen (Abb. 3.49c), ist deutlich zu erkennen, dass bei neutralem pH 7
und 100 % Lichtintensitdt der auswértsgerichtete, positive Pumpstrom bereits fast in der
Sattigung ist, wohingegen der konkurrierende invertierte Photostrom bei pH 5 und niedrigeren

Lichtintensitédten (10 %) dominiert.
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Abb. 3.49: Abhingigkeit des stationdren Photostroms von PR von der Lichtintensitit bei pH 7.0 (a) und pH 5.5
(b) bei drei ausgewdhlten Lichtintensitdten 100%, 10 % und 1%. Auftragung der Amplitude des stationéren
Photostrom bei pH 7.0 (¢) und pH 5.5 (0) gegen die Lichtintensitdt von 100 % bis 1% (c). Die Messungen in (a)
und (b) wurden an einer BLM gemessen, Belichtung erfolgte mit XBO-Lampe, A > 495 nm (griiner Balken).
Gestrichelte rote Linie gibt den Nullwert des Stroms vor Belichtung wieder. Pufferbedingungen: 100 mM NacCl,
20 mM Hepes/Tris.

Wie bereits anhand der zeitaufgelosten spektroskopischen Daten zu beobachten ist, verlduft
der Mechanismus der Protonentranslokation von PR bei neutralem pH iiber eine
Deprotonierung der SB und Bildung eines M-Intermediats analog zum bR. Dies ist sowohl bei
wdingle-Turnover“-Experimenten als auch unter FlieBgleichgewichtsbedingungen zu
beobachten (Abb. 3.45). Es stellt sich nun die Frage, ob sich die Akkumulation von M auch
mittels BLM-Technik bestétigen lésst.

Da das M-Intermediat von PR bei 405 nm maximal absorbiert, d.h. 115 nm entfernt vom
Absorptionsmaximum des spektroskopischen Grundzustands (Amax (pH 7) = 520 nm), kann es
mit Licht blauer Wellenldnge selektiv angeregt werden. Im Falle von bR fiihrt dies zu einer
Reisomerisierung des Chromophors und Bildung eines M-Intermediats mit all-trans
Retinalkonfiguration, welches daraufhin in einer schnellen Reaktion zum Grundzustand
zerfallt [116]. Die deprotonierte SB wird darauthin von der extrazelluldren Seite reprotoniert,
was zu proteininternen Ladungsverschiebungen fiihrt, welche in einer Anderung des

transienten Photosignal zum Ausdruck kommen. Um dies fiir PR zu iiberpriifen wird das
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Protein mit grilnem Licht vorbelichtet, was zu einer Akkumulation von M fiihrt, darauthin
wird mit blauem Licht bestrahlt und die transienten Photostrome iiber den gesamten Zeitraum
aufgenommen. Obwohl auch der spektroskopische Grundzustand von PR bei Bestrahlung mit
blauem Licht angeregt wird, wenngleich deutlich ineffizienter als bei Anregung mit grilnem
Licht, ist eine Vergrosserung der Amplitude des einwértsgerichteten transienten Photostroms
von 0.5 auf 2 nA/em® zu beobachten (Abb. 3.50a angezeigt durch rote Pfeile). Die Richtung
des Stroms entspricht einer Aufnahme eines Protons von Aussen in Analogie zu bR. Die
Dynamik des M-Zerfalls ist unter den apparativen Bedingungen nicht hinreichend aufzuldsen,
jedoch ist mit Laserblitz-Photolyse-Experimenten an planaren Lipiddoppelschichten eine
Abhingigkeit der Amplitude des negativen transienten Stroms von der Intervallzeit zwischen
griiner Vorbelichtung und blauem Laserblitz zu messen (personliche Mitteilung T. Friedrich,
MPI fiir Biophysik, Frankfurt/Main).

Eine Akkumulation des M-Intermediat von PR ist auch unter
Fliessgleichgewichtsbedingungen nachweisbar, da das M-Intermediat nach Absorption eines
blauen Photons keinen Protontransportzyklus durchlduft. Wird PR bei pH 7 mit griinem und
zusitzlichem blauen Licht bestrahlt ist eine Verringerung der Amplitude des stationdren
auswirtsgerichteten Signals von 1.2 auf 0.9 nA/cm® zu detektieren (Abb. 3.50b). Daneben
deuten schnelle transiente Photostrome in die negative Richtung (bei Anschalten von blauem
Licht) und in die positive Richtung (bei Ausschalten von blauem Licht) auf verdnderte
proteininterne Ladungstransportvorgénge bei zusétzlichem blauen Licht hin. Hingegen ist bei
pH 5 nur eine kleine Vergrosserung des stationdren einwértsgerichteten Stroms um
0.2 nA/cm’® bei Belichtung mit zusitzlichem blauen Licht zu beobachten. In diesem Fall ist
der Photostrom bei Bestrahlung mit griinem Licht noch nicht in der Séttigung, wird die Probe
mit zusétzliches blaues Licht bestrahlt wird der spektroskopische Grundzustand angeregt

(Abb. 3.50¢).
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Eine  Akkumulation eines  M-Intermediats fiir PR ist  mittels BLM-
Ladungstransportmessungen eindeutig zu identifizieren, jedoch ausschliesslich bei neutralem
und nicht bei saurem pH. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da auch Spektroskopisch nur bei

neutralem pH eine Akkumulation von M zu beobachten ist.

Die pH-Titrationsexperimente des spektroskopischen Grundzustands von PR (wt) zeigten,

. . . 1 1 tt:
dass unter sauren Bedingungen eine bathochrom verschobene Spezies (PR""*

), bei welcher
der primére Protonenakzeptor D97 protoniert ist, gebildet wird. Die PR D97N Mutante zeigte
vergleichbare stationdre und zeitaufgeloste Spektraleigenschaften wie PRV", Es stellt sich
die Frage, ob der Protonierungszustand von D97 auch fiir die Vektorialitit des
lichtinduzierten Protonentransports zustindig ist, wére dies der Fall sollte die D97N-Mutante

ausschliesslich den einwértsgerichteten, negative Photostrom zeigen. Mit dem pH-sensitiven

Farbstoff Pyranin konnte keine transienten pH-Anderungen dieser Mutante detektiert werden,
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was aber auf die relative Insensitivitidt dieser Methode zuriickgefiihrt werden kann (vergl.
Abschn. 3.3.6). Aus diesem Grund werden die elektrogenen Eigenschaften der PR D97N-
Mutante auch mittels BLM-Technik untersucht.

s | Abb. 3.51: Stationérer Photostrom von PR(D97N)

I | ‘ 1 . I ' "] in PM-Lipiden von pH 7.0 bis 5.5. Beleuchtung

20} -m.w‘e,,ll‘“‘v“uru i s ,/m’ 4 mit griinem Licht ist mit Balken gekennzeichnet
pH 6.3 (XBO-Lampe, A > 495 nm). Die Leitfdhigkeit der

| BLM betrug nach Zusatz von 5 uM Monensin und
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Die PR D97N-Mutante zeigt in Gegenwart von lonophoren bei neutralem pH 7 keinen
transienten sowie stationidren Photostrom. Bei Erniedrigung des pH kann ein zunehmender
transienter Strom in positiver Richtung detektiert werden, welcher proteininterne
Ladungstransportverschiebungen reflektiert. Dieser Strom wird bei pH 6.3 maximal mit
0.4 nA/cm® und wird kleiner bei Verringerung der Lichtintensitit. Desweiteren ist ein
stationdrer einwirtsgerichteter Strom mit einer Amplitude von 0.1 nA/cm?® bei saurem pH zu
beobachten. Dieser sehr kleine stationdre Strom ist zwar eindeutig zu identifizieren, kann
jedoch auch auf Messungenauigkeiten der BLM-Apparatur zuriickgefiihrt werden und lésst
aus diesem Grund keine Interpretation zu. Diese Beobachtung entspricht dem Ergebnis des
Pyranin-Experiment (Absch. 3.4.2) und ldsst den Schluss zu, dass die PR D97N-Mutante
keine invertierte, einwértsgerichtete Protonenpumpe ist. Eine Erklarung dafiir wire, dass das
proteininterne Ladungstranslokationsnetzwerk, durch das Einbringen dieser Mutation, gestort
wird, was zu einer Inaktivierung der Pumpe fiihrt. Aus diesem Grund ist bei dieser Mutante
keine Aussage zu treffen, ob der Protonierungszustand von D97 iiber die Vektorialitit der

Protonenpumpe entscheident ist.
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4 Diskussion

4.1 Funktionelle in vitro Expression von Membranproteinen

Die funktionelle Expression politoper Membranproteine in einem zellfreien Synthesesystem
ist insbesondere abhingig von den Eigenschaften der stabilisierenden hydrophoben
Umgebung. Der Faltungsmechanismus vieler integraler Membranproteine ist ein komplexer
Prozess, der enzymkatalysiert aber auch spontan ablaufen kann. Beide Prozesse finden in der
Regel cotranslational statt, d.h. dass sich die wachsende Polypeptidkette wihrenddessen sie
am Ribosom synthetisiert wird in die Membran faltet. Bislang konnten integrale
Membranproteine nur mit Hilfe der enzymkatalysierten Membraninsertion unter Verwendung
von isolierten Mikrosomen in einem zellfreien Proteinsynthesesystem funktionell dargestellt
werden. Die mikrosomale Membran besteht aus einer Vielzahl von Proteinen, aus diesem
Grund ist eine direkte funktionelle Charakterisierung des Genprodukts nicht moglich und es
muss deshalb aufwendig gereinigt werden. Diese Einschrankung ist bei Verwendung einer
artifiziellen hydrophoben Umgebung bei der in vitro Expression nicht zu erwarten, da diese in
definierter Form ohne proteinogene Verunreinigungen eingesetzt werden kann. Dieser Ansatz
setzt jedoch voraus, dass sich das Genprodukt spontan in die Membran faltet. Der
Mechanismus der spontanen Faltung eines integralen Membranproteins in eine hydrophobe
Umgebung verlduft iiber zwei Stufen und konnte fir den 7-TM Helix Rezeptor
Bakteriorhodopsin, die lichtgetriebene Protonenpumpe aus H. salinarum, detailliert
untersucht werden [90] [80;117]:

bOp == I, = |, LIR — bR

Ausgehend von delipidiertem und SDS-denaturiertem bOp werden in einem ersten Schritt
flinf unabhéingige a-Helices in der Lipiddoppelschicht innerhalb von 20 sec gebildet (I;).
Darauthin kommt es zu einer dichteren Packung der fiinf transmembranen Helices, was die
Helixbildung und Membaninsertion der restlichen bislang unstrukturierten Bereiche induziert.
Wihrend des geschwindigkeitsbestimmenden Ubergangs von I; zu I, werden alle sieben o-
Helices, innerhalb weniger Minuten, in die Membran gefalten. Die Sekundérstruktur von I ist
dhnlich zu der von nativem bR und stellt die Plattform fiir die Retinalbindung (R) dar. Dieser

letzte Schritt der letztlich zur Bildung von funktionellen bR fiihrt, geschieht vermutlich {iber
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zwel kinetisch nicht unterscheidbare, aber pH-abhingige Faltungswege mit einer
Geschwindigkeitskonstanten von 0.007 sec” (t;, = 1.65 min) [118]. Der Einfluss der
interhelicalen Loops auf die Faltung und Stabilitdt von bR ist vergleichsweise gering, da
selbst die seperat dargestellten sieben Transmembranhelices spontan in eine hydrophobe
Umgebung assemblieren und Gegenwart von all-trans Retinal funktionelles bR bilden [119].

bR scheint aufgrund der nicht enzymkatalysierten Membraninsertion im in vitro System als
Modellsystem fiir eine funktionelle zellfreie Synthese besonders gut geeignet zu sein,
desweiteren sind die spezifische und einfach zu untersuchende Photozyklusreaktion und der
lichtinduzierte aktive Ladungstransport {iber die Membran fiir eine Funktionalitidtsnachweis
von Vorteil. Um eine Aussage iiber eine allgemeine Anwendbarkeit einer funktionellen
zellfreien Synthese von Membranproteinen machen zu kénnen wurde die zellfreie Synthese

von fiinf integralen Membranproteinen untersucht:

a) bR sowie der Blaulichtrezeptor NpsRII und die Chloridpumpe NphR, beides bR-
homologe Lichtrezeptoren aus dem Archaebakterium Natronobacterium pharaonis.

b) Das kiirzlich entdeckte bR-homologe Retinalprotein PR aus Marinebakterien, welches
in dieser Arbeit auch funktionell in vivo in E.coli dargestellt werden konnte, was ein
Vergleich zwischen in vivo und in vitro Proteinsynthese zuldsst.

¢) Der pharmakologisch bedeutende humane Glycin Rezeptor al (hGlyRal) als

Vertreter eines integralen Membranproteins aus einem hoheren Organismus.

Da die ersten drei Retinalproteine bR, NpsRII und NphR bereits funktionell in E.coli Zellen
dargestellt werden konnten [76] [77] wurde ein selbst hergestelltes gekoppeltes in vitro
Transkriptions-/Translations-System basierend auf E.coli Zell-Lysaten und T7-RNA-
Polymerase verwendet. Nach Optimierung der Reaktionsbedingungen konnte der Einfluss
stabilisierender Zusitze auf die Membranproteinfaltung untersucht werden. Hierzu diente ein
Proteaseassay mit dem die '*C-Leucin markierten zellfreien Syntheseprodukte auf Insertion in
eine artifizielle hydrophobe Umgebung untersucht wurden. Ahnliche Assaysysteme wurden
bereits flir Membraninsertionsstudien anderer integraler Membranproteine verwendet

[40;42;48;120].

Dieser Ansatz erlaubte nicht nur die Untersuchung des stabilisierenden Einflusses von sechs
Detergenzien, mehrerer Lipide oder Lipidmischungen auf die zellfrei synthetisierten

Membranproteine, sondern ermdglicht weiterhin die detaillierte Untersuchung struktureller
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Membraneigenschaften auf die spontane Faltung eines nativen Polypeptids in eine
hydrophobe Lipidumgebung.

Zur Stabilisierung der zellfrei dargestellten Proteine wurden ungeladene (DDM, OG, Triton
X-100), zwitterionische (CHAPS), positiv oder negativ geladene (CTAB, DOC) Detergenzien
als auch verschiedene Lipide mit verschiedenen biophysikalischen Eigenschaften direkt dem
Syntheseansatz zugesetzt. Da der Zusatz von Detergenzien mit einer Inhibition der zellfreien
Synthese verbunden war, wurde in einem ersten Schritt die halbmaximalen
Inhibitorkonzentration fiir jedes Detergenz bestimmt. Mit Ausnahme des Detergenz OG,
konnte eine Konzentration iiberhalb oder Aquivalent zur CMC des entsprechenden
Amphiphils im Reaktionsansatz eingesetzt werden, welche 1im Reaktionsansatz
solubilisierungsfahige Mizellen ausbilden.

Die zellfreie Synthese der Rhodopsine bR, NphR, PR und der a1-Untereinheit des humanen
Glycinrezeptor konnte mittels SDS-PAGE der radioaktiv-markierten Syntheseprodukte
eindeutig gezeigt werden, ausschliesslich das NpsRII ist in der SDS-PAGE-Analyse nur in
Form hochmolekularer Aggregate zu detektieren. Der stabilisierende EinfluB von
verschiedenen Mizellen-ausbildender Detergenzien im Reaktionsansatz wurde mittels eines
Proteaseassays untersucht. Hierbei konnte beobachtet werden, dass der Zusatz von
Detergenzien zu keiner Stabilisierung des zellfrei dargestellten bR’ fiihrte. Hingegen konnte
bei Zusatz von Doppelschichten-ausbildenden Phospholipiden in einer Konzentration von
4 mg/ml eine eingeschrinkte Proteasezuginglichkeit von bR® (Membranintegration in
DOPC-SUVs ~ 50 %) beobachtet werden. Die Untersuchung der weiteren archae- und
cubakteriellen Retinalproteinen (NpsRII, NphR®, PR®) und des GPCRs hGlyRal® auf
Membraninsertion in Phospholipide war nur teilweise erfolgreich. Durch den Zusatz von
DOPC-SUVs im Syntheseansatz ist nur fiir PR und NpsRIICf eine leichte Stabilisierung mit
Hilfe des Proteolyseassays zu beobachten, welche im Vergleich zu bR jedoch um eine
Grossenordnung geringer ausfillt. Eine Charakterisierung von PR oder NpsRII' wurde
aufgrund der geringen Ausbeuten an membraninsertiertem Protein nicht durchgefiihrt. Die
Proteine NphR und hGlyRal konnten durch den Zusatz von DOPC-SUVs nicht stabilisiert
werden, da sie sowohl ohne als auch in Gegenwart von DOPC im Proteaseassay komplett
abgebaut wurden.

Im Falle der zellfreien Expression von bR®' sind vermutlich die stabilisierenden Eigenschaften
einer Lipiddoppelschicht eine Voraussetzung fiir eine funktionelle Membranproteinfaltung.
Dafiir spricht, dass selbst die Faltung der denaturierten, 16slichen Helix C von bR nur in

Gegenwart von DMPC-Liposomen mit Hilfe von kinetischen Fluoreszenzmessungen
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untersucht werden kann [121]. Desweiteren ist die funktionelle zellfreie Synthese von anderen
intergralen Membranproteinen bislang fast ausschliesslich in Gegenwart von Lipiden
erfolgreich beschrieben z.B. fiir das einfach membrandurchspannende Pf3-Protein [51] oder
die E.coli endogenen Proteine KcsA-Kanal [49] und Lactose-Permease [48].

Im Allgemeinen konnen flinf stabilisierenden Eigenschaften von Lipiddoppelschichten auf die
Membranproteinfaltung unterschieden werden, darunter Membraniiberstruktur, Dicke und

Kriimmung der Membran sowie Oberfldchenladung und Membranpotential.

Membraniiberstruktur Kriimmung der Membran
l—-. (Lame]]a re Fluide Phase} Inverse hexagonale Phase Erhahter interner Membrandruck
HII
( 1= 7 5
-+ >
L, (Lamellare Gelartige Phase) Inverse kubische Phase Membranpotential

+ + + + +‘ +
Membrandicke Oberflichenladung '”\
0 { ‘o go"ll
I /LC‘ |'l0 00, \
\| |‘

Abb.4.1: Einfluss verschiedener biophysikalischer Charakteristika der Lipiddoppelschicht, auf die Stabilitét
integraler =~ Membranproteine, darunter =~ Membraniiberstruktur, =~ Membrandicke und  —kriimmung,

Membranpotential sowie Oberflichenladung.

In dieser Arbeit wurden der Einfluss der Membraniiberstruktur, Membrandicke und —
kriimmung, sowie Oberfldchenladung als auch der Zusatz von Faltungshilfsproteinen bei der

funktionellen zellfreien Synthese von bR®' detailliert untersucht.

1) Membraniiberstruktur

Grundsitzlich konnen in Lipiddoppelmembranen drei strukturell verschiedene Phasen
unterschieden werden (fluide Lo, gelartige L und kristalline Lc-Phase). Welches Lipid in

welcher Phase existiert ist neben den extensiven Zustandsgréssen T und p, stark abhidngig von
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der chemischen Struktur des Lipids. Kurze Fettsdurereste am Glycerolgeriist und
insbesondere vorhandene Doppelbindungen senken die Ubergangstemperatur von einer zur
anderen Phase stark ab, hingegen haben verschiedene Kopfgruppen am Phosphatrest nur
geringen Einfluss. Wohingegen die hochstrukturierte kristalline Lc-Phase nur bei sehr
niederen Temperaturen und hohen Driicken entsteht, sind Lo und Lp-Phase auch bei
Normalbedingungen (20°C, 1 atm) stabil und unterscheiden sich in der rdumlichen
Anordnung und Dynamik der Fettsdurereste in der Doppelschicht.

Die zellfreie Synthese von bR® wurde in Gegenwart von drei Phosphatidylcholinlipiden mit je
zwei gesittigen Acylketten C14:0 (DMPC), C16:0 (DPPC) und C18:0 (DSPC) sowie einem
einfach ungesittigten C18:1 (DOPC) durchgefiihrt. Unter den Inkubationsbedingungen der
zellfreien Synthese bei 37 °C liegen DMPC (T, = +23°C) und DOPC (T, = -50°C) in La
wohingegen DSPC (T, = +50°C) in LB und DPPC (T, = 37°C) als Gemisch beider Phasen
vorliegt. Die Membraninsertion von bRY  nimmt mit zunehmender
Phaseniibergangstemperatur ab und ist deutlich reduziert in Gegenwart von Lipiden die unter
den Inkubationsbedingungen in Lf vorliegen. Fiir DSPC kann keine Insertion in die Membran
detektiert werden, hingegen wird eine C-C-Bindung in der Lipidacylkette zur Doppelbindung
oxidiert (DOPC) ist die Insertion vergleichbar hoch mit der Insertionrate in Gegenwart von
DMPC. Die bevorzugte Insertion von bR" in Lipiddoppelschichten in der La-Phase ist auch
von physiologicher Bedeutung, da die Membran von eukaryotischen und eubakteriellen Zelle
zum Grofiteil aus einfach-ungesattigt Lipiden besteht und aus diesem Grund in der La-Phase
vorliegt, welche eine spontane Insertion von Membranproteinen ermoglicht.

Neben der Membraninsertion ist auch die Syntheserate abhéngig vom Vorhandensein von
Lipiden, in Gegenwart von einfach ungeséttigtem DOPC ist sie um etwa die Hélfte hoher als
ohne Lipid. Da der N-Terminus von bOp in Vivo cotranslational in die Membran insertiert
[122], kann sich die wachende Polypeptidkette von des zellfrei synthetisierten Proteins in
Abwesenheit einer Lipiddoppelschicht nicht richtig falten, was vermutlich zur Inhibierung der
in vitro Translation fiihrt. Aus diesem Grund ist die Syntheserate bei Vorhandensein von
Lipiden in der LB-Phase (z.B. DSPC), in welche keine Insertion von bOpCf beobachtet wird,
um mehr als die Hélfte niedriger als in Gegenwart von Lipiden in der La-Phase (z.B. DOPC).
Phospholipide in der Lo-Phase konnen deshalb als Faltungshelfer aufgefasst werden, welche
die Aggregation der wachsenden Polypeptidkette von bOpCf am Ribosom unterbinden und die

vorzeitige Translationstermination verhindern.



Diskussion 118

2) Kriimmung der Membran und Ubergang von fluider zu hexagonaler Phase

Nicht alle Lipide bilden intrinsisch Doppelschichten. Ein Beispiel hierfiir sind Lipide mit
Phosphatidylethanolamin als Kopfgruppe (z.B. DOPE), welche Uberstrukturen mit negativ
gekriimmten Monoschichten ausbilden wobei die Kopfgruppe des Lipids ins Innere des
Zentrums zeigt (inverse hexagonale Phase Hy). Eine weitere Gruppe von Monoschichten
ausbildenden Lipide sind Lysophospholipide (z.B. Lysophosphatidylcholin, LPC), die nur ein
Fettsdurerest am Glycerolgeriist tragen, welche positiv gekriimmte inverse hexagonale Phasen
ausbilden. Die Funktion von Membranproteinen kann in Gegenwart Monoschichten
ausbildender Lipide verdndert werden z.B. ist die Photoreaktion von Rho abhdngig von der
Konzentration an ungesittigtem Phosphatidylethanolamin-Lipiden [123]. Ahnliches gilt fiir
die Aktivitdt des Gramicidin A Kanals der bei Zugabe von Lysophospholipiden stimuliert
werden kann [124]. Aber auch 16sliche Proteine wie Citrate-Synthase, a-Glucosidase oder
,Horseradish“-Peroxidase konnen ausgehend von einer Harnstoff-denaturierter Form unter
Zusatz von Lysophosphatidylethanolamin [125] oder Phosphatidylethanolamin [126]

funktionel riickgefaltet werden.

In Mischungen von DOPE oder LPC mit anderen Phospholipiden, wie z.B. DOPC, welches
eine Doppelschicht ausbildet, ist eine Erhohung der Acylkettenkollisionen und des internen
Membrandrucks beschrieben. Dies fiihrt dazu, dass die Aktivierungsenergie der
Proteininsertion in die Membran zunimmt. Aus diesem Grund kann die Insertion gehindert
sein, obwohl die Stabilitit von bereits inserierten Proteinen erhoht ist, da der interne
Membrandruck stabilisierend auf das Helixbiindel wirkt, wie am Beispiel des
Oligomerisierungszustands des Alamethicin-Kanals gezeigt werden konnte [127].

Die zellfreie Synthese von bR wurde in Gegenwart von DOPC/LPE (95:5) bzw. fiinf
verschiedenen molaren Verhédltnissen an DOPC/DOPE-Lipiden durchgefiihrt und zeigte im
Falle des LPC zwar eine Verbesserung der Membraninsertion, aber eine um 50% erniedrigte
Syntheserate, dieser Ansatz wurde deswegen nicht weitergefiihrt. Bei Zusatz von
DOPC/DOPE-Lioposmen zum Syntheseansatz konnte beobachtet werden, dass zunehmende
Konzentrationen an DOPE zu einer Erniedrigung der Membraninsertion von bR’ fithren und
sogar bei Zusatz von reinem DOPE gar keine Stabilisierung von bR®" detektiert werden kann.
Eine erhohte negative Kriimmung iiber die Lipiddoppelschicht hindert die Insertion von

transmembranen Helices aus der wissrigen Phase in die Membran. Zu einem vergleichbaren
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Ergebnis kommen kinetische Faltungsstudien von SDS-denatuiertem bR in PC/PE
Doppelschichten [128].

3) Membrandicke

Die Acylkettenlinge sowie der Sittigungsgrad der Fettsdurereste von Phospholipiden
bestimmen die Dicke der Lipiddoppelschicht und haben direkten Einfluss auf die Faltung,
Oligomerisierung oder Aktivitit von integralen Membranproteinen, wie am Beispiel von Rho
[129], bR [97] [130] und vieler anderer Membranproteine gezeigt werden konnte
(Ubersichtsartikel [131]). Der Einfluss der Dicke der Doppelschicht auf die Insertion von bR
fiir zwei in der fluiden La-Phase befindlichen Lipide DMPC (Membrandicke 26.2 A)* und
DOPC (Membrandicke: 27.1 A)* [(*): angeschitzte Werte des Carbonyl-/Carbonyl-Abstands
bei 30°C aus [132]] wurde darauthin untersucht. Die Verwendung von DOPC-Liposomen
zeigte hierbei eine 10% hohere Intensitdten der proteolytischen Abbaubanden im Vergleich zu
DMPC. Strukturelle Daten zeigen, dass bR in einer Lipidumgebung eine hydrophobe Dicke
von 35 A besitzt [54]. Aus diesem Grund wird bR durch die dickere DOPC-Membran im
Vergleich zu DMPC zusitzlich stabilisiert.

Die Dicke der Membran ist neben der chemischen Struktur der Fettsdurereste mitunter stark
abhingig von der Cholesterolkonzentration. Cholesterol insertiert aufgrund seines
hydrophoben Charakters leicht in Membranen und schrinkt die Bewegungsfreiheit der
Acylketten in der fluiden La-Phase ein. Die Einschrinkung der Acylkettenbeweglichkeit, hat
zur direkten Folge, dass die Dicke der Membran zunimmt bei 50 mol% Cholesterol in DMPC
mehr als 2 A [133]. Desweiteren wird die Wirmeenergie des Phaseniibergangs abgesenkt,
wohingegen die Phaseniibergangstemperatur T, unberiihrt bleibt. Daher wire eine
Stabilisierung bR in Gegenwart von DOPC-Liposomen mit steigenden Konzentrationen an
Cholesterol und einer damit verbundenen zusitzlichen Erhéhung der Membrandicke zu
erwarten. Der Einfluss von bis zu 20 mol% Cholesterol auf DOPC-Liposomen hat jedoch nur
geringen Einfluss auf die Stabilitit von bR” und legt nahe, dass die optimale Dicke der

Membran in der Grossenordnung von DOPC-Lipiddoppelschichten liegt.
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4) Oberflichenladung

Neben der Dicke der Lipiddoppelschicht spielen elektrostatischen Wechselwirkungen der
Oberfliche mit Membranproteinen eine wichtige Rolle z.B. katalysiert das anionische
Phosphatidylserin die Membraninsertion und Faltung des Lactose-Transporters LacY [95]
oder Phosphatidylglycerol die Faltung des Kalium-Kanals KscA [49]. Die Faltung von bR
wird jedoch durch Zusatz von bis zu 20 mol% des anioninischen Lipids DOPS sowie bis zu
5 mol% des artifiziellen kationischen Lipids DOTAP zu DOPC-Liposomen nicht katalysiert.
Dies ldsst den Riickschluss zu, dass elektrostatische Wechselwirkungen der Polypeptidkette
von bR® und der Membranoberfliche nicht bestimmend fiir die Membraninsertion des

Proteins sind.

5) Einfluss von Faltungshilfsproteinen und Carrierpeptiden

Zuletzt sollte der Einfluss von Faltungshilfsproteine (Chaperone) GroEL und GroES aus
E.coli und Th.aq. bei der funktionellen zellfreien Synthese von bR untersucht werden. Z.B.
filhrte der Zusatz von GroEL und GroES bei der in vitro Synthese einer mitochondrialen
Aspartataminotransferase in  einem  Reticoluzytenlysat zu einer  verbesserten
Expressionsausbeute [32]. Im Falle der in vitro Synthese von bR kann jedoch fiir Chaperone
aus beiden Organismen nur geringere Syntheseausbeuten detektiert werden. Die
enzymkatalysierte Faltung ist ein energiegetriebener Prozess und benétigt ATP, was dazu
fuhrt, dass die kritische Konzentration an verbrauchten Metaboliten wie AMP und freiem
Phosphat schneller erreicht ist. Dies fiihrt zu einem vorzeitigen Abbruch der zellfreien
Proteinsynthese und zu einer niedrigeren Ausbeute des gewiinschten Genprodukts.

Der Zusatz von Carrierpeptiden zum Reaktionsansatz, welche in Zellkulturexperimenten
erfolgreich fiir Transfektionsstudien in eukariotische Zellen eingesetzt wurden, fiihrte zu einer
konzentrationsabhéngigen Inhibierung der Transkription/Translation. Carrierpeptide bestehen
aus zwei Doménen einer hydrophoben membraninserierenden Doméne und einer geladenen
Polylysin-reichen Doméne. Letztere bindet {iber ionische Wechselwirkungen DNA, RNA
oder anionische Polypeptide. Vermutlich komplexiert die eingesetzte DNA-Matrize mit der
Polylysin-reichen Doméne des Carrierpeptids und ist fiir die RNA-Polymerase nicht mehr

zuginglich.
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Eine optimale Stabilisierung von zellfrei synthetisiertem bR konnte ausschliesslich in
Gegenwart einer Lipiddoppelschicht detektiert werden, wobei die Verwendung von SUVs
bestehen aus DOPC die hochste Stabilisierungseffizienz zeigte. Die Membraninsertion der
Polypeptidkette von bR ist direkt abhiingig von der Phaseniibergangstemperatur der
verwendeten Lipide, nur fiir die unter den Inkubationsbedingungen in der fluiden La-Phase
vorliegen Lipide (DOPC, DMPC) war eine Membraninsertion moglich. Eine Erhohung der
Membrankriimmung fithrt zu einer verringerten Stabilisierung von bR*.  Sowohl
Oberfliachenladung als auch der Zusatz von Cholesterol haben nur einen geringen Effekt auf

die Membraninsertion.
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4.2 Invitro versus in vivo Expression von Membranproteinen

Bakteriorhodopsin konnte in dieser Arbeit in einem zellfreien gekoppelten Transkriptions-
/Translationssystem bestehend aus E.coli S30 Lysat und T7-RNA-Polymerase in einem
RTS500 Biosynthesesystem der Firma Roche (Penzberg, Germany) unter Zusatz von DOPC-
Liposomen funktionell dargestellt werden. Die Ausbeute an bR kann mit Hilfe der
zeitaufgelosten Laserblitzabsorptionsspektroskopie abgeschitzt werden, aus der maximalen
Amplitude der transienten Absorptionsdnderungen bei 400 nm (M-Intermediat) und betrigt
20 pg/ml Reaktionsvolumen (d.h. 20 mg/1 falls eine lineare Extrapolation der Ausbeute in
Bezug auf das Reaktionsvolumen angenommen wird). Dies ist zwar eine deutlich geringere
Proteinausbeute im Vergleich zur zellfreien Synthese von 16slichen Proteinen in E.coli

basierten Lysaten von bis zu 400 pg/ml [134] oder einem in vitro Expressionssystemen aus

gereinigten Komponenten von bis zu 160 pg/ml [135]. Die spektroskopisch bestimmte
Proteinausbeute an funktionellem bR' liegt aber um den Faktor 50 iiber der Ausbeute von
gereinigtem bR, dass in vivo in E.coli funktionell exprimiert wurde (84 pg/l Kulturvolumen)
[77]. Fir diesen Unterschied in der Expressionsausbeute konnen mehrere Griinde
verantwortlich sein:

a) bR ist bei Expression in E.coli Zellen nach Solubilisierung der Membran instabil
und denaturiert wihrend der Aufarbeitung, was zu einer geringeren Ausbeute an
gereinigtem Protein fiihrt [77].

b) Der Zusatz von Liposomen bestehend aus z.B. Nicht-Doppelschichten
ausbildender Lipide wie DOPE im zellfreien Syntheseansatz fiihrt zu einer
Verringerung der Membraninsertion von bR, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde.
Eine geringere Ausbeute von in vivo in E.coli Zellen funktionell exprimiertem bR
konnte demnach auf eine ungiinstige Lipidzusammensetzung der E.coli Membran
fiir die bR-Faltung zuriickzufiihren sein, welche zu etwa 70 % der Trockenmasse
aller Lipide aus DOPE besteht.

C) Das verwendeten bom-Genkonstrukt besitzt eine ungiinstige tRNA-Verfligbarkeit
fiir die Expression in E.coli Zellen. Die CUA-Codons, welche fiir die zwei
aufeinanderfolgenden Aminosduren Leu-13 und Leu-19 kodieren sind in E.coli nur
in dussert geringen Mengen vorhanden (< 0.5%). Dies kann zu einem friihzeitigen
Kettenabbruch der in vivo Expression in BL21(DE3) Zellen fithren und zu einer
geringeren funktionellen Ausbeute an bR. Im zellfreien Synthesesystem ist die

Konzentration an tRNAs nicht limitierend bei der Expression, da sie im
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Uberschuss eingesetzt werden. Ein vorzeitiger Kettenabbruch der Translation in

vitro ist demnach nicht zu erwarten.
Die Expressionsausbeute an funktionellem bR’ ist vergleichbar mit der Ausbeute von
weiteren gereinigten bR-homologen Retinalproteinen, welche ebenfalls funktionell in E.coli
exprimierbar sind, wie NpsRII (I mg/l), NphR (0.6 mg/l) [77] oder PR (bis zu 9 mg/l
Kulturvolumen) (diese Arbeit). Die zellfreie Proteinausbeute liegt jedoch deutlich (Faktor 5
geringer) unter der Ausbeute an bR isoliert aus H.salinarum Kulturen (24 mg/l
Kulturvolumen) [136]. Zellfrei dargestelltes bOpCf in einem auf Weizenkeimen-basierenden in
vitro Synthesesystem konnte in vergleichsweise hohen Ausbeuten (24 ug/ml) in Bezug auf
homolog exprimiertes bR isoliert werden [137]. Jedoch musste das unloslich dargestellte
Protein aufwendig gereinigt und renaturiert werden um Funktionalitétsstudien durchzufiihren.
In dieser Arbeit sollte das zellfrei synthetisierte bR fiir die funktionellen Studien nicht
gereinigt werden, obwohl die Konzentration an bR im Reaktionsansatz im Vergleich zu der
anderer 16slicher Proteine im S30-Extrakt sehr gering ist. Jedoch ist bR im Syntheseansatz
das einzige integrale Membranprotein in einer definierten hydrophoben Lipidumgebung. Eine
direkte Funktionalitdtsstudie mittels spezifischer spektroskopischer (Photozyklusreaktion) und
elektrophysiologischer Methoden (Ladungstransport an planaren Lipiddoppelschichten) sollte

aus diesem Grund eindeutig dem zellfreien bRCf-Syntheseprodukt zugeordnet werden konnen.

Das zellfrei hergestellte bR besitzt einen Photozyklus der hohe Ahnlichkeit mit dem von
nativem bR in ,cell envelope“-Vesikeln aufweist. Es konnen charakteristische transiente
Absorptionsdnderungen bei 400 nm (M-Intermediat) und 570 nm (Grundzustand) detektiert
werden. Das M-Intermediat von bR akkumuliert bei 1 ms und zerfillt daraufhin zuriick zum
Grundzustand, jedoch mit einer um den Faktor 10 langsameren Zerfallskinetik im Vergleich
zu bR. Dies ist nicht verwunderlich, die Akkumulation von 10° Laserblitzexperimenten bei
bR in DOPC-SUVs zu einer Ausbildung eines Membranpotentials AY iiber die
Proteoliposomen fiihrt. Fiir bR ist eine Abhéngigkeit des M-Zerfalls vom Membranpotential
AY beschrieben [138]. Bei andauernder Hintergrundbeleuchtung, die AW generiert, wird ein
verlangsamter M-Zerfall in Vesikel-Prdparationen aus H. salinarum detektiert [139]. Die
Verlangsamung des M-Zerfalls von bR spricht fiir das Vorhandensein von intakten bR®'-
Proteoliposomen im zellfreien Syntheseansatz.

Die Verwendung einer definierten artifiziellen hydrophoben Umgebung bestehend aus
DOPC-Liposomen ermdoglichte auch eine bRCf-speziﬁsche Zuordnung lichtinduzierter

Ladungstransportmessungen an planaren Lipiddoppelschichten. bR zeigt bei Anlagerung an
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eine planare Lipiddoppelschicht negative stationdre Photostrome von bis zu 1 nA/em’ fiir
400 ng bR, entspricht 2.5 nA/(cm’pg), (20 pl des Reaktionsansatzes mit 20 pg/ml
spektroskopisch bestimmter bRCf-Ausbeute) was vergleichbar ist mit der entsprechenden
Mengen an bR in PM, bei dem Signale in der GroBenordnung bis zu 100 nA/cm?, entspricht
1 nA/(cm*ng) gemessen werden unter Verwendung von 100 pg bR [75]. Ein negativer
stationdrer Photostrom ist auch bei gereinigtem bR in PM oder Proteoliposomen zu
detektierten, dies ldsst im Falle von bR auf einen in die Vesikel gerichteten Protontransport
schlieBen, wonach der N-Terminus von bR nach Innen orientiert ist. Im Gegensatz zu
rekonstituierten Proteinen oder ultraschallbehandelten Membranen, bei welchen eine nahezu
gleichmiBige Verteilung der Proteinorientierungen vorliegt ist im Falle von bR
ausschliesslich eine Orientierung in der Liposomenmembran anzunehmen, da die zellfreie

Synthese nur ausserhalb der Vesikel stattfindet und ein Wechsel der Orientierung (in

Analogie zum Flip-Flop Mechanismus bei Lipiden), bei Membranproteinen nicht stattfindet.

Der Einfluss von Ionophoren in BLM-Messungen von bR ist gering, da schon vor Zugabe
von Entkopplern eine ungewdhnlich hohe Leitfdhigkeit der Membran zu beobachten ist.
Vermutlich storen, die im Vergleich zur Konzentration an bR, im Uberschuss vorliegenden
Komponenten des zellfreien Synthesesystems die Messung. Eine weitere Erklarung ist, dass
die DOPC-Proteoliposomen nicht nur an die BLM attachieren, sondern mit dieser zum Teil
fusionieren. Dies konnte im Falle von monomerem bR rekonstituiert in eine Mischung aus
Phosphatidylserin/Phosphatidylcholin-Vesikeln gezeigt werden, wo stationdre Photostrome
von bis zu 140 pA/cm?” ohne das Vorhandensein von Ionophoren zu beobachten sind [140].

Mittels Doppelbelichtungsexperimenten von bR mit griinem und zusitzlichem blauen Licht
ist eine eine deutliche Verringerung des stationdren Photostroms um 25 % zu beobachten.
Unter diesen Bedingungen wird das akkumulierte blau-absorbierende M-Intermediat durch
die Absorption eines blauen Photons angeregt und zerfillt {iber eine Reisomerisierung des
Retinal zur all-trans Form zuriick zum Grundzustand, wobei kein Proton nach Aussen

gepumpt wird und der Photostrom in diesem Fall verringert wird [116].
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Die archaebakterielle lichtgetriebene Protonenpumpe bR konnte eine Ausbeute von 20 pg/ml
funktionellem Protein in Gegenwart von DOPC-SUVs dargestellt werden. bR zeigt einen
Photozyklus mit hohe Ahnlichkeit zu dem von nativem bR in ,,cell envelope*-Vesikeln und
pumpt Protonen vergleichbar mit monomerem bR in Proteoliposomen. Eine vorherige
Reinigung des Proteins aus dem zellfreien Syntheseansatz fiir die spektroskopische und
elektrophysiologische Charakterisierung ist nicht notwendig, da selektive Nachweismethoden
wie Photozyklusreaktion und lichtinduzierter Ladungstransport eine eindeutige Zuordnung
der Signale zum funktionellen Protein ermdglichten. Die funktionellen zellfreien Synthese
von Membranproteinen mit der direkten Funktionsanalyse ist aus diesem Grund erheblich
schneller und automatisierbarer im Vergleich zu zelluldren Expressionsmethoden verbunden
mit der klassischen Proteinreinigung. Obwohl die Funktionalitit des zellfrei dargestellten
Genprodukts ausschliesslich im Falle des archaebakteriellen bR bestétigt wurde, konnten auch
fir zwei der vier weiteren untersuchten Proteine (PR und NpsRII) Hinweise fiir eine
funktionelle zellfreie Proteinsynthese gefunden werden. Diese Beobachtung unterstreicht die
Moglichkeit einer allgemeinen Anwendung von zellfreier Expression von integralen
Membranproteinen gekoppelt mit der direkten Funktionsanalyse im HTS-Format und eréffnet

eine Alternative zu konventionellen proteinchemischen Techniken.
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4.3 Der Photozyklus von Proteorhodopsin

Proteorhodopsin das eubakterielle Homolog zu bR konnte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit funktionell exprimiert und in reiner Form aus E.coli BL21(DE3) Zellen isoliert
werden. Hierzu wurde das PR-Gen mit N-terminaler Signalsequenz (Pre-PR) und C-
terminalem HSV- und Histidin-Tag kloniert fir die Immundetektion und
affinitidtschromatographische Reinigung. Die heterologe Expression des Genkonstrukts fiihrte
zu zwei Hauptprodukten, dem Pre-PR mit voller Linge und einem um die N-terminal
Signalsequenz verkiirzten PR, welche nach Reinigung in einem Verhéltnis von ~1:1
vorliegen. Die Darstellung von PR in E.coli Zellen fiihrt zu vergleichbaren Produkten wie die
homologe Expression von bR, welches in vivo cotranslational prozessiert wird. Hierbei wird
die N-terminale Signalsequenz bei der Insertion in die Zellmembran gespalten. In
Prédparationen von PM koexistieren jedoch zwei unterschiedliche mature bR als auch das Pre-
bR mit Signalsequenz [141]. Obwohl die Funktion dieser verschiedenen Spezies nicht
beeinflusst ist, lasst diese Beobachtung auf einen komplexeren
Membraninsertionsmechanismus von bR und PR bei der in vivo Expression schliessen.

Das statische Absorptionsspektrum von PR ist abhidngig vom pH-Wert und verschiebt sich in
DOPC-Lipid rekonstituierter Proben reversibel von 519 nm bei alkalischem pH zu 539 nm bei
saurem pH. Der pKs-Wert dieses rot—violett Ubergangs liegt ungewdhnlich hoch bei 7.7
(Asparaginsdure in Losung besitzt einen pKs von 4.4). Er ist deutlich hoher als der
purpur—blau Ubergang von bR mit einem pKs von 2.5 [142], der auf den
Protonierungszustand von bR D85 zuriickzufiihren ist [103].

Die homologe Aminosdure zu bR D85 ist in PR D97. Um zu iiberpriifen ob PR D97 die
einzige Aminosiure ist, die fiir den rot—violett Ubergang verantwortlich ist, wurde die
Mutante PR D97N hergestellt, in der die Asparaginsdure gegen ein positiv-ionisiertes
Asparagin ausgetauscht ist. Das Absorptionsmaximum von PR D97N ist bathochrom
verschoben mit einem Absorptionsmaximum von 550 nm und ist unabhidngig vom pH,
entsprechend der homologen bR-Mutante D85N [101]. Dieses Ergebniss deutet darauf hin,
dass der Protonierungszustand von PR D97 alleine fiir die rot—violett Verschiebung des
spektroskopischen Grundzustands verantwortlich ist.

Ahnlich hohe pKs-Werte fiir die pH-Titration des spektroskopischen Grundzustands konnten
fiir die sensorischen Rhodopsine sRI (pKs = 7.4) [143] und NpsRII (pKs = 5.6) [106]

(zusammengefasst in Tab. 9) beobachtet werden.
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Aminoséaure pKs
PR Asp-97 7.7 diese Arbeit

rot>"®" - violett>*"™ 7.1 [144]

bR Asp-85 2.2 [145]

purpur®®"™ - plgy®™ 2.5[146]

SRl Asp-76 7.4 [143]
violett®®™™ - purpur®®"™

NpsRII Asp-75 5.6 [106]
orangesoonm* pinkszsnm

Tab. 9: Vergleich der pKs-Werte der pH-abhidngigen Spektralverschiebung des spektroskopischen

Grundzustands verschiedener Rhodopsine mit verantwortlichen Aminosduren.

Es stellt sich die Frage, warum der pKs der pH-Abhédngigen Spektralverschiebung des
spektroskopischen Grundzustands von PR vergleichbar ist mit dem pKs von sensorischen
Rhodopsinen, wie sRI oder NpsRII, aber im Vergleich zum bR um etwa 5 pH-Einheiten hoher
liegt. In bR wird D85 durch das Asparaginanion R82 stabilisiert, eine Mutation von bR R82
zu einer nicht positiv-ionisierten Aminosdure erhoht den pKs von D85 von 2.5 auf 7 [147]
[148] [149]. Eine Substitution von bR R82 in PR wére eine Erklarung fiir den hohen pKs von
PR D97. Dies ist jedoch nicht der Fall, da die homologe Aminosédure zu bR R82 in PR auch
ein Arginin R94 ist, zusétzlich ist die dritte homologe Aminoséure, die in bR (bR D212) das
Gegenion zur SB stabilisiert PR D227 konserviert. Aus diesem Grund kann fiir PR in
Analogie zum bR ein delokalisiertes Gegenion zur SB angenommen werden, in dem ein
zentrales Wassermolekiil, iiber Wasserstoftbriicken mit den polaren Aminosduren PR D97,
D227 und R94 komplexiert ist [150] [151].

Detaillierte strukturelle Informationen des Gegenions zur SB, die eine Erklarung fiir den
hohen pKs der pH-abhéngigen Spektralverschiebung liefern konnten, liegen mit den zwei
Kristallstrukturen von bR [54] und NpsRII [152] vor. In Abb. 4.2 sind diese zwei
Kristallstrukturen mit dem Modell fir die PR-Struktur (erstellt mit der
Molekulardynamiksimulation ICM) iibereinandergelegt. Die Aminoséduren, die das Gegenion
bilden sind zusammen mit dem konservierten Lysin, welches das Retinal gebunden hat,
hervorgehoben. Es ist deutlich zu erkennen, dass PR D97 im Vergleich zu bR D85 aus
Helix C in Richtung der Membrandoppelschicht herausgedreht ist, dhnliches gilt fiir NpsRII
D75. Der Abstand des N-Atoms der SB zum y-C der Seitenkette von PR D97 ist auf 4.8 A
vergroBert (bR D85 4.4 A), wobei eine erniedrigte Zuginglichkeit dieser Aminosiure

gegeniiber dem Protonenkanal angenommen werden kann. Dies wire eine Erkldrung fiir den
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hohen pKs von PR D97 sowie NpsRII D75 im Vergleich zum bR. Die weiteren Aminosduren
des PR Gegenions D212 und R82 verhalten sich umgekehrt und weisen einen geringeren
Abstand zur SB auf im Vergleich zum bR. Dies ldsst den Riickschluss zu, dass eine
unterschiedliche Geometrie der Ladungen der Aminoséurereste, welche das Gegenion zur SB
bilden, einen direkten FEinfluss auf den pKs des primdren Protonenakzeptors von
Retinalproteinen hat. Mit Hilfe der spektroskopischen Daten wird dies bestdtigt werden, da
die Energie der purpur—blau Verschiebung in bR mit 880 cm™ um Y% héher und die der
orange—pink Verschiebung in NpsRII mit 940 cm™ um Y% hdher ist als die rot—violett

Verschiebung bei PR mit 660 cm™.

bR D212/

PR D227

Abb. 4.2: Tertidrstrukturvergleich von bR 1C3W [54] (blau), NpsRII 1JGJ [152] (rot) und PR-Strukturmodell
(ICM-Molekulardynamiksimulation auf Basis der bR 1C3W-Struktur) (gelb) (a). Zum besseren Vergleich
wurden die Strukturen auf das konservierte retinalbindende Lysin fixiert. Der Retinalchromophor ist in der
jeweiligen Farbe des Proteins dargestellt. VergroBBerung von Helix C und G und der chemischen Umgebung der
SB (b). Bei den Aminosduren, die das Gegenion zur SB stabilisieren bR D85/R82/D212 (blau), NpsRII
D75/R72/D201 (rot) und PR D97/R94/D227 (gelb) sind die Seitenketten hervorgehoben. Verschiebung der
Seitenkette von bR D85, NpsRII D75 und PR D97 aus Helix C in Richtung der Lipiddoppelschicht angezeigt
durch Pfeil.

Die azide Spezies von PR (PR"") lisst sich selbst bei hohen Chlorid-Konzentrationen (>

3 M) nicht in ihren spekroskopischen Ausgangszustand tberfiihrt, wie dies fiir die aziden
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Spezies von bR (bR [107] oder NpsRII (NpsRIIP™) [106] beobachtet wird. Sind
Chloridionen vorhanden werden diese gebunden, wobei die zusitzliche negative Ladung in
der chemischen Umgebung der protonierten SB zu einer hypsochromen Verschiebung des
Absorptionsmaximums unter sauren Bedingungen fiihrt [153]. Im Gegensatz zu diesen
Proteinen entsteht bei PRV keine Chloridbindungstelle oder die Zuginglichkeit von
Chloridionen aus dem umgebenden Medium zu einer gebildeten Bindungsstelle im
Proteininneren ist drastisch gehindert.

Eine reversible Deprotonierung der SB bei PR(wt) ist bis pH 11.5 nicht zu beobachten.
Hingegen kann bei der PR D97N-Mutante mit zunehmendem pH eine hypsochrom
verschobene Absorptionsbande (Amax = 390 nm) (bR D85N Ayax = 405 nm) [101] detektiert,
die der Spezies mit deprotonierter SB zugeordnet werden kann. Der pKs der SB-
Deprotonierung von PR D97N liegt bei 10.3 [56] und spricht fiir eine erhdhte Zuginglichkeit

der SB fiir Protonen aus dem Medium im Vergleich zum PR (wt) Protein.

Die Retinalkonfiguration von PR im spektroskopischen Grundzustand ist eine Mischung aus
all-trans, 13-cis und zu geringen Teilen vermutlich 9-cis Retinal. Das thermodynamische
Gleichgewicht zwischen diesen Isomeren ist abhingig von der Anwesenheit einer
Hintergrundbeleuchtung. Das Retinalisomerenverhéltnis von dunkeladaptiertem PR liegt bei
1:5 13-cis/all-trans-Retinal, bei lichtadaptiertem PR ist ein Verhéltnis von 2:3 zu beobachten.
Dieses Ergebnis entspricht dem 13-cis/all-trans Retinalverhéltnis von sRII mit 1:4 bei dunkel-
und 1:1 bei lichtadaptierten Proben [154]. Das Isomerenverhéltnisses von PR ist nicht
abhingig von der Temperatur zwischen 0 und 40°C, in Analogie zu bR, bei dem eine
exponentielle Temperaturabhéngigkeit erst iiber 40 °C zu detektieren ist. Hingegen besitzt bR
ein umgekehrtes Verhéltnis von 66-67 % 13 cis und 23-24 % all-trans Retinal in dunkel- und
mehr als 98.5 % all-trans Retinal in lichtadaptierten Proben [99].

Sowohl licht- als auch dunkeladaptiertes PR besitzt ein Absorptionsmaximum bei 520 nm (fiir
DOPC-Lipid rekonstituierte Proben bei pH 8), wobei lichtadaptiertes PR einen etwa 10 %
kleineren Extinktionkoeffizienten aufweist. Diese Beobachtung ist unterschiedlich im
Vergleich zu bR, bei welchem das Absorptionsmaximum von lichtadaptiertem Protein um
10 nm von 568 nm (Lichtadaptiert) nach 558 nm (Dunkeladaptiert) verschoben ist und
dunkeladaptieres bR einen deutlich geringeren molaren Extinktionskoeffizienten aufweist
[97]. PR verhilt sich, wie die bR D96E Mutanten [100] und ein Primérsequenzvergleich von
bR und PR zeigt, dass die homologe Aminosédure zu bR D96 ein E108 ist. Vermutlich ist der

langere Carbonsiurerest des Glutamats an Position 96 in bR D96E bzw. an Position 108 in PR
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mitverantwortlich fiir die Lage des Gleichgewichts der Retinalisomere im spektroskopischen

Grundzustand.

Der molare Exinktionkoeffizient der a-Bande des Retinalchromophors von PR liegt bei
44.000 M cm™ und ist vergleichbar mit €y, von hR [155] und 30 % kleiner als g, von bR
[84]. Eine Zusammenfassung der molaren Extinktionskoeffizienten verschiedener Rhodopsine

ist in Tab. 10 zum Vergleich aufgelistet.

Protein (Amax) Amax iN Mt cm™ Literatur
PR (518 nm) 44.000 diese Arbeit
bR (570 nm) 63.000 [84]
hR (588 nm) 48.000 [155]
sRI (587 nm) 54.000 [156]
sRII (488 nm) 48.000 [154]

NpsRII (500 nm) 38.500 [106]

Tab. 10: Molare Extinktionskoeffizienten der a-Bande des Retinalchromophors verschiedener Rhodopsine bei

neutralem pH.

PR durchlduft nach Absorption eines Photons eine charakteristische Photoreaktion an deren
Ende wieder der spektrosktropische Grundzustand besetzt wird. Dieser Photozyklus konnte
erstmals von Lozier et al. im Falle des archaebakteriellen bR anhand von irreversiblen
Folgereaktionen beschrieben werden [84]. Zur Unterscheidung der einzelnen spektralen
Photointermediate wurde die Nomenklatur K, L, M, N und O anhand ihrer Bildungskinetik
eingefiihrt. Spitere Untersuchungen zeigten, dass der Photozyklus in seiner thermischen
Relaxation nicht nur fiinf, sondern mindestens sechs kinetisch unterscheidbare Intermediate
K, L, M, My, N, O durchlauft. Weil aber nur die fiinf spektralen Spezies bekannt sind, mufite
das einfache Modell von Lozier et al. im Laufe der Zeit durch die Einflihrung von
zusétzlichen Parallel-, Verzweigungs- und Gleichgewichtsreaktionen modifiziert werden
(zusammengefalit in [157]). Hingegen postuliert Chizhov et al. schnelle Quasigleichgewichte
zwischen den spektralen Photointermediaten auf der Basis des sequenziellen
Reaktionsschemas [72].

Der Photozyklus von PR besteht aus sechs kinetisch unterscheidbaren Intermediaten P'-P°,
deren Anordnung unter der Annahme einer systematischen Verlangsamung der Zerfille in der
Sequenz, wie sie auch bei anderen Rhodopsinen postuliert wurde, ein verniinftiges Modell

ergibt [158]. Spektroskopisch werden vier unterschiedliche Chromophorzustinde S'-S*
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beobachtet, welche auf Basis ihrer Bildungskinetik und der Lage des Absorptionsmaximums
den archetypischen Photointermediaten K, M, O und dem Vorldufer des spektroskopischen
Grundzustands PR’ zugeordnet werden konnen.

Im Folgenden werden die spektroskopischen und thermodynamischen Eigenschaften der

einzelnen kinetisch unterscheidbaren Photointermediate diskutiert.

Der kinetische Zustand P! (K-Intermediat)

Die schnellste kinetisch unterscheidbare Zustand P' (ti, = 2 us) entspricht einer einzigen
spektroskopischen Komponente, mit einem bathochrom verschobenen Absorptionsmaximum
bei 555 nm (S,°”°) und besitzt aus diesem Grund eine hohe Ahnlichkeit mit dem K-
Intermediat des bR Photozyklus. Mittels FTIR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass
wihrend der Lebenszeit von S;>>° der 13-cis isomerisierte Retinal-Chromophor stark verdreht
ist [113]. Dies war zu erwarten, da auch das K-Intermediat im bR Photozyklus einen stark

verdrehten Retinalchromophor aufweist. [159] [160].

Der kinetische Zustand P? (K/M-Quasigleichgewicht)

Der darauffolgende kinetische Zustand p? (t12 = 20 ps) beschreibt eine Mischung von zwei
spektroskopisch unterscheidbaren Zustinden Sless (K-ghnlich) und 82405, welche in einem
sehr  schnellen  thermodynamischen  Gleichgewicht  miteinander  stehen.  Das
Absorptionsmaximum von 82405 ist stark zu kurzen Wellenldngen verschoben, vergleichbar
mit dem Mi-Intermediat im bR Photozyklus, wihrend dessen Lebensdauer die SB
deprotoniert vorliegt. Neben dem Sless (K-ghnlichen) und S%0s (M-dhnlichen)
Photointermediaten ist keine Akkumulation eines L-dhnlichen Zustands zu detektieren, wie
dies im Falle des Photozyklus von bR beobachtet wird.

Die Abwesenheit eines akkumulierten L-Intermediats im PR-Photozyklus kann mehrere
Griinde haben. In PR ist der pKs des primédren Protonenakzeptors PR D97 bereits im
spektroskopischen Grundzustand sehr hoch (pKs = 7.7). Aus diesem Grund es wére denkbar,
dass es keiner starken Erniedrigung des pKs des Protons an der SB durch grdssere strukturelle
Anderungen des Proteingeriistes bedarf, um die Ubertragung dieses Protons auf PR D97
energetisch zu begiinstigen.

Strukturelle Informationen der Photozyklusreaktion von bR zeigten, dass mit der Bildung des

K-Intermediates eine Reorganisation des proteininternen Wassernetzwerks einhergeht, wobei
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Wasserstoftbriicken gebrochen werden, welche insbesondere Helix C im spektroskopischen
Grundzustand stabilisieren [54]. Dies filihrt zu einer drastischen Deformation von Helix C in
Richtung der SB bei Ubergang von K zu L [161] und zu einer Affinititserhéhung des SB-
Protons zum priméren Protonenakzeptor bR D85 wobei der pKs der SB von initial pKs > 13
auf pKs < 5 in M; sinkt [162] [163]. Im Falle von PR kdnnten kleinere Verdnderungen der
Proteinstruktur wie z.B. Bewegung einer Aminosdureseitenkette ausreichend sein, um den
Protonentransfer von der SB auf PR D97 energetisch zu begiinstigen, wobei keine
Akkumulation eines L-dhnlichen Intermediats stattfindet.

Eine weitere Erkldrung fiir die Abwesenheit eines akkumulierten L-Intermediats im PR
Photozyklus wire, dass die strukturellen Anderungen von Helix C, die in bR zum L-
Intermediat fiihren, langsamer sind als die Bildung von M. In L wird die deformierte Helix C
vorwiegend tiber elektrostatische Wechselwirkungen stabilisiert. Wird das Proton von der SB
auf bR D85 iibertragen, werden diese Wechselwirkungen gebrochen und Helix C bewegt sich
weg von der deprotonierten SB. Da der Protonentransfer an sich eine sehr schnelle Reaktion
darstellt, wire in diesem Fall fiir PR die Reorientierung von Helix C schneller als deren
Deformation, wobei kein L-dhnliches Intermediat akkumuliert.

Das quasistationire Gleichgewicht zwischen S'sss (K) und S5 (M) ist temperaturabhingig,
wobei der Anteil an S*s (M) mit steigenden Temperaturen zunimmt. Die Verschiebung des
Gleichgewichts in Richtung von 82405 ist mit einer Abnahme der freien Energie AG" um
5 kJ/mol verbunden, was in der Grossenordnung einer schwachen Wasserstoftbriicke (4 bis
30 kJ/mol) liegt. Dies war zu erwarten, da durch die Deprotonierung der SB und der
Ubertragung des Protons auf PR D97 bei der Bildung von S%s ionische Wechselwirkungen
im  Proteininneren von PR gebrochen  werden, was zu  zusitzlichen
Konformationsfreiheitsgraden der betroffenen Aminosédureresten fiithrt. Aus diesem Grund ist
vermutlich der hohe entropische Anteil in P? mit knapp 100 J/(mol K) fiir die Verschiebung
des Gleichgewichts zwischen Slsss und S%40s in Richtung S%40s und die damit verbundene
Abnahme der freien Energie bei hoheren Temperaturen verantwortlich. Ein &hnliches
Verhalten wurde flir das L/M-Gleichgewicht im kinetischen Photozyklusmodel von bR [72]
beobachtet. Dies ldsst die Vermutung zu, dass die hohere entropische Stabilisierung des M-
Intermediats im Photozyklus von bR und PR, was als eine Art Auflockerung der
Proteinstruktur in Bezug auf den spektroskopischen Grundzustand interpretiert werden kann
[164], die treibende Kraft ist, welche zur Deprotonierung der SB fiihrt. Die
Aktivierungsenergie des L—>M-Ubergangs in bR liegt bei 56 kJ/mol [165], dies ist der gleiche
Wert, der fiir die Aktivierungsenergie des Ubergangs von P' (K-Intermediat) zu P> (K/M-
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Quasigleichgewicht) im PR-Photozyklus berechnet wird mit 56.3 + 2.8 kJ/mol. In diesem Fall
entspricht die Auflosung der Wasserstoftbriicke bei Deprotonierung der SB in PR mit

5 kJ/mol etwa 10% der gesamten Aktivierungsenergie bei Bildung von M.

Die kinetischen Zustiinde P? und P* (K/M/O-Tripelgleichgewicht)

P? zerfillt zu den kinetischen Zustinde P (t12 =0.3 ms) und darauthin zu p* (t12 =1 ms),
welche ein komplexeres Verhalten beschreiben. Die globale Datenanalyse der absoluten
Absorptionsspektren von P* und P* zeigt einen Beitrag von jeweils drei spektroskopisch
unterscheidbaren Zustidnden 81555, S%40s und s? s75. Das Absorptionsmaximum von S35 ist
stark bathochrom verschoben (Am.x = 575 nm) und besitzt aus diesem Grund hohe Ahnlichkeit
mit dem O-Intermediat von bR (Amax = 630 nm). Im Photozyklus von bR ist das Retinal beim
Ubergang von N (Apax = 560 nm) nach O-Intermediat bereits zur all-trans Form reisomerisiert
[166]. Im PR-Photozyklus ist jedoch noch in der ms-Zeitskala eine 13-Cis
Retinalkonfiguration zu detektieren, in welcher S%s;5 bereits akkumuliert ist. Insbesondere die
ausgeprigte positive C=C-Streckschwingung bei 1552 cm™ im FTIR-Differenzspektrum von
PR 1 ms nach Laseranregung [113] ist charakteristisch fiir eine Akkumulation eines N-
dhnlichen Intermediats wie im Falle des bR Photozyklus [167]. Ein &hnliches Verhalten
zeigen die bR-Mutanten L93A/M/T/S in denen die Reisomerisierung des Retinal {iber die
Akkumulation des bathochrom verschobenen O-Intermediats hinaus verzogert ist, aufgrund
eines direkten Einflusses von L93 auf die 13-Methyl Gruppe des Chromophors [168] [169].
Trotzdem wird bei diesen Mutanten von einem O-Intermediat gesprochen, obwohl die
Retinalkonfiguration noch 13-cis ist, eine Zuordnung von s? s75 zum archetypisches O-
Photointermediat auf Basis der visuellen Spektroskopie ist deshalb vorzuziehen, wohingegen
Varo et al. statt eines O ein N-Intermediates postulieren. [170]. In thermodynamischer
Hinsicht ist das O-Intermediat von bR entropisch stabilisiert, was in der Beobachtung zum
Ausdruck kommt, dass das Gleichgewicht zwischen bR N und O mit steigender Temperatur
auf die Seite von O verschoben ist [171]. Ahnliches gilt auch fiir die Temperaturabhingigkeit
von S3575 in P> und P*. Mit steigender Temperatur sinkt die Konzentration an Sl555 (K-
ahnlich) wihrenddessen der Anteil an 82405 (M-ahnlich) und S3575 (O-dhnlich) steigt. Aus den
absoluten Absorptionsspektren des kinetischen Zustand P® kann ein Verhiltnis von
S's55:8%05:S%s7s = 5:5:1 (20 °C) abgeschitzt werden, hingegen ist in P* das Verhiltnis
81555:82405:83575 = 1:3:7 (20°C) , d.h. deutlich in Richtung 83575 verschoben. FEine

Unterscheidung von P* und P* ist in diesem Fall ausschliesslich in Bezug auf Besetzung und
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Temperaturabhéngigkeit der quasistationdren Gleichgewichte dieser spektralen Zustéinde
moglich.

Grundsétzlich kann eine derartige Abhingigkeit mit einem linearen Reaktionsschema oder
einem Reaktionsschema, in dem alle drei Komponenten im thermodynamischen
Gleichgewicht miteinander stehen (Tripelgleichgewicht) beschrieben werden. Da
Tripelgleichgewichte zwischen spektroskopisch unterscheidbaren Intermediaten bereits fiir
den Photozyklus von anderen Rhodopsinen beobachtet wurden [106], werden die
quasistationdren Gleichgewichte in Form eines Tripelgleichgewichts in P’ und P* fiir ein
kinetischen =~ Photozyklusmodel  dargestellt. = Eine  genauere  Datenanalyse  der
Temperaturabhingigkeit der spektroskopisch unterscheidbarer Intermediate in P und P*, wie
dies fiir das Gleichgewicht in P, durchgefiihrt wurde, ist fiir diese zwei kinetischen Zusténde
aufgrund der Komplexitét des Tripelgleichgewichts nicht eindeutig mdglich. Insbesondere die
Extrapolation der relativen Konzentrationen der spektralen Zustinde zu héheren (> 50°C) und
niedrigeren (< 0°C) Temperaturen ist auf Basis der gemessenen Datensidtzen mit hohen
Fehlern behaftet. Auf eine Abschitzung von thermodynamischen Parametern wird aus diesem
Grund verzichtet.

Da die kinetischen Zustinde P* und P* spektroskopisch nicht zu unterscheiden sind verhalten
sie sich wie das Gleichgewicht zwischen M; und M, des bR-Photozyklus. Wohingegen in M,
der pKs der SB noch < 5 ist, liegt er in M, wieder bei > 13, was die Reprotonierungsreaktion
vom priméren Protonenakzeptor bR D96 begiinstigt. Der Ubergang von M; zu M, wird aus
diesem Grund auch als ,,Switch* (Anderung der Zuginglichkeit der SB) auf Basis des IST-
Models bezeichnet [172]. Eine Anderung der Zuginglichkeit der SB ist aus diesem Grund

auch fiir den Ubergang der kinetischen Zustinde P’ zu P* anzunehmen.

Die kinetischen Zustinde P’ und P® (O/PR’-Quasigleichgewicht)

Der kinetisch unterscheidbare Zustand P° (1), = 4 ms) beschreibt ein temperaturabhingiges
Gleichgewicht zwischen dem S? 575 (O-dhnlich) und einem Vorldufer des PR Grundzustandes
S4520, der in P® (t12 = 40 ms) in reiner Form vorliegt. Entsprechende Vorldufer des

spektroskopischen Grundzustands sind bereits fiir die Photozyklen weitere Retinalproteine

beschrieben worden (NphR (Chizhov et al. 2001 [184]) und NpsRII (Chizhov et al. 1998
[106])).
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Zusammengefasst kann ein kinetisches Photozyklusmodel von PR aufgestellt werden, in dem
ausgehend vom spektroskopischen Grundzustand P’ nach Absorption eines Photons das
Protein iiber die sechs kinetisch unterscheidbaren Intermediate P' bis P® zuriick zum
spektroskopischen Grundzustand P° relaxiert. Hierbei durchliuft PR jedoch nur vier
spektroskopisch unterscheidbare Zustdnde 81555, 82405, S3575 und S4520, welche eine hohe
Ahnlichkeit zu den archetypischen Photointermediaten K, M und O sowie einem Vorldufer
des spektroskopischen Grundzustands PR’ aufweisen. Beim Ubergang der kinetischen
Zustinde P;—P,4 sowie P¢—Py ist keine Anderung der spektroskopischen Eigenschaften zu
beobachten, aus diesem Grund werden diese Uberginge als ,silent transitions* des
Photozyklus von PR bezeichnet. Solche ,,silent transitions®, welche auch fiir den Photozyklus
von bR beschrieben sind [72], sind nur kinetisch aufzuldsen und reflektieren die Dynamik des
Proteinriickgrads oder Anderungen von Protonierungszustinde von Gruppen, welche die

chemischen Umgebung der SB nicht beeinflussen.

40 msﬂ \riv
PO
4 ms4 Ps"’ “P1 \2 us
i "
P° P?
R
P4‘(—P31
1 ms\ o 20 us
K:M:0 ~ e K:M:0 ~ x
1:3:7 (20°C) 0.3 ms 10:10:1 (20°C)

Abb. 4.3: Kinetisches Photozyklusmodel von PR.



Diskussion 136

Der Photozyklus von PRV der bei saurem pH zu beobachten ist, wird auch durch sechs
kinetischen Zustinde P’; beschrieben, welche deutlich weniger von der Temperatur
abhingig sind. Ausgehend von einem reinen bathochrom verschobenen Photointermediat mit

einem Absorptionsmaximum von 574 nm (S;”>"*

, K-dhnlich) in P;’ relaxiert das Protein {iber
ein Gleichgewicht zwischen 81’5 7 und einem Vorliufer des PRV Grundzustands (82’547,
PR’) in P;’ und P4’ innerhalb von 40 ms zum spektroskopischen Grundzustand. Da nur zwei
spektroskopisch unterscheidbare Zustinde (K, PR') beobachtet werden konnen, der
Photozyklus von PR " aber sechs kinetisch unterscheidbare Intermediate aufweist sind die
restlichen vier kinetischen Ubergéinge zwischen P’1—P’,, P’3—P’4, P’s5—>P’¢ und P’¢—P’

spektroskopisch nicht zu differenzieren.

Ein kinetisches Photozyklusmodel ist in folgender Abbildung zusammenfasst.

40 ms :
ﬂ PRonet! ‘hv

o
1t \"
PS' PZ'
R
piep?’
0.5 m% 10 us
<

0.1 ms

Abb. 4.4: Kinetisches Photozyklusmodel von PR¥"",
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Sowohl die Anzahl als auch die Werte der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der
Ubergiinge zwischen den kinetischen Zustéinden P; und Pi:; sind pH-unabhingig; dies ist
unerwartet, da sowohl der spektroskopische Grundzustand als auch die transienten
Absorptionsdnderungen und demnach auch die daraus resultierenden absoluten
Absorptionsspektren eine deutliche pH-Wert Abhédngigkeit aufweisen. Der spektroskopische
Grundzustand sowie die absoluten Absorptionsspektren der Photozyklusintermediate sind von
der chemischen Umgebung der SB abhdngig. Aus diesem Grund deutet eine pH-
Unabhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten der Zerfille kinetisch unterscheidbarer

Rv1olett nach

Zustinde darauf hin, dass die Proteindynamik des Photozyklus von PR und P
Absorption eines Photons vergleichbar ist. Diese Beobachtung kann auf der Basis des IST-
Models [172] beschrieben werden, wonach die Retinal-Isomerisierung von all-trans zu 13-cis

zwei kinetisch unabhéngige Prozesse induziert:

1) Strukturelle Anderungen des Proteingeriist:
Die Anderung der Zuginglichkeit des Mediums zur SB (,,Switch*), wobei all-trans
Retinal die Zuginglichkeit der SB zur zytoplasmatischen Seite (CP) und 13-cis
Retinal zur extrazelluldren Seite (EC) begiinstigt.

2) Anderungen der chemischen Umgebung der SB:
Insbesondere die Translokation des Protons von der protonierten SB (SBH") auf einen

Protonenakzeptor bzw. vom Protonendonor auf die deprotonierte SB.

Nach dem IST-Model sind fiir beide Prozesse, die wéhrend des Photozyklus zweimal
durchlaufen werden, seperate Geschwindigkeitskonstanten zu definieren, deren Werte
bestimmen welche Reaktion (Switch oder Translokation) schneller abléuft. Im Gegensatz zum
IST-Model postuliert das ,,LLocal Access*“~-Model, dass die Swich-Reaktion und Translokation
voneinanander abhédngig sind [173].

Der Photozyklus von PR als auch der von PR"**" wird mit sechs kinetisch unterscheidbaren
Intermediaten beschrieben, jedoch ist die Anzahl der spektroskopischen Intermediate deutlich
vom pH-Wert abhingig. Diese Beobachtung spricht dafiir, dass die Anderungen des
Proteingeriists, welche zur Deprotonierung der SB fiihren, egal ob diese wihrend der
thermischen Relaxation des Photozyklus deprotoniert wird oder nicht, schneller und
unabhéngig voneinander ablaufen als die Verdnderung der chemischen Umgebung der SB.
Aus diesem Grund eignet sich das IST-Model, im Gegensatz zum ,,L.ocal Access“-Model, fiir

die Beschreibung des Photozyklus von PR und PR besser.
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Vermutlich beruhen der/die geschwindigkeitsbestimmende(n) Schritt(e) der Photozyklen
beider Spezies entweder  auf  Proteinkonformationsédnderungen oder  auf
Protonierungsénderungen von Gruppen, welche sich nicht in der chemischen Umgebung des
Chromophors befinden. In beiden Fillen sind diese Anderungen nur kinetisch und nicht
spektroskopisch detektierbar. Protonierungs-/Deprotonierungsreaktionen sind in der Regel
sehr schnelle Reaktionen. Aus diesem Grund sind Proteinkonformationséinderungen, welche

violett

sowohl im Photozyklus von PR als auch PR auftreten geschwindigkeitsbestimmend. Ein
Beispiel hierfiir sind Proteinkonformationsédnderungen, welche zur Reisomerisierung des
Chromophors von 13-cis zu all-trans Konfiguration fiithren. In der Tat konnte mittels FTIR-
Spektroskopie von PR gezeigt werden, dass selbst in der ms-Zeitskala, d.h. kurz vor
Relaxation zum spektroskopischen Grundzustand die Retinalkonfiguration noch 13-cis
Isomerisierung aufweist [113].

Die pH-Unabhiéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten ist nicht auf den Photozyklus von
PR beschrédnkt, auch im Falle des NpsRII-Photozyklus sind die kinetischen Konstanten nicht
vom pH abhédngig, obwohl die Titration des spektroskopischen Grundzustand im
beobachteten pH-Bereich eine bathochrome Verschiebung aufweist [106]. Im Falle des bR-
Photozyklus ist eine derartige Datenanalyse der Geschwindigkeitskonstanten erschwert, da
unter den pH-Bedingungen des purpur—blau Ubergangs (pKs = 2.5) irreversible
Proteindenaturierung auftritt. Erste Ergebnisse deuten jedoch auf eine &hnliche pH-
Unabhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten hin (pers. Mitteilung 1. Chizhov,

Medizinische Hochschule Hannover).

Einhergehend mit der Photozyklusreaktion von PR wird eine Ladung iiber die Membran aktiv
transportiert. Der Photostrom von PR ist ein nach Aussen gerichteter Protonenstrom, der bei
PR exprimierenden E.coli wihrend Belichtung mit griinem Licht zu einer Azidifizierung des
umgebenden Mediums fiihrt. Zur weiteren Charakterisierung des Photostroms von PR wurde
das rekonstituierte Protein an planaren Lipiddoppelschichten untersucht. Nach Belichtung der
Membran pumpt PR Protonen in Proteoliposomen. Der lichtinduzierte transiente Strom zeigt
ein biphasische Verhalten mit einer sehr schnellen negativen Komponente, die die
intrazelluldire  Protonenaufnahme als auch proteininterne Ladungsverschiebungen
wiederspiegelt und einer langsameren positiven Amplitude, flir die Abgabe des Protons ins
extrazelluldire Medium. Vice versa in bR, bei dem die Protonenabgabe schneller ist als die

Aufnahme und somit kein biphasischer transienter Strom zu detektieren ist.
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Der stationédre Photostrom von PR ist in seiner Amplitude vergleichbar mit Photostrémen von
bR und kann mit zusétzlichem blauen Licht verringert werden. Dieser Blaulichteffekt ist fiir
bR detailliert beschrieben und bestitigt die Akkumulation eines photoaktiven blau-
absorbierenden Intermediats (M-Intermediat) [116]. In M ist das Retinal in 13-cis
Konfiguration und kann durch Absorption eines blauen Photons zur all-trans Form
reisomerisieren. Wéhrend dieser sehr schnellen Photoreaktion dndert sich die Zugéinglichkeit

JI-t i
IS nur von Aussen und nicht

der deprotonierten SB nicht. Unter diesen Umstédnden kann M
vom primdren Protonendonor bR D96 bzw. PR E108 reprotoniert werden, wobei kein
Nettostrom stattfindet.

Wihrenddessen PR bei neutralem und alkalischem pH Protonen von Innen nach Aussen
pumpt, ist bei saurem pH eine Umkehrung des Protonenstroms an planaren
Lipiddoppelschichten zu beobachten.

Eine Inversion des Photostroms von Retinalproteinen ist nicht ungewdhnlich, z.B. pumpt die
blaue Spezies von bR, die unter sauren Bedingungen vorliegt (pH < 2.5) Halogenidionen
(Chlorid- oder Bromidionen) nach Aussen wobei ein inverser Ladungstransport gemessen
wird [174]. Unter diesen Bedingungen ist der primédre Protonenakzeptor bR D85 protoniert,
was den Riickschluss zuldsst, dass der Protonierungszustand des primiren Protonenakzeptor
direkten Einfluss auf die Vektorialitit und Art (Protonen oder Halogenidionen) des
Photostroms besitzt. Diese Aussage wird dadurch unterstiitzt, dass bR-Mutanten bei denen der
primire Protonenakzeptor mutiert ist (D85N, D85T sowie D85,96N) sogar in einem
physiologischen pH Bereich von pH 5.5-8 Protonen nach Innen [175] und bei saurem pH
Chloridionen [176] [177] pumpen. Dieser inverse Pumpvorgang verlduft iiber einen 2-
Photonen-Prozess. Bei Absorption eines griinen Photons wird das Proton der SB unter
Bildung eines 13-cis M-Intermediats auf die cytoplasmatische Seite transportieren. Nach
Absorption eines zweiten blauen Photons reisomerisiert der Chromophor zur all-trans Form
und relaxiert zum Grundzustand, wobei die deprotonierte SB von der extrazelluldren Seite
reprotoniert wird. Konsequenterweise fiihrt die Anregung mit weissem Licht (A > 360 nm) zu
einem inversen Protonentransport. Der aktive inverse Transport von Ladung iiber einen 2
Photonen-Prozess ist neben bR auch fiir weitere Retinalproteine beschrieben hR [178] und
sRI [143] (Zusammengefasst in [172]).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter sauren pH-Bedingungen eine

Rviolett

violett absorbierende Spezies P vorliegt, bei welcher der primére Protonenakzeptor PR

D97 protoniert ist. Die Inversion des Protonenstroms von PR"" ist deshalb direkt auf den
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Protonierungszustand von PR D97 zuriickzufiihren, vergleichbar mit der aziden Spezies von
Bakteriorhodopsin (bR™").

Im Photozyklus von PRY" kann keine Akkumulation eines M-dhnlichen Intermediats
detektiert werden, deswegen findet keine Verringerung des inversen, einwirtsgerichtete
Photostrom mit zusédtzlichem blauen Licht statt. Es stellt sich die Frage wie die

violett - o hne spektroskopische Hinweise auf ein M-dhnliches

Protonentranslokation von PR
Intermediat mit deprotonierter SB stattfinden kann. Ohne Zweifel verlduft eine
Protonentranslokation in Retinalproteinen iiber eine Deprotonierung der SB. Falls jedoch die
Reprotonierung der SB vom primiren Protonendonor E108 unter sauren Bedingungen ein
schnellerer Prozess ist im Vergleich zur Deprotonierung, konnte sie weder bei ,,single-
turnover* Experimenten (Laserblitzphotolyse) als auch bei ,,steady-state“-Messungen (BLM)
detektiert werden. In der Tat ist z.B. die Reprotonierung des priméren Protonendonors PR
E108 bei saurem pH so schnell, dass die Deprotonierung dieser Aminosdure nicht mittels
zeitaufgeloster FTIR-Spektroskopie detektiert werden kann. Eine dhnliche pH-abhingige
Kinetik konnte fiir den primiren Protonendonor D96 im Photozyklus von bR beobachtet
werden [179].

Ein unterschiedliches Verhiltnis der kinetischen Konstanten fiir die Protonierungs- und

RV Jst nicht unwahrscheinlich, da die

Deprotonierungreaktion der SB von PR und P
Protonentransferreaktionen nicht mit Verdnderung der Zuginglichkeit der SB gekoppelt ist
(IST-Model).

Im Falle von PR induziert die Retinal-Isomerisierung (I*) zuerst die Translokation des
Protons auf die EC-Seite des Proteins (T), danach wird die Zugénglichkeit der SB in Richtung
des CP erhoht (S1) woraufhin die deprotonierte SB reprotoniert wird. Nach Reisomerisierung
des Retinals (I) relaxiert PR zuriick zum spektroskopischen Grundzustand (S2).

In PRV jst die Erhdhung der Zuginglichkeit zur CP-Proteinseite (S1) nach Retinal-
Isomerisierung schneller als der Transfer des Protons weg von der SB. Um einen vektoriellen
Transport in Richtung CP-Seite zu gewéhrleisten induziert die Reisomerisierung des Retinals
eine hoherer Zuginglichkeit der SB zur EC-Seite (S2) bevor im letzten Schritt die SB
reprotoniert wird.

Die auswirtsgerichtete Pumprichtung von PR kann durch die Absorption eines zweiten
griinen Photons verstirkt werden, wahrscheinlich durch die Beschleunigung des O'****-
Zerfalls zum spektroskopischen Grundzustand. Diese Interpretation unterstiitzt die Aussage,
dass die Konformationsédnderungen, welche zur Reisomerisierung des Retinals fiihren im PR-

Photozyklus den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellen. In diesem Fall wird durch
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die Absorption eines zweiten Photons der Transportzyklus beschleunigt, indem ein
vorgelagertes Gleichgewicht auf die Seite des Produkts verschoben wird. Am
Wahrscheinlichsten hierfiir ist ein Mgc-Mcp-Gleichgewicht, bei dem sich die Zugdnglichkeit
der SB zur extrazelluliren (EC) und cytoplasmatischen (CP) Seite andert (,,Switch®-
Reaktion).

Hingegen kann der inverse Photostrom von PR

nicht durch Absorption eines zweiten
Photons verstérkt werden.
Zusammengefasst kann fiir PR und PR"**" folgendes Translokationsmodel auf der Grundlage

des IST-Hypothese aufgestellt werden.

b PRvioIeit { h\j )

13-cis
all-trans K

%2. hv } H'ee H'_:_c&
M '-""r""j'-' EC

13-cis U
EC

S1

Abb. 4.5: Photozyklusmodel der Protonentranslokation von PR (a) und PR"" (b) auf Basis der IST-Hypothese
[172] mit (I*) Isomerisierung, (I) Reisomerisierung, (T) Translokation, S1/S2 Switchreaktion. Die photoaktiven
Intermediate M'>“*;c und 0" des PR-Photozyklus relaxieren durch die Absorption eines zweiten Photons
blauer bzw. griiner Wellenldnge zum spektroskopischen Grundzustand zuriick, wobei das 13-cis Retinal zur all-
trans Form reisomerisiert. Die spektroskopisch nicht detektierbaren Photointermediate M und O des PRV

Photozyklus sind grau unterlegt. EC: Extrazellulédr, CP: Cytoplasmatisch.

Die zeitliche Abfolge der Translokation des Protons in den Extrazelluldirraum bzw. die
Aufnahme aus dem Intrazelluldrraum von PR unterscheidet sich von der Transportkinetik von
bR bei physiologischem pH. Wohingegen bei bR zusammen mit dem Ubergang von L—>M
ein Proton iiber zwei auf der extrazelluldren Oberfldche lokalisierten Glutaminséuren des
Protonenabgabekomplex E204 [180] [181] und E194 [182] in den Extrazelluldrraum
abgegeben wird, kann bei PR, wo kein L-&hnliches Photointermediat akkumuliert, die
Protonenabgabe ins Medium erst im letzten Schritt des Photozyklus bei Ubergang von M zu
O detektiert werden. Da die Aminoséduren des Protonenabgabekomplexes in PR anhand des

Primérsequenzvergleichs nicht konserviert sind, ist die Protonenaufnahme von PR schneller



Diskussion 142

als die Abgabe, was zu einer transienten Alkalisierung des Mediums fiihrt. Dementsprechend
zeigt bR mit mutiertem Protonenabgabekomplex E194Q und E204Q [183] [182] eine mit PR
vergleichbare Abfolge der Protonentranslokation.

Im Photozyklus von bR ist die Reprotonierung der SB durch den priméren Protonendonor bR
D96 (M—N) und die darauffolgende Reprotonierung dieses Restes (N—O) spektroskopisch
unterscheidbar ist, hingegen konnte im Rahmen dieser Arbeit fiir PR ein direkter Ubergang
von M nach O detektiert werden. In diesem Fall sind die Protonierungsreaktionen des
primdren Prototonendonor PR E108 im visuellen Spektralbereich nur kinetisch und nicht
spektroskopisch unterscheidbar. Eine Differenzierung der Protonierungszustinde von PR
E108 ist jedoch mittels FTIR-Spektroskopie moglich und bestitigt eine Akkumulation von
deprotoniertem PR E108 in der ms-Zeitskala [113] wie im Falle von bR D96 [110]. Im letzten
Schritt der Protonentranslokation von PR wird das Proton von PR D97 in den
Extrazelluldrraum abgegeben und der Retinalchromophor reisomerisiert zuriick zur all-trans

Form.

Extrazelluldr

83574(0) - 54521 ( P R')

8'sss(K) = S74s(M,)

S%us(M,) > §°,,(0)
P3

SZ4US(M2) - 83574(0)
P4

Intrazellular

Abb. 4.6: Model der Protonentranslokation von bR (links) (modifiziert nach [184]) und PR (rechts).

PR ist eine auswirts- und einwértsgerichtete lichtgetriebene Protonenpumpe. Der
Protonierungszustand von D97 ist verantwortlich fiir dieses bifunktionelle Verhalten. PR D97
dient als primirer Akzeptor des Protons von der SB unter neutralen und alkalischen
Bedingungen. Unter sauren Bedingungen ist D97 protoniert (pKs 7.68) was zu einer

charakteristischen bathochromen Verschiebung des Absorptionsmaximum fithrt (PRY*")
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unter diesen Bedingungen pumpt das Protein Protonen nach Innen. Im Falle von PR kann der
Effekt des Protonierungszustandes des primdren Protonenakzeptors auf die Vektorialitdt des
Protonentransports unter weniger extremen und mehr physiologischen Bedingungen
(Meerwasser  besitzt einen pH-Wert von etwa 8) untersucht werde. Die
Lichtintensitdtsabhéngigkeit der Protonenpumpe deutet darauf hin, dass der Pumpzyklus von
PR ¢in Ein-Photonen-Prozess ist. Bei neutralem und alkalischem pH hingegen fiihrt die
aufeinanderfolgende Absorption von zwei Photonen zu einer Beschleunigung des
auswértsgerichteten Protonentransports.

Die Wechselzahl (,,katalytischer ,,Turnover®) des Photozyklus von PR liegt bei 40 ms und ist
um eine Grossenordnung héher im Vergleich zu der Protonenpumpe bR mit 3.5 ms [72], aber
vergleichbar mit dem Wert, welcher fiir die Chloridpumpe NphR mit 20 ms [185] beobachtet
wird. Beide Proteine, sowohl bR als auch NphR, sind in der Zelle fiir die effiziente
lichtgetriebene Energiekonversion verantwortlich und besitzen aus diesem Grund eine
schnellen katalytischen ,,Turnover“. Da die Wechselzahl des PR-Photozyklus um mehr als
eine Grossenordnung geringer ist als bei dem photophoben sensorischen Rhodopsin NpsRII
mit 1.2 sec [106] kann angenommen werden, dass es sich bei PR auch um eine
Energielieferanten in der Zelle handelt, der den Protonengradienten fiir die ATP-Synthese von
phototrophen Marinebakterien erzeugt und aufrechterhélt. Es ist deshalb zu vermuten, dass
die beobachtete pH-abhingige Inversion der Pumprichtung und der Zwei-Photonen-Prozess
eine breitere Regulation des Membranpotentials ermdglicht. Der pH-abhéngige vektorielle
Protonentransport von PR konnte demnach einen physiologisch bedeutenden Mechanismus
zur Membranpotentialregulation phototropher Marinebakterien darstellen, welcher neben der

Photosynthesereaktion ein global signifikanter mikrobiologischer Prozess ist [15] [16].
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine generelle Vorgehensweise zur funktionellen in vitro
Expression von integralen Membranproteinen in eine artifizielle hydrophobe Umgebung
beschrieben. Hierzu wurden fiinf Membranproteine: die archaebakteriellen 7-TM-Helix
Rezeptoren bR, NphR und NpsRII, das eubakterielle PR und der GPCR hGlyRa1, untersucht.
Die =zellfreie Biosynthese der Membranproteine erfolgte unter vorher optimierten
Reaktionsbedingungen in einem gekoppelten Transkriptions-/Translationssystem bestehen aus
E.coli Zell-Lysaten und T7-RNA-Polymerase. Die Analyse der '*C-Leucin markierten
Syntheseprodukte mittels SDS-PAGE zeigte, dall alle untersuchten Proteine zellfrei
exprimiert werden konnten. Die Insertion der Proteine in eine artifizielle hydrophobe
Umgebung bestehen aus unterschiedlichen Detergenzien oder Lipiden wurde mittels eines
proteolytischen Abbauassays von Protease-zuginglichen Loop-Bereichen untersucht.

Hierbei konnte gezeigt werden, dall bR, und zu einem geringeren Anteil NpsRII und PR in
SUVs bestehend aus Phospholipiden, die unter den Reaktionsbedingungen der Loa-Phase
vorliegen, insertiert. Fiir NphR und hGlyRal fiihrte der Zusatz von Phospholipiden zu keiner
Stabilisierung der Proteine.

Die Funktionalititsanalyse des zellfrei dargestellten bR (bR') erfolgte direkt mit den
Reaktionsansitzen mittels zeitaufgeloster Laserblitzabsorptionsspektroskopie und Ladungs-
transportmessungen an planaren Lipiddoppelschichten. bR besitzt einen Photozyklus,
welcher eine hohe Ahnlichkeit zum Photozyklus von nativem bR in ,,cell envelope“-Vesikeln
aus H.salinarum aufweist. Die Ausbeute von bR konnte spektroskopisch auf 20 pg/ml
Reaktionsvolumen abgeschitzt werden. Dies ist vergleichbar mit der Ausbeute, die bei der
Isolierung von bR aus der Purpurmembran von H.salinarum erzielt wird. Der Photozyklus
von bR® zeigt ein verlangsamten Zerfall des M-Intermediats in Bezug zu bR in der
Purpurmembran, aber vergleichbar mit polarisierten ,,cell envelope vesicles* aus H.salinarum.
Nach Belichtung pumpt bR aktiv Protonen in Liposomen mit einer Amplitude von bis zu
1 nA/em’.

Es konnte gezeigt werden, dafl die funktionelle in vitro Expression von Membranproteinen
gekoppelt mit der sensitiven Laserblitzphotolyse und BLM-Technik eine geeignete Methode
darstellt die Genprodukte direkt zu charakterisieren. Dieser Ansatz zeigt eine Alternative zu

quantitativ-orientierten zelluldren Expressions- und Reinigungsmethoden auf.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte das eubakterielle PR unter Anwendung der heterologen
in vivo Expression in E.coli Zellen funktionel dargestellt und in reiner Form in einer Ausbeute
von bis zu 9 mg/l isoliert werden. PR besitzt eine pH-abhingige Spektralverschiebung
(PR—>PR"*") mit einem ungewdhnlich hohen pKs von 7.6, was auf den
Protonierungszustand des primiren Protonenakzeptors D97 zuriickgefiihrt werden kann. Nach
Belichtung durchliuft sowohl PR als auch PRV einen Photozyklus, wobei Protonen aktiv
gepumpt werden. Der hohe pKs-Wert der PR—>PR"°" Titration ermdglichte die detaillierte
kinetische und thermodynamische Analyse beider Photozyklusreaktionen unter weniger
extremen Bedingungen und erlaubte die Aufstellung eines kinetischen Photozyklusmodel fiir
beide Spezies. Der Photozyklus von PR besitzt hohe Ahnlichkeiten zu dem anderer
Retinalproteine. Die thermische Relaxation verlduft iiber die Akkumulation archetypischer
Photointermediate darunter die spektroskopisch unterscheidbaren K-, M- und O-Intermediate.
Im Photozyklus von PR kann keine Akkumulation eines M-Intermediats beobachtet
werden, da die deprotonierte SB vermutlich in einem sehr schnellen Prozess reprotoniert wird.
In kinetischer Hinsicht ist die thermische Relaxation beider Photozyklen jedoch miteinander
vergleichbar, wobei die strukturellen Anderungen des Proteinriickrats, welche zur
Reisomerisierung  des  Retinals von  13-cis zu  all-trans  fiihren  den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Photozyklus von PR darstellen.

Zusammengefasst ldsst dies den Riickschluss zu, dass die Proteindynamik unabhéngig von der
chemischen Umgebung der SB ist. Diese Beobachtung bestétigt die IST-Hypothese fiir
Retinalproteine, welche postuliert, dass die Retinalisomerisierung kinetisch unabhingige
Prozesse induziert.

Mittels lichtinduzierten Ladungstransportmessungen an planaren Lipiddoppelschichten
konnte gezeigt werde, dass PR Protonen iiber einen Zwei-Photonen-Mechanismus gegen den

elektrochemischen H'-Gradienten nach Aussen pumpt, wohingegen PR"'"

nach Absorption
von nur einem Photon Protonen in die entgegengesetzte Richtung nach Innen pumpt. Auf
Basis der IST-Hypothese konnte ein Photozyklusmodel der Protonentranslokation aufgestellt

werden, welches mit dem anderer Retinalproteine vergleichbar ist.
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7 Anhang

Nukleotidsequenzen der verwendeten Gene

PET27b(+) PR-HSV-His via
1 catatgaaat
51 tgctgcaggt
101 tttggttagt
151 gaaagagata
201 tcttgttact
251 ggattgaaac
301 ctaacagttc
351 aactaatgtt
401 ttatgcttgt
451 cctgcattca
501 atgggctgga
551 aatcagctta
601 tatcctgtag
651 tcttaactta
701 tatttggttt
751 ctcgagatca
801 ggatgtcgag

PET27b (+) PR-StrepII via
1 catatgaaat
51 tgctgcaggt
101 tttggttagt
151 gaaagagata
201 tcttgttact
251 ggattgaaac
301 ctaacagttc
351 aactaatgtt
401 ttatgcttgt
451 cctgcattca
501 atgggctgga
551 aatcagctta
601 tatcctgtag
651 tcttaactta
701 tatttggttt
751 ctcgagatca
801 ggatgtcgag

NdeI/XhoI

tattactgat
ggtggtgacc
tactgctgcet
gagtttctgce
ggtattgctt
tggtgattcg
ctctattaat
gctggatcat
gtttggttac
ttattgggtg
gaaggaaaat
caacacaatg
gttatttcac
aaccttatct
aattatatgg
aacgggctag
caccaccacc

NdeI/NheI

tattactgat
ggtggtgacc
tactgctgct
gagtttctgc
ggtattgctt
tggtgattcg
ctctattaat
gctggatcat
gtttggttac
ttattgggtg
gaaggaaaat
caacacaatg
gttatttcac
aaccttatct
aattatatgg
aacgggctag
tggagccacc

attaggtagt
ttgatgctag
ttattagcat
aaaatggaaa
tctggcatta
ccaactgtat
atgtgaattc
tatttaagaa
atgggtgaag
tttagcttgg
ctgcatgtaa
atgtatatta
aggttacctg
ataaccttgc
aatgttgctg
ccagccagaa
accaccactg

attaggtagt
ttgatgctag
ttattagcat
aaaatggaaa
tctggcatta
ccaactgtat
atgtgaattc
tatttaagaa
atgggtgaag
tttagcttgg
ctgcatgtaa
atgtatatta
aggttacctg
ataaccttgce
aatgttgctg
ccagccagaa
cgcagttcga

gttattgcac
tgattacact
ctactgtatt
acatcattaa
catgtacatg
ttagatacat
tacttaattc
attactagtt
caggaatcat
gtatacatga
tactgcaagt
tcatctttgg
atgggtgacg
tgactttgtt
ttaaagaatc
ctcgcecececgg
a

gttattgcac
tgattacact
ctactgtatt
acatcattaa
catgtacatg
ttagatacat
tacttaattc
attactagtt
caggaatcat
gtatacatga
tactgcaagt
tcatctttgg
atgggtgacg
tgactttgtt
ttaaagaatc
ctcgecceceecgg
aaaatgaatt

ttcctacatt
ggtgtttctt
tttctttgtt
ctgtatctgg
agaggggtat
tgattggtta
ttgccgctge
ggttctcttg
ggctgcatgg
tttatgaatt
cctgectgtgce
ttgggcgatt
gtggatcagc
aacaagattc
ttctaatgct
aagaccccga

ttcctacatt
ggtgtttctt
tttctttgtt
ctgtatctgg
agaggggtat
tgattggtta
ttgccgcetge
ggttctcttg
ggctgcatgg
tttatgaatt
cctgctgtge
ttgggcgatt
gtggatcagc
aacaagattc
ttctaatgct
aagaccccga

cg
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pET27bmod ChopI-His via NcoI/HindIII

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001

PET27b (+) PRLeader-ChopI-His via NdeI/PstI/XhoI

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901

ccatggcccg tcgtcecctggt
cagccggtag tgccggcgcce
gctacacaag acggccctga
gttatttcag acatcctaca
tcccaaacaa tggccaatgt
acgaacgcag aaaaattagc
cctttcagca ttgtgcttga
cttgtggttg ggaggaaatc
atcattgaat attttcatga
caacggcaac aagacggttt
gcccagtgat tttaatccac
tataataaac gtactatggg
ctggggtaca acagctgctt
ttttaatggg cttgtgttat
gtttacattg aagcatatca
ggtgcgttat ttagcctggt
ttcttttttt gcttggccca
tctgccattg cacatgcaat
aatgatgggt cattttttac
ataagcttgc ggccgcactc
gccccggaag accccgagga

catatgaaat tattactgat
tgctgcagtt tgtatcccaa
ttaaatcaaa cggtacgaac
tggatcactt tcgccctttce
gacctggaaa tctacttgtg
agatgattaa attcatcatt
gtcatttact cttccaacgg
atggttactt acttgcccag
gcttggcaaa cgactataat
attggtacta tcgtctgggg
gcgtgtgatc ttctttttaa
tcaacgccge aaaggtttac
atttgccgtg atttggtgceg
ggctatgttc cctgttcttt
ttaatcagtt taattctgcc
aaaaatgcat ggtcaatgat
acatattctt ttgtataagc
gccagccaga actcgccccg
caccaccact ga

tgttagctct
agtaccggta
ttacgtcttt
ccttagaaaa
ttctgeccttyg
cgccaacatt
tgttttacgg
tatgtagcca
gtttgatgaa
ggcttcgtta
ttgtccaatt
ccttttagtt
tgtccaaggg
ggtatttata
cacggttccc
tgtatttttg
gagggcttcg
cttagacttg
gtgttaaaat
gagatcaaac
tgtcgagcac

attaggtagt
acaatggcca
gcagaaaaat
agcattgtgce
gttgggagga
gaatattttc
caacaagacg
tgattttaat
aaacgtacta
tacaacagct
tgggcttgtg
attgaagcat
ttatttagcc
ttttgcttgg
attgcacatg
gggtcatttt
ttgcggccge
gaagaccccg

tgcattggca
gtgatgctac
caccgtgceccce
taatggctct
cctggcttaa
ttacaatgga
ctaccagacc
cgattgagat
cctgcagtca
cgccgaatgg
taaccggctt
tcagatattg
ttatgtgcgt
cttttttcaa
aagggtattt
ctcttgggcect
gtcacattaa
gcatcaaaaa
ccatgaacat
gggctagcca
caccaccacc

gttattgcac
atgtttctgce
tagccgccaa
ttgatgtttt
aatctatgta
atgagtttga
gtttggcttc
ccacttgtcc
tgggcctttt
gctttgtcca
ttatggtatt
atcacacggt
tggttgtatt
cccagagggc
caatcttaga
ttacgtgtta
actcgagatc
aggatgtcga

gtcgctcttg
cgtacctgtg
atgaacgtat
gtaatttgta
atcaaacggt
tcactttcge
tggaaatcta
gattaaattc
tttactcttc
ttacttactt
ggcaaacgac
gtactatcgt
gtgatcttct
cgccgcaaag
gccgtgattt
atgttccctg
tcagtttaat
atgcatggtc
attcttttgt
gccagaactc
accactga

ttcctacatt
cttgcectggce
cattttacaa
acggctacca
gccacgattg
tgaacccgca
gttacgccga
aatttaaccg
agtttcagat
agggttatgt
tatacttttt
tcccaagggt
tttgctcttyg
ttcggtcaca
cttggcatca
aaatccatga
aaacgggcta
gcaccaccac
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pET27bmod NopI-His via NdeI/EcoRI

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901

pET27bmod PR-Leader-NopI-His via NdeI/PstI/Nhel

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

catatgatcc atccagagca
caccacatcc agccatgtgce
caacagagta tcaaaccctt
accttcgecce tcatggtgcet
gaacgtgccg acctcaaagc
ccgtcecgttge ctcecgetcetceg
accttcaact gtgacaccgc
ctcacaccag gtgtgtcgcc
ccttgaccac gccgetgttg
gatggcgctc acacgctgat
gtgcggcctg ttcgcggcge
ggggatggta caccattgga
gtggcgcttc atggcagcag
gaggctattt accggtttgg
atcccattat ttggggaatc
accgagatct tgatttacac
tggtttctgg ttgttgttga
acctccctgg ctactggtct
atcggcgagg aggatcccca

catatgaaat tattactgat
tgctgcaggc caccgcactc
cgtcgggcat ctttgccctce
ctgttccacg tcatcacaac
cttcgccatg gccacgggcec
gggaccacca taagcacgtg
gtgttctggg gccgctacgt
gctggagctg tgcctgcectgg
cgattgtggc ggacgtgatt
ggagagggag gaaatacggc
tttctegtac ctcttcgtca
ctgttacagc caagggacgt
gtgtttgcgce tgttgctgtg
cggtggtgct cgcagaacga
ttctcgactt gctcgccaag
catcgggcta tgcccgagac
tggccttgct actgagggta
accagcacca ccaccaccac

PET27b (+) bom-His via NcoI/HindIII

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

catggcccag
cggcgctaat
gtctcggacc
agccatcgcg
caatggtacc
gctgactggce
cgttgacgcg
tcatgatcgg
cgcttegtgt
cgtgctgttce
tcgcatccac
gcgtatcccg
gctgaacatc
tcggcttcgg
gaagcgcecgg
ccaccaccac
acgggctagc
accaccacca

atcaccggac
gggactcggg
cagatgcaaa
ttcacgatgt
gttcggtggg
tgttcaccac
gatcagggaa

gaccggcctg
ggtgggcgat
ttcgggttca
gttcaaagta
tcgtgtggct
gagacgctgc
gctcatcctc
agccgteccgce
caccaccact
cagccagaac
ccaccactga

agtcgccgac
cgggaccagt
ggcgaaacag
ctcgtecggge
gtctgttcca
tacttcgcca
ttgggaccac
aggtgttctg
ctgctggagce
ggcgattgtg
tgggagaggg
tgtttctecgt
gactgttaca
ctgtgtttgce
gccggtggatg
cgttctcgac
gccatcgggc
catggccttg
caaccagcac

attaggtagt
tatgggtgac
ctgtcgtgga
gctcatcacc
acgccaccac
cccgacacct
cgactgggcc
ccggegttga
atggtgctgt
gcagaagtgg
tctggcatgt
ggtgtctcga
gactgcgtat
atgtcgatac
ccecgtetttg
caatattgac
gaatccgcat
cactga

gtccggagtg
acgctctatt
gaaattctac
acctctcgat
gagcagaacc
gccgcectgttg
cgatccttge
gtcggcgcac
cagcaccgca
cctcgaaggce
ctgcgtaacg
gatcggcagce
tgttcatggt
ctgcgcagtc
cggcgacggce
aataaagctt
tcgcceccecgga

atgcttcggce
cccgaccgtg
gccaccgcac
atctttgccc
cgtcatcaca
tggccacggg
cataagcacg
gggccgctac
tgtgcctgcet
gcggacgtga
aggaaatacg
acctcttcgt
gccaagggac
gctgttgcectg
ctcgcagaac
ttgctcgcecca
tatgcccgag
ctactgaggg
caccaccacc

gttattgcac
cttcgececte
acgtgccgac
gtcgttgcct
cttcaactgt
cacaccaggt
ttgaccacgc
tggcgctcac
gcggcctgtt
ggatggtaca
ggcgcttcat
ggctatttac
cccattattt
cgagatcttg
gtttctggtt
ctccectggcet

cggcgaggag

gatctggcta
tcctcecgtgaa
gccatcacga
gctgctgggg
ccatctactg
ttgttagacc
gctcgtcggt
tgacgaaggt
gcgatgctgt
cgaaagcatg
ttaccgttgt
gaaggtgcgg
gcttgacgtg
gtgcgatctt
gcggccgega
gcggccgcac
agaccccgag

ccaccacatc
gtccctaccc
tctatgggtg
tcctgtegtg
acgctcatca
ccacgccacce
tgcccgacac

gtcgactggg
ggccggcegtt
ttatggtgct
gcgcagaagt
catctggcat
gtggtgtctc
tggactgcgt
gaatgtcgat
agcccgtcett
accaatattg
tagaatccgce
accactga

ttcctacatt
atggtgctct
ctcaaagcgt
cgctctcgta
gacaccgctt
gtgtcgccag
cgctgttgct
acgctgatgg
cgcggegcetg
ccattggatg
ggcagcagga
cggtttggcet
ggggaatcgc
atttacaccg
gttgttgagc
actggtctca
gatccccaca

gcgctcggta
agggatgggc
cgctcgtccc
tatggcctca
ggcgcggtac
tcgcgttgcet
gccgacggca
ctactcgtac
acatcctgta
cgccccgagg
gttgtggtcc
gaatcgtgcc
agcgcgaagg
cggcgaagcc
ccagcggatc
tcgagatcaa
gatgtcgagc
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PET27b (+) Nphop-His via NcoI/HindIII

1 catggctgag acattgccac cggtaacgga
51 cggaggtgac ccagagggag ctgttcgagt
101 ctcgccagtt cgctgtatat taatatcgca
151 gcttttcgtg ttcatgacgc gcggactcga
201 tcgccgtttce gacgattttg gtgccggtgg
251 ggccttgcat cggggctcac catcagcgtc
301 cttcgccgag gggtcctecgg tgatgcectcgg
351 tcgtgacgat gtggggccgce tatctgacgt
401 atactgctgg cgcttgggct gcttgcectgge
451 taccgccatc accttcgaca tcgcgatgtg
501 cgctgacgac ctcttcgcac ctgatgcggt
551 tgtgcgtgtt tcctcgtcgt cctctacatce
601 ggacgccaag gctgccggta ctgcggatat
651 tgaccgttgt catgtggctc ggctacccca
701 gagggcatcg ccgttcttcc ggtcggagtc
751 cctcgacatc gtcgcgaagt acatcttcegce
801 tcacgtcgaa cgagagcgtc gtctccggcet
851 gcgtcgggca ctcccgctga cgacggatcce
901 ataagcttgc ggccgcactc gagatcaaac
951 gccccggaag accccgagga tgtcgagcac
PET27b (+) NpsopII-His via NcoI/HindIII
1 catggtggga cttacgaccc tcttttggct
51 tcggcacgct cgcgttcecgeg tgggccggcec
101 cgacggtact acgtgacgct tgtcggcatc
151 ctacgtcgtc atggcgctgg gcgtcggctg
201 ctgtttttgc cccccggtac attgactgga
251 gtctacttce tcgggctget tgcggggcett
301 cgtcatcacg ctcaacaccg tggtcatgct
351 tggtgcccgg tatcgagcgce tacgcgctgt
401 ttcctcggac tggtctacta cctcecgtcggg
451 ccagcggtcc tccggaatca agtcgctgta
501 cggtcatcct ctgggcgatt tatccgttca
551 ggcgtggcgce tgctgacacc gactgtcgac
601 tgacctcgtc acgaaggtcg gattcggctt
651 cgacacttcg ggccgaacac ggcgaatcgce
701 gcgcecctgegg tcgccgacga gaattcgcac
751 ataaagcttg cggccgcact cgagatcaaa
801 cgccccggaa gaccccgagg atgtcgagceca

atcggctgtt
tcgttctcaa
ctggcagggc
cgacccacgg
tctctatcge
ctcgagatgce
cggcgaagag
gggcccttte
tctaacgcca
tgtcaccggce
ggttctggta
ctgctcgtceg
gttcaatacg
tcgtgtgggc
acgtcgtggg
gttcctgcectg
cgatactcga
caccaccacc
gggctagcca
caccaccacc

cggcgcaatc
gtgacgccgg
agtggtatcg
ggttcccgtyg
ttctcacaac

gatagtcggg
cgccggcettce

tcggcatggg
ccgatgaccg
cgtccgcectce
tctggectgcet
gtggcgctta
catcgcactc
tcgectggegt
caccaccacc
cgggctagcc
ccaccaccac

gcgctacagg
cgaccccctce
tgtcgatact
gcgaaactca
gagctacacc
cagccggcca
gtagacggcg
gacaccgatg
cgaagctctt
ctcgcagceccg
cgccatcagt
agtgggcaca
ctgaagctgc
actcggcgtt
gatacagctt
ctcaactacc
cgtgccegtcece
accaccacta
gccagaactc
accactga

ggcatgctcg
aagcggcgag
cagcagtcgc
gccgaacgga
cccgctcecatce
agttcggcat
gccggggcga
ggcggtcgca
aaagtgccag
cgaaacctga
tggaccgeccg
tcgtctacct
gatgctgcgg
cgatactgac
accaccacta
agccagaact
caccactga
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