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1. Einleitung

In jedem Lebewesen und jeder Zelle existieren faszinierende molekulare Netzwerke die
Reize aus der Umwelt empfangen, verarbeiten und schliefdlich eine physiologische
Reaktion ausldsen. Diese Netzwerke, auch Signaltransduktionskaskaden genannt, werden
durch die Wechselwirkung zahlreicher Proteine wie z. B. Enzyme, Kinasen, lonenkanéle
gesteuert.

Am Anfang einer Kaskade steht jedoch immer die Wahrnehmung des Reizes durch einen
Rezeptor. In hdheren Organismen spielen Sieben-Helix-Rezeptoren (GPCR's), die mit
einem guanylnucleotid-bindenden Protein (G-Protein) gekoppelt sind, eine SchlUsselrolle
in unzdhligen sensorischen und hormonellen Signalkaskaden. Es verwundert daher nicht,
dal3 ein Grofeil von Arzneimitteln auf derartige Rezpetoren wirken.

Rhodopsine, die als photoaktive Pigmente in allen Doménen des Lebens (Eukaria,
Archaea, Eubacteria) vorkommen, dienen as Modell fir transmembrane Sieben-Helix-
Rezeptoren. Im Tierreich der Eukaria vermittelt das Rhodopsin (Rho) Uber das G-Protein
Transducin den komplexen Sehprozeld (Wald (1968)). In Archaebakterien stellen die
sensorischen  Rhodopsine (SR's) ebenfalls Photorezeptoren dar, daneben dienen
Bakteriorhodopsin (BR) und Haorhodopsin (HR) as lichtgetriebene lonenpumpen. Erst
kirzlich entdeckte man im Schimmelpilz Neurospora crassa und im Planktonbakterium
g-Proteobacteria Rhodopsine, deren physiologische Funktion bisher unbekannt ist (Biezke
et a. (1999), Bga et al. (2000)). Alle Rhodopsine besitzen die gleichen Strukturmerkmale.
Sieben transmembrane Helices bilden eine Bindungstasche, in der Retinal als Chromophor
kovalent Uber eine protonierte Schiff'sche Base (SB) an einen konservierten Lysinrest
gebunden ist. Licht aus dem sichtbaren Spektralbereich aktiviert die Pigmente und
induziert eine zyklische Reaktion (Photozyklus).

Zum Verstandnis, wie die Rezeptoren den Lichtreiz Gber die Membran ins Innere der Zelle
transportieren, bietet sich die Untersuchung der archaebakteriellen sensorischen
Rhodopsine an, denn sie vermitteln einen im Vergleich zu héheren Organismen relativ
primitiven Sehprozef3, genannt Phototaxis.

Am besten ist das in gesdttigten Sazlosungen lebende Halobacterium salinarum
untersucht, dessen Plasmamembran neben den beiden Photorezeptoren SRI und SRIl auch
die lonenpumpen BR und HR enthélt (siehe Abbildung 1.1).
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Sensorische Rhodopsine lonenpumpen )

Abb. 1.1 Archaebakterielle Rhodopsine. In der Plasmamembran des Hal obacterium salinarum befinden sich
ale dargestellten Pigmente. Die Kristallstrukturen des BR und HR sind aus Sass et al. (2000) und Kolbe et al.
(2000) entnommen. Kristallstrukturen der sensorischen Rhodopsine und ihrer Transducer liegen nicht vor.
SR's werden daher durch BR und Htr's durch den Chemorezeptor Tsr (Kim et al. (1999) représentiert.

H. salinarum reagiert zur optimalen Anpassung an die Lichtverhdltnisse selektiv auf
Anderungen der Lichtintensitdt. Zur Fortbewegung dienen dem stabchenférmigen
Archaeon rotierende Flagellenbiindel, die an einen Geil3elmotor gekoppelt sind. Unter
stétiondren Bedingungen wechselt die Drehrichtung der Flagellen alle 20-30 Sekunden
spontan, was zu einer ungerichteten Bewegung fuhrt (Hildebrand und Schimz (1986),
Spudich und Bogomolni (1988)). Eine Intensitdtszunahme von anziehendem,
orangefarbenen oder abstolendem, blauen bzw. UV-Licht verringert oder erhdht die
Umkehrfrequenz des Geil}elmotors. Auf diese Weise finden die Zellen den optimalen
spektralen Bereich fur die Aktivierung der lonenpumpen BR und HR (Hildebrand und



Einleitung 3

Dencher (1975), Marwan und Oesterhelt (1990)). SRI und SRII vermitteln die Phototaxis
in H. salinarum. SRI ist fur die photophile Antwort auf orangefarbens Licht
verantwortlich, wahrend SRII sowie ein langlebiges Photointermediat des SRI eine
photophobe Reaktion auf blaues bzw. UV-Licht ausldsen (Spudich und Bogomolni (1984),
Bogomolni und Spudich (1982)). In anderen Archaebakterien existieren analoge
Rezeptoren, z.B. entspricht pSRII aus Natronobacterium pharaonis auch Phoborhodopsin
genannt, dem SRII (Seidel et al. (1995)). Im Gegensatz zu den Rhodopsinen der héheren
Organismen aktivieren die archaebakteriellen Photorezeptoren kein G-Protein gekoppeltes
Netzwerk, sondern eine 2-Komponenten Signaltransduktionskaskade, wie man sie aus der
eubakteriellen Chemotaxis kennt (zusammengefalét in Falke (1997)). In Abbildung 1.2 ist
ein vereinfachtes Schema der archaebakteriellen Phototaxis wiedergegeben.

Abb. 1.2 Archaebakterielle Phototaxis
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Die Phototaxis wird durch die Absorption eines Photons eingeleitet, die eine zyklische
Reaktion der Rezeptoren induziert. Wahrend dieses Photozyklus durchlaufen die SR's
verschiedenen Intermediate und treten mit ihren halobakteriellen Transducern (Htr's) in
Wechselwirkung. Die Transducer Htrl und Htrll zeigen auffallende strukturelle
Ahnlichkeit zu den Chemorezeptoren (MCPS) der Eubakterien, wie z.B. dem
Aspartatrezeptor (Tar) oder dem Serinrezeptor (Tsr). Sie bestehen aus zwel
transmembranen Helices (TM) und einer zytoplasmatischen Doméne, die mit dem
Netzwerk im Inneren der Zelle in Wechselwirkung tritt. Die Signaverarbeitung im
Zytoplasma erfolgt analog zur Chemotaxis in Escherischia coli (Rudolph und Oesterhelt,
(1994, 1996)). Htr reguliert wie z.B. der Aspartatrezeptor Tar die Aktivitdt der
Histidinkinase CheA, die mit dem Kopplungsprotein CheW assoziiert ist. CheA Ubertragt
eine Phosphatgruppe auf ein Regulatorprotein CheY, welches im phosphorylierten Zustand
an den GeifRelmotor bindet und dessen Umkehrfrequenz moduliert. Neben CheY
phosphoryliert CheA eine Methylesterase CheB, welche daraufhin das Htr demethyliert.
Da der Methylierungsgrad des Transducers die Aktivierung von CheA bestimmt,
ermoglicht diese autokatalytische Verzweigung die Adaptation des Signals. Zusdtzlich
wird das Regulatorprotein CheY durch Dephosphorylierung abgeschaltet, was entweder
autokatalytisch oder durch eine Phosphatase CheZ erfolgt. Hierdurch wird die
Signalgebung nach einer Stimulation zeitlich begrenzt und die Empfindlichkeit des
phototaktischen Systems regeneriert.

Im Gegensatz zur Verarbeitung des Lichtreizes durch die zytoplasmatischen Komponenten
der Signaltransduktionskette liegen Uber die einleitende Reizaufnahme durch den
membrangebundenen Rezeptor und die Signalweitergabe an den Transducer kaum
Informationen vor. Grundlage fir das Verstdndnis der Rezeptor/Transducer
Wechselwirkung ist eine genaue Kenntnis des Photozyklus der sensorischen Rhodopsine.
Was passiert, wenn der Rezeptor ein Photon absorbiert?

Die Beantwortung dieser Frage erleichtern umfangreiche Informationen Uber die
Protonenpumpe BR, das as erstes archaebakterielles Rhodopsin von Oesterhelt und
Stoeckenius (1971) entdeckt wurde und groRe strukturelle Ahnlichkeit zu den
Photorezeptoren aufweist. Bis heute ist der Photozyklus des BR Gegenstand unzahliger
Untersuchungen mit einer grofRen Bandbreite biophysikalischer Methoden. Da sich die
Absorptionseigenschaften aler Rhodopsine nach der Absorption eines Photons andern,
eignet sich die Laserblitz-Spektroskopie zur spektralen und kinetischen Charakterisierung
der Photointermediate des Photozyklus. Mit Hilfe dieser Methode stellte erstmalig Lozier
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et a. (1975) ein Modell des BR-Photozyklus auf. Demnach durchlduft das BR in einer
Sequenz  irreversibler  Folgereaktionen, die anhand ihrer  Absorptionsspektren
identifizierten Intermediate K, L, M, N und O.

Spétere Untersuchungen zeigen, dal3 BR in seiner thermischen Relaxation nicht nur diese
fUnf, sondern mindestens sieben Intermediate durchléuft. Weil aber nur die finf spektralen
Spezies K, L, M, N und O bekannt sind, mufdte das einfache Modell von
Loziereta. (1975) im Laufe der Zeit durch die Einfuhrung von Parallel-, Verzweigungs
und Gleichgewichtsreaktionen modifiziert werden (zusammengefaldt in Lanyi und
Varo (1995)). Chizhov et al. (1996) postulieren schnelle Quasigleichgewichte zwischen
den gpektralen Intermediaten und kehren forma zum simplen sequenziellen
Reaktionsschema zurtick.

Neben der kinetischen Charakteriserung des BR-Photozyklus wurden die
elektrophysiologischen Eigenschaften der lonenpumpe eingehend untersucht. Racker und
Stoeckenius (1974) entdeckten bereits sehr frih nach seiner Entdeckung, dal3 BR Protonen
aus der Zelle pumpt. Detaillierte Informationen Uber den Protonentransport lieferten dann
insbesondere Untersuchungen mit der Black-Lipid Membrane Technik (Bamberg (1979)).
In Verbindung mit IR-spektroskopischen Messungen konnten die Schitsselschritte des
Pumpmechanismus weitgehend aufgeklart werden (Engelhard et al. (1995), Gerwert et a.
(1989)). Eine jungere Entwicklung auf diesem Gebiet ist die funktionelle Expression von
BR in Xenopus-Oocyten die eine elektrophysiologische Analyse mit Voltage- und Patch-
Clamp Techniken ermdglicht (Nagel et al. (1995), (1998)).

Aktuelle, hochaufgel0ste Kristallstrukturen des BR und seiner Intermediate K und M und
N sichern die Erkenntnisse aus den biophysikalischen Studien ab, so dal3 ein verladlicher
Mechanismus des Photozyklus zur Verfigung steht (Strukturen zusammengefaldt in
K Uhlbrandt (2000)).

Die Absorption eines Photons induziert eine al-trans/13-cis Isomerisierung des Retinals
(BR-K) innerhalb von wenigen Picosekunden (Dobler et a. (1988)), auf die das Protein
innerhalb einer Mikrosekunde mit Konformationsanderungen (K-L) reagiert (Braiman und
Mathies, (1982)). Hierdurch andern sich die Protonenaffinitéten verschiedener
Aminosaurereste und die SB protoniert Asp85 im extrazelluléaren Protonenkana (L-M)
(Butt et al. (1988), Braiman et al. (1988)). An die Deprotonierung der SB ist die Abgabe
eines Protons Uber Arg85 und Glu204 an das Medium gekoppelt (Richter et a. (1994),
Balashov et al. (1997)). Im M-Zustand, dessen Bildung nach etwa 50 Mikrosekunden

abgeschlossen ist, wechselt die SB nach ihrer Deprotonierung ihre Orientierung zum
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Inneren der Zelle, worauf das zytoplasmatische Ende der Helix F um 3,5 A ausschwingt
und den Protonenkana 6ffnet (Subramamin und Henderson (2000), Luecke et al. (1999)).
Daraufhin protoniert Asp96 die SB von der zytoplasmatischen Seite (M-N) (Butt et al.
(1989)). Schliefdlich reisomerisiert das Retinal (N-O) und innerhalb von 10 Millisekunden
relaxiert BR unter Konformationsanderungen in den Grundzustand (O-BR), wobei Asp96

und Asp85 ihren Ursprunglichen Protonierungszustand einnehmen.

Grundzustand L-Intermediat

]

Innen Rt o) 4

Kihlbrandt (2000), modifiziert

Abb. 1.3 Schema des BR-Photozyklus

Derart detaillierte Informationen Uber die Photozyklen der sensorischen Rhodopsine gibt es
bislang nicht. Ahnlichkeiten zum BR sind aber offensichtlich: Die Rezeptoren SRI, SRII
und pSRII durchlaufen alle die Intermediate K, L und M (Bogomolni et al., 1987, Scharf et
a. (1992)). Fur das SRII (H. salinarum) und pSRIlI (N. pharaonis) ist auch das
O-Intermediat nachgewiesen (Tomioka et al. (1985), Imamoto et al. (1992)). Ein
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N-Intermediat ist bisher fir kein SR bekannt. Auffalend ist, dal3 die Photozyklen der
Rezeptoren im Vergleich zur Protonenpumpe BR etwa 100fach langsamer sind, wobei in
alen SR's die Lebensdauer des M-Intermediates auf >500 ms vergroRert ist. In dieser
Eigenschaft spiegelt sich die Rezeptorfunktion der sensorischen Rhodopsine wieder, die
ein langlebiges Intermediat fur die Signal Ubertragung erfordert. Im Falle des SRI ist diese
Notwendigkeit leicht einsehbar, weil das M-Intermediat als photophober Rezeptor fur
blaues Licht dient.

Ebenso wie die Kinetik der Photozyklen, sind die elektrophysiologischen Eigenschaften
der Rezeptoren nur ungenau bestimmt und es liegen z.T. widerspriichliche Ergebnisse vor.
Am besten untersucht ist SRI, dessen Fahigkeit Protonen aus dem Zytoplasma zu pumpen,
eindeutig belegt ist. Jedoch ist der Mechanismus unklar - wahrend Bogomolni et al. (1994)
einen 1-Photonenprozeld wie beim BR annehmen, postulieren Haupts et al. (1995, 1996)
einen 2-Photonenprozel3, bei dem das M-Intermediat das zweite Photon absorbiert.

Der Protonentransport der photophoben Rezeptoren SRII und pSRII ist ungeklart. Sasaki et
al. (1999) berichten, dal3 der Photozyklus elektroneutral ist, weil die Protonenauf- und
abgabe von der gleichen (extrazellularen) Seite erfolgt. Lttenberg (1999) und Imamoto et
al. (1999) vermuten hingegen mit einem auswarts gerichteten Protonentransport einen
elektrogenen Photozyklus des homologen pSRII.

Eine exakte Kenntnis der Protonentransferreaktionen ist von grof3er Bedeutung, denn sie
spielen eine essentielle Rolle in der Signaltransduktion. Verhindert man z.B. beim SRI|
durch ortsspezifische Mutagenese den Protonentransfer von der SB auf die primére
Akzeptorgruppe Asp73 (Asp85 im BR), ist der Rezeptor konstitutiv aktiviert (Spudich et
a. (1998)). Das gleiche Phanomen beobachtet man auch fir das G-Protein gekoppelte
menschliche Rhodopsin (Rao und Oprian, (1996), Fahmy et a. (1995)). Wahrscheinlich
gibt es demnach zwischen den archaebakteriellen und den eukaryontischen Rezeptoren
trotz ihrer evolutiondren Entfernung gemeinsame funktionelle Mechanismen zur
Signalweitergabe, die unabhéngig von der folgenden Signalkaskade sind.

Fir die archaebakteriellen Rezeptoren kennzeichnen Protonentransferreaktionen auch die
Wechselwirkung mit ihren Transducern. So beeinfluf®t Htrl die elektrophysiologischen
Eigenschaften des SRI betréchtlich. Bogomolni et al. (1994) beobachten eine komplette
Hemmung des Protonenpumpens durch die Bindung des Htrl. Weil zudem im SRI/Htrl-
Komplex die Kinetik der SB-Reprotonierung (M-Zerfall) seine pH-Abhangigkeit verliert,
spekulieren Spudich und Mitarbeiter, dald Htrl den zytoplasmatische Protonenkanal
blockiert (Spudich und Spudich (1993), Spudich (1994)). Der Effekt des Htrl auf den
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Protonentransport des SRI ist aber nicht eindeutig geklart, denn Haupts et. al. (1996)
beobachteten keine Inhibierung des Pumpuns durch Htrl, sondern einen einwarts
gerichteten Protonenstrom.

Im Falle der photophoben Rezeptoren SRII und pSRII liefern die experimentellen Befunde
ebenfalls kein einhetliches Bild — Htrll hat zwar einen EinfluR auf die Kinetik des
SRII-Photozyklus, aber nicht auf die elektrophysiologischen Eigenschaften des Rezeptors
(Sasaki und Spudich (1998), Sasaki et al. (1999)). Beim pSRII hat der Transducer pHtrll
dagegen keinen Effekt auf den zeitlichen Verlauf des Photozyklus (Wegener et a. (2000)).
Die Ladungsverschiebungen des pSRII/Htrl1-Komplexes sind bisher nicht untersucht.

Uber die Domanen der Rezeptor/Transducer Wechselwirkungen liegen hingegen
konsistente Informationen vor. Mutagenesestudien am SRI/Htrl-Komplex belegen, dal3
protonierbare Reste des Htrl die photochemischen Eigenschaften des SRI beeinflussen.
Diese Reste liegen ale in einem N-terminaden Fragment, welches die ersten 147
Aminosauren des Transducers umfaldt (Jung und Spudich (1996, 1998), Krah et al. (1994),
Perazzona et al. (1996)). Anhand photochemischer und physiologischer Untersuchung
chimérer Transducer demonstrierten Zhang et a. (1999), da SRI und SRII ihre
Transducer spezifisch durch die transmembranen Helices wahrnehmen.

Wie aber die SignalUbertragung von den Rezeptoren auf die Transducer erfolgt, ist unklar.
Vermutlicht erfolgt die Aktivierung der Transducer durch Konformationsanderungen
wahrend des Photozyklus des Rezeptors (Spudich und Lanyi (1996)). Erste experimentelle
Hinweise liefern aktuelle ESR-Messungen mit pSRIl, die eine Ausklappbewegung der
Helix-F wie beim BR belegen (Wegener et a. (2000)).

Kristallstrukturen, die naheren Aufschlul? geben konnten, liegen weder fir einen der
Rezeptoren, noch fur die Transducer oder gar fir einen Komplex beider Proteine vor.
Nicht einmal die Stochiometrie der Komplexe ist bekannt — gewil3 ist nur, dal3 Htrl in
Analogie zu den Chemorezeptoren als Dimer, und der pSRII/pHtril-Komplex im
aquimolaren Verhdltnis vorliegt (Zhang und Spudich (1998), Wegener, personliche
Mitteilung). Um die Rezeptor/Transducer-Wechselwirkung zu verstehen, muissen daher
weiterhin zahlreiche biochemische Daten Uber die photochemischen Eigenschaften der
Proteine gesammelt werden, aus denen allgemeine Prinzipien abgeleitet und auf ein Modell

der Signaltransduktion Ubertragen werden kénnen.
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Zielsetzung dieser Arbeit ist die spektroskopische Charakteriserung und die
elektrophysiologische Untersuchung der archaebakteriellen  Rezeptor/Transducer-
Komplexe. Bei alen Untersuchungen richtet sich das Hauptaugenmerk auf das
pSRII/pHtrlI-System aus N. pharaonis, weil sich pSRIl gegeniber den halobakteriellen
SRI und SRII durch eine grofRere Stabilitét, Zuganglichkeit und einfacherer Photochemie
auszeichnet (Scharf et a. (1992), Hohenfeld et al. (1998)).

Zunéchst sollen mittels zeitaufgel Oster Laserblitz-Spektroskopie die Photozyklen des SRI
und pSRII kinetisch analysiert werden. Hierbel sollen insbesondere die Unterschiede zur
lonenpumpe BR und deren strukturellen Ursachen durch ortsspezifische Mutagenese
geklart werden. Dem geht die Expression der Pigmente in E. coli voraus, die im Falle eines
hal obakteriellen SR's bisher nicht beschrieben ist.

Der Schwerpunkt der Arbeit liegt bel der elektrophysiologischen Charakterisierung der
Rezeptoren und der Rezeptor/Transducer-Kompexe. Um dies zu ermdglichen soll das
Xenopus-Expressionssystem fir die sensorischen Rhodopsine und ihrer Transducer
etabliert werden. Dieser unkonventionelle Ansatz begriindet sich durch die funktionelle
Expresson des BR in Xenopus-Oocyten durch Bamberg und Mitarbeitern, mit der
erstmalig ein prokaryontisches Protein mit leistungsstarken Voltage- und Patch-Clamp
Techniken untersucht werden konnte (Nagel et a. (1995, 1998)). Die
elektrophysiologische Charakterisierung der Rezeptoren soll zusétzlich durch die BLM-
Technik ergénzt und abgesichert werden.

Mit der heterologen Expresson der Proteine in  Xenopus-Oocyten sollen die
elektrophysiologischen Eigenschaften der sensorischen Rhodopsine und der mdgliche
Einflu® ihrer Transducer analysiert werden. Geplant ist mit diesem Ansatz ein Assay zur
Detektion der Rezeptor/Transducer-Interaktion zu entwickeln, mit dem der

Signalgebungsmechanismus z.B. durch Mutagenesestudien untersucht werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

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

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

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte ausschliefdich mit dem Expand High Fidelity
PCR-System von Boehringer (Mannheim).

Ligationen wurden mit der T4 DNA Ligase von Gibco BRL (Neu Isenburg) durchgefihrt.
RNaseA stammte von Boehringer (Mannheim), ebenso wie Kolagenase A.

Der verwendete Proteinmarker von Bio-Rad (Munchen) enthielt Phosphorylase B, Rinder
Serum Albimun, Ovabumin, Kohlenstoffanhydrase, Trypsin Inhibitor (Sojabohne) und
Lysozym.

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

Die verwendeten Antibiotika waren von Sigma (Steinheim), Caseinhydrolysat und der
Hefe-Extrakt von Gibco BRL (Neu Isenburg).

Die Reinigung der Proteine mit Histidin-Tag erfolgte mit N7*-Agarose der Firma Qiagen
(Hilden). Zur Reinigung von Plasmid-DNA wurde ein Kit ebenfalls von Qiagen benutzt.

2.2 Instrumentation

Die Inkubation der E. coli Bakterien erfolgte in einem Schittler der Firma New Brunswick
(Ndrtingen). Der Fermenter fir die Zellanzucht stammte von der Firma Biotech
International (Melsungen). Aufgeschlossen wurden die Zellen mit dem Microfluidizer
M-110S von Microfluidics Corporation (Newton, USA).
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Zur Transformation kompetenter E. coli Zellen durch Elektroporation wurde der
GenePulser der Firma Bio-Rad (Munchen) verwendet.

PCR erfolgten mit dem PCR-Express System von Hybaid (Heidelberg).
DNA-Sequenzierungen erfolgten mit dem 373 Sequenzierungsgerat von Applied
Biosystems.

SDS-PAGE Anadysen wurden mit dem Mini-Proteanll von Bio-Rad (Minchen)
durchgefuhrt.

Zur Einengung von Proteinlésungen wurden Micro- und Nanoseps der Firma Pall Filtron
(Dreieich) benutzt.

Die Saulenchromatographische Proteinreinugung erfolgte mit Saulen der der Firma Bio-
Rad.

UV/VIS-Spektren wurden mit den Spektrometern Lambda 9 von Perkin EImer und DU
650 der Firma Beckman aufgenommen.

Die Beschallung rekonstituierter Proteine erfolgte mit einem Stab Branson Sonifier 250 der
Fima Heinemann (Schwabisch Gmind) oder einem Bad Laboson 200 von Bender und

Hobein (Ismaning).

2.3 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

E.coli XL1-Blue  F:Tn 10 proA"B' lacl® D(lacZ)M15/recAl endAl gyrA96(Nal") thi
hsdR17 (r my") supE44 relAl lac (Bullock et al., 1987)

E. coli BL21(DE3) F ompT [lon] hsdS (rg” my') | (DE3) Studier und Moffatt, 1986)

pET27 Novagen
pPET27bmod Derivat des pET27 (Hohenfeld et al. (1999))
psopFSEco Ferrando-May et al. (1993)

pNK4 Derivat des pNKS2-myc (Gloor et a. (1993))



Material und Methoden 12

Die im folgenden aufgeftihrten Oligonukleotide wurden mit einem Beckman Oligo 1000

synthetisiert und Uber eine NAP-10 Gelfiltrationsséule (Pharmacia) entsal zt.

T7prom primer
T7term primer
soplhin

sopl Ecl

psopl 186Dhin
psopl 186Drev
psopl140Thin
psopl [40trev
psopl IR162Ahin
psopl IR162Arev
psopl IR164Ahin
psopl IR164Arev
Nc-1

Ec-1
pHtrll-Psthin
pHtril-Pstrev
pHtrlisachin
pHtrlisacrev
pHtrlID85Nhin
pHtrIID85Nrev
pHtril-Helix-hin
pHtrll-Helix-rev
pHrtll-Helix+-hin
pHtrll-Helix+-rev
pHtrl1-Hel-10hin
pHtrll-Hel-10rev
pNK4Nde-hin

pNK4Nde-rev

STAATACGACTCACTATAGGG3
S'GCTAGTTATTGCTCAGCGGS
STGGTGCGCCATGGACGCCGTCGCAAZ
S'GGGGACGGAATTCTCGTCCGCT
S'CATCGTCTACGACCTCGGGCTGCI
5'GCAGCCCGAGGCTGTAGACGATGS
STACTACGTGACGACCGTCGGCATCAGTS3
SACTGATGCCGACGGTCGTCACGTAGTAZ
STCGCTGTACGTCGCCCTCCGAAACS
S'GTTTCGGAGGGCGACGTACAGCGAZ
S'ACGTCCGCCTCGCAAACCTGACGSE
S'CGTCAGGTTTGCGAGGCGGACGT3
5'CGCGTCAATAACACCCCATGGCGCTGS
5'CCAGCGGCTGCTCTTAAGCGGACAAZ
5'CAACACGGAACTGCAGGCCGAAGCE
S'GCTTCGGCCTGCAGTTCCGTGTTGS
5'CGATGGAAGAGCTCAACGAAGACGTZ
S'ACGTCTTCGTTGAGCTCTTCCATCG3
5'CTGGGCGGTAACAACGCCGCCTZ
S'AGGCGGCGGTGTTACCGCCCAGS
S'GCTGCCACGCTGTAATGAGACACCGCCI
S'GGCGGTGTCTCATTACAGCGTGCCAGCS
S'GACCCGTCGCTAATGAGAAATCGGCGS
S'CGCCGATTTCTCATTAGCGACGGGCT3I
S'CCTGCTCGGGTAATGACTCGGACTCGS
5'CGAGTCCGAGTCATTACCCGAGCAGG3
S'GAATAAGCTTGAGCTCGGACCAATCGGTCCCCGC-
CGATCATATGGTG3
STGCCGACGAGCATGCCGATTGCGS
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Zellanzucht

Die Anzucht der E. coli Zéellen erfolgte in 2TY Medium (16 g Caseinhydrolysat, 10 g
Hefeextrakt, 5g NaCl ad 1000ml HyO, pH 7,2) unter Verwendung von
5 ml Reagenzglésern oder 25-5000 ml Erlenmeyerkolben bei 37°C und 200 Upm in einem
Schittler. Fur die Anzucht grofRerer Mengen E. coli Bakterien zur Proteinprdparation
wurde ein 30 | Fermenter der Firma Braun Biotech GmbH (Melsungen) benutzt. Die
Zellvermehrung wurde durch Tribungsmessung spektrometrisch durch die Bestimmung
der Absorption bei 578 nm verfolgt. Bel Kulturen, die ein pET-Plasmid enthalten, wurden
dem Medium 50 mg/l des Antibiotikums Kanamycin, denen mit pUCBM20- oder
pNK4-Plasmiden 100 mg/l Ampicilin zugesetzt.

2.4.2 Analyse und Isolierung von DNA-Fragmenten

Zur Analyse und Isolierung von DNA-Fragmenten wurde die horizontale Agarose-
Gelelektrophorese verwendet. Hierbei wurden die DNA-Proben in Probenpuffer (TBE-
Puffer, 10 % Ficoall, 0,025 % Bromphenolblau, 0,025 % Xylencyanol) aufgenommen und
auf Gele mit 0,7 — 1,2 Agarose in TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 0,9 mM
EDTA, pH 8,9) gegeben. Durch Zugabe von 0,6 mg/l Etidiumbromid wurden die DNA-
Banden gefarbt. Die Trennung der DNA-Fragmente wurde durch das Anlegen einer
Spannung von 3-4,5 V/cm erreicht. Zur Isolierung von DNA-Fragmenten wurde das Gel-
Extraktions-Kit (Qiagen, Hilden) verwendet, nachdem die gewlnschte Bande unter
UV-Licht (360 nm) aus dem Gel geschnitten wurde.

2.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA fir analytische Restriktionen wurde nach alkalischer Lyse der E. coli Zellen
nach Birnboim und Doly (1979) isoliert, indem die genomische DNA durch Zentrifugation
entfernt und der Uberstand mit zwei Volumenaguivalenten Chloroform/Phenol (1:1 v/v)

und anschlief?end zweimal mit einem Volumenaquivalent Chloroform extrahiert wurde.
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Zur Falung der Plasmid-DNA wurden 2,5 Volumendguivaente Ethanol zugesetzt, 10 min
bei 0°C inkubiert, und 10 min zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge). Das DNA-Pellet
wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in 20 pl TE-Puffer (10 mM TrigHCI, 1mM
EDTA, pH 8,0) aufgenommen.

Die praparative Isolierung von Plasmiden erfolgte mittels der Anionenaustauschersaulen
Qia-Tip-20 und Qia-Tip-100 enes Qiagen-Kits (Hilden). Abweichend von der
Arbeitsvorschrift des Herstellers wurde vor dem Auftragen des Lysats auf die Saule ein
RNAse Verdau durch Zugabe von 10 pg/ml RNAse A und einstindiger Inkubation bei
37°C durchgefihrt.

2.4.4 Amplifikation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mittels PCR (Mullis und Faloona (1987)) amplifiziert. In der
Regel wurden 10 ng DNA-Matrize, 25 pmol Primer, 5 nmol jedes dNTP's und 1u Hifi-
Polymerase (Boehringer Mannheim) in 50 pl Ansdtzen verwendet. Die Amplifikation der
DNA im Thermocycler erfolgte in zwei Schritten, wobei funf Zyklen mit 15 s bel 97°C,
30 s bei 58-65°C (abhangig von der Hybridisierungstemperatur der Primer, die Gber die
Basenzusammensetzung abgeschétzt wurde) und 45 s bei 72°C und anschlieffend zehn
Zyklen mit 15 sbei 97°C und 60 sbel 72°C durchlaufen wurden.

Ortsspezifische Mutationen wurden mit der "Overlap Extension" Methode nach Ho et al.
(1989) eingefiihrt.

2.4.5 Restriktion von DNA

DNA wurde durch 1,5h 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.
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2.4.6 Ligation von DNA Fragmenten

Bei der DNA-Ligation wurden 50 ng Plasmid-DNA und die 2-fache molare Menge des
Fragmentes mit 1 u T4 DNA Ligase in 50 mM Tris/HCI, 10 mM MgChk, 1mM ATP,
1 mM DTT und 5 % (w/v) PEG 8000 bel pH 7,6 in enem Volumen von 20 ul G.N. bei RT
inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Inaktivierung der Ligase durch 15mindtiges Erhitzen
des Ansatzes bei 65°C.

2.4.7 Transformation von E. coli

Kompetente E. coli Bakterien wurden durch Elektroporation mit Plasmid-DNA nach der
Methode von Dower et a. (1988) transformiert. Hierzu wurden 5 pl aus dem
Ligationsansatz (s. 24.6) mit 15 pl HxO vedinnt, mit 70 pl ener
10 % Glycerinsuspension kompetenter Zellen (ODs7s » 100) vermengt und in eine
Elektroporationskiivette mit einem Elektrodenabstand von 2 mm gegeben. Die
Transformation erfolgte mit einem GenePulser (BioRad, Munchen) durch einen Puls von
15 kV, 800W, 25 pF und einer Zeitkonstante von 10+ 2s. Anschlief3end wurden die
Zdlenin 1 ml 2TY-Medium aufgenommen, 1h bei 37°C und 200 Upm geschiittelt und auf
antibiotikahaltigen 2TY-Agar Platten ausplattiert.

2.4.8 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem ABI 373 DNA Sequenzierungsapparat von

Applied Biosystems auf der Basis fluoreszenzmarkierter Terminatoren nach Angaben des
Herstellers.
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2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Expression und Isolierung des pSRII-His und Mutanten in E.coli

Die Expression von pSRIl erfolgte in Anlehnung an die Methoden von Shimono et al.
(1997) und Hohenfeld et al. (1999). 2TY-Medium mit 50 mg/l Kanamycin wurden mit
einer Vorkultur auf eine ODs7s = 0,05 angeimpft. Bel einer ODs7s = 0,6 wurde die
Expression durch Zugabe von IPTG (1 mM Endkonzentration) induziert und all-trans
Retinal (10 uM Endkonzentration) zugesetzt. 2h nach Induktion wurden die Zellen durch
20mindtige Zentrifugation bei 4500xg und 4°C geerntet, mit AufschluRpuffer
(300 MM NaCl, 50 mM NaH;PO4/NaHPO,;, pH 7,2) gewaschen und nach der
Resuspendierung mechanisch mittels eines Microfluidizers bei 1000 bar aufgeschlossen.
Anschlief3end wurden zundchst durch 45mindtige Zentrifugation bei 5000 x g und 4°C die
Zeltrimmer entfernt und danach durch 1h Zentrifugation bei 100.000 x g und 4°C die
Zellmembranen isoliert. Zur Solubiliserung der Membranen wurden diese in
Aufschlu3puffer mit 2% DM resuspendiert und 2h bei 4°C moderat gerthrt. Nach 1h
Zentrifugation bei 100.000 x g und 4 °C wurde der (berstand 1h bei 4°C mit Ni-NTA
Agarose geschwenkt. Danach wurde die proteinbeladene NENTA Agarose auf eine Saule
gegeben und mit Waschpuffer (300 mM NaCl, 50 mM NaH;PO4/NaHPO,, 0,1 % DM
(wiv), 50 mM Imidazol, pH 7.2) gewaschen, bis weder Retina (I max =360 nm),
Cytochrome (| max = 410 nm) und unspezifisch gebundene Proteine ( max = 280 nm) im
Eluat absorptionsspektrometrisch detektiert werden konnten. Im letzten Schritt wurde das
gereinigte  pSRII-His  (bzw. pSRII-His Mutanten) durch  Erhdéhung  der

I midazolkonzentration auf 150 mM €eluiert.

2.5.2 Rekonstitution in PM-Lipide

Fir die Rekonstitution der sensorischen Rhodopsine wurden den solubilisierten Proben in
einem Volumen von 1-2 ml ein 15-facher molarer Uberschul® an PM-Lipiden (M, » 1000
g/mol) sowie 30 % (v/v) Detergenz-adsorbierende Bio-Beads SM-2 (Biorad, Minchen)
zugesetzt und das Gemisch .N. oder mindestens 3h geschwenkt. Anschlief3end wurden die
Bio-Beads durch Filtration entfernt, das rekonstituierte Protein durch 1h Zentrifugation bei
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100000 x g und 4°C pelletiert und in Detergenz-freien Puffer aufgenommen. Durch eine
Ultraschall Behandlung wurden Lipidaggregate gel 0st.

2.5.3 Expression der sensorischen Rhodopsine in Xenopus-Oocyten

In vitro Transkription von cRNA

Die in-vitro Transkription von cRNA erfolgte mit dem SP6-mM essagemMachine —Kit der
Firma Ambion nach Angaben des Herstellers. Als DNA-Matrize wurden 0,5—1 pg der
Xbal-lineariserten Plasmide pNK4 und pNK4mod verwendet. Die cRNA, welche mit
einer Ausbeute von 10-15pug isoliet werden konnte, wurde in DEPC-Wasser
aufgenommen, so dal? eine Konzentration von 0,8 —1 pg/pl cRNA vorlag. Das Produkt
wurde aliquotiert und bei —80°C gelagert.

Préaparation von Xenopus-Oocyten

Die Oocyten wurden von verschiedenen Mitarbeitern des MPI fir Biophysik in Frankfurt
aus Ovarmaterial weiblicher, geschlechtsreifer Frosche operativ. enthommen. Das
Ovargewebe wurde in ORI aufgenommen, mittels Pinzetten mechanisch entflechtet und
das Bindegewebe partiell durch Zugabe von Kollagenase A (30 mg/ml) enzymatisch
verdaut. Bei 18°C losten sich die Mehrzahl der Oocyten vom Bindegewebe. Nach
mehrmaligen Waschen der isolierten Oocyten wurden diese in ORI gelagert und fir die
Mikroinjektion selektiert.

ORI: 110mM NaCl, 5mM KCI, 1mM MgCk, 2mM CaCl, 5mM HEPES, pH 7,6
(220 mosM)

Mikroinjektion von cRNA in Xenopus-Oocyten

Die Injektion von cRNA erfolgte durch eine mechanisch ausgezogene Glaskapillare mit
einem inneren Durchmesser von 26-32 um in der Spitze, die auf eine Injektionspumpe
gespannt wurde. Fur die Untersuchung der sensorischen Rhodopsine wurde die

Injektionsmenge variiert, in der Regel wurden 10-20ngcRNA injiziert. Zur
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Untersuchung der Rezeptor/Transducer-Komplexe wurde ein Teil der Oocyten mit 15 ng
CcRNA der sensorischen Rhodosine, und ein anderer Tell zusétzlich mit 50 ng Transducer
cRNA (etwa 3fach molarer UberschuR) injiziert. Nach der Injektion wurden die Oocyten

bei 18°C unter Lichtausschlufd in ORI in Gegenwart von 1uM all-trans Retinal inkubiert.

2.5.4 Praparation von Oocytenmembranen

Fur den immunologischen Nachweis von pSRII-His und pHtril-His wurden unabhangig
voneinander 50 Oocyten mit jeweill 20ng cRNA injiziet und dre Tage unter
Lichtausschlul® bei 18°C in ORI und 1uM all-trans Retinal inkubiert. Zudem wurden als
Kontrolle 2x50 nicht injizierte Oocyten unter gleichen Bedingungen gelagert. Nach drei
Tagen erfolgte die Préparation der Plasmamembranen nach einer von Peter de Vries (MPI
fur Biophysik, Frankfurt) ausgearbeiteten Vorschrift. Hierzu wurden die Oocyten
mechanisch mit einem Homogenisator zerstort. Zur Isolation der Plasmamembranen wurde
das Homogenisat in 2ml 10% (w/v) Saccharose, 50 mM NaCl und 100 mM
K2HPOy/KH2PO4, pH 7,2 aufgenommen und zweier Dichtegradientenzentrifugationen
unterworfen. Der erste Gradient setzte sich aus 10 % (w/v) (100 pl), 20 % (w/v) (400 pl)
und 50 % (w/v) (1,6 ml) Saccharose zusammen. Nach 45min Zentrifugation bei 45.000 x g
wurde die 20% (w/v) Fraktion entnommen auf einem Nykodenz-Dichtegradienten
gegeben der sich analog dem Saccharose-Gradienten zusammensetze. Nach erneuter
Zentrifugation  (45min, 45.000xg) wurden die Plasmamembranen durch 30min
Zentrifugation der 20 % (w/v) Fraktion bei 100.000 x g pelletiert und in 20 pl Puffer
(50 mM NaCl, 50 mM NaHPO4/NaH2PO, pH 7,4) resuspendiert. Anschlief3end wurden je
5 ul auf ein SDS-PAGE gegeben.

2.5.5 SDS-PAGE

Die Gelelektrophorese erfolgte in 0,75 mm Vertikalgelen nach der Methode von Schagger
und Jagow (1987). Die Gele hatten eine Polyacrylamidkonzentration von 12 %. Mittels

Coomassie wurden die Proteine angefarbt.
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2.5.6 Westernblot

Die durch SDS-PAGE getrennten Proteine wurden auf eine Immobilon-P Membran mit
einem Semidry Blotter (lh bei 1,2mA/cnf) der Firma Satorius tranferiert. Der
Anodenpuffer enthielt 300 mMTris, 10 % Methanol, pH 10,4, der Kathodenpuffer 25 mM
Tris, 40 mM 6-Amino-n-kapronsaure, 10 % Methanol, pH 9,4.

Zur Detektion des C-terminalen 7xHistin-Tags von pSRIl und pHtrll wurde der
monoklonale Penta-His-Antibody der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Die
Durchfihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.6 Biophysikalische Methoden

2.6.1 Laserblitz-Absorptionsspektrometrie

Die transenten Absorptionsdnderungen wurden mit einer rechnergesteuerten
Mef3anordnung bestimmt, deren schematischer Aufbau in Abbildung 2.1 wiedergegeben
ist. Mit einem Laserpuls (Nd-YAG-Laser, 532 nm, 10 ns Pulsdauer, 2 mJcnt, ILTI40E,
UDSSR) wird die Probe photochemisch angeregt. Im rechten Winkel zum Laserspuls
durchtritt ungefiltertes Licht einer Halogenlampe (Osram-XBO-100 W, 12 V) durch die
Probenktivette (Quarz, Schichtdicke 0,5 cm) und wird nach Wellenlangenselektion durch
einen Monochromator (MDR4-LOMO, UDSSR) von einem Photomultiplier (FEU-100,
UDSSR) detektiert. Die Signale des Detektors werden in zwei digitalen Oszilloskopen (Le
Croy 9361 und Le Croy 9400A) mit zwe linearen Zeitfenstern gespeichert und zur
Datenverarbeitung an einen Rechner weitergeleitet. Hierbei werden pro Wellenldnge 25

Signale gemittelt.
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Abb. 2.1 Schematischer Aufbau der Laserblitz-Absoptionsapparatur

Datenverarbeitung und Analyse

Die Absorptionssignale wurden in zwel einander Uberlappenden Zeitfenstern gespeichert,
die die Kinetik des Photozyklus 100 ns nach Anregung der Probe durch den Laserpuls bis
zur vollsténdigen RUckbildung des Grundzustandes erfassen. Die Zahl der Mef3daten
wurde nach einer von Miuller und Plesser (1991) beschriebenen Methode auf eine
logarithmische Zeitskala reduziert (250 Datenpunkte) und deren Standardabweichung
anhand des Fehlers des Grundsignals abgeschétzt.

Zur Ermittlung der Kinetik des Photozyklus und der spektralen Charakterisierung der
Intermediate wurden die experimentellen Daten wie folgt ausgewertet. Das MEXFIT-
Programm (Mdller und Plesser, 1991) ermittelte mit der Methode der kleinsten Quadrate
fir nichtlineare Systeme enen Satz von Exponentiafunktionen, deren Summe die

Absorptionsdnderungen mathematisch beschreibt. Anpassungsfunktionen mit vier bis neun
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Exponentialtermen wurden auf diese Welse fur jede der insgesamt neun Temperaturen
berechnet. Als Kriterium fur die Gite ener Anpassungsfunktion dienten die
Standardabweichung des Schétzer ihres Fehlers und die Oberflache der gewichteten
Differenzen von den gemessenen und den berechneten Daten. Eine Anpassungsfunktion
wurde akzeptiert, wenn diese Oberflache keine systematischen Abweichungen zeigt und
die Standardabweichung sich nicht durch Hinzufligen eines weiteren Exponentialterms
signifikant verbessern lief3. Diese Datenauswertung lieferte die apparenten Halbwertszeiten
der Intermediate und ihre Amplitudenspektren. Hieraus wurden unter der Annahme, dal3
der Photozyklus dem kinetischen Modell irreversibler Folgereaktionen erster Ordnung
genugt, die absoluten Spektren der Intermediate ermittelt.

2.6.2 Voltage-Clamp

Die elektrophysiologische Charakteriserung der heterolog in Oocyten exprimierten
Pigmente erfolgte mittels Zwei-Elektroden Voltage Clamp. In Abbildung 2.2 ist der
schematische Aufbau der Mel3apparatur dargestellt. Eine intrazelluldre Elektrode ey
(Ag/AgCl) bestimmt das Membranpotential der Oocyte, wahrend eine andere Elektrode g
einen Strom injiziert, so dal3 das eingestellte Potential aufrecht gehalten wird. Hierfur sind
die beiden Elektroden Uber eine Rickkopplungsschaltung miteinander verbunden. Als
Referenz zur Bestimmung des Membranpotentials dient eine Badelektrode &;, die in eine
1M KCl Lésung taucht und nur Uber eine Agar-Sazbricke mit dem Oocytenbad
verbunden ist. Vor jeder Messung fand ein Nullabgleich des Membranpotentials und der
Stromelektrode stett. Die Widersténde der Ag/AgCl-Elektroden (3 M KCI) lagen zwischen
1,5 und 5MW. Uber einen Rechner wurde das MefRprogramm unter Verwendung des
ISO2-Steuer- und  Auswertungsprogramms  redlisert.  Die  Einstellung  des
Membranpotentials erfolgte manuell. Als Verstérker diente das Modell Turbo-Tec-05 der
Firma NPI-Electronics (Tamm) und als Filter der KH 3323filter der Firma Krohn-Hite
(Avon, USA).

Badpuffer:

d12: (90 mM NaCl, 5 mM BaCl,, 20 mM TEA-CI, 10 mM MOPS, pH 7,6)

h: (90 mM NaCl, 5 mM BaClp, 2 MM CaCl, 20 mM TEA-CI, 10 mM MES, pH 5,6)
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Abb. 2.2 Schematischer Aufbau des Zwei-Elektroden Voltage-Clamp. (1) Stromelektrode, (2)
Spannungsel ektrode, (3) Referenz bzw. Badelektrode, (4) Agar-Salzbriicke

2.6.3 Black-Lipid Membrane

Die Bestimmung der Photostrome des pSRII und Mutanten nach heterologer Expression in
E. coli erfolgte an einer Black-Lipid-Membrane (BLM). Der Schematische Aufbau der
Mef3apparatur ist in Abbildung 2.3 wiedergegeben. Eine Teflonkammer mit UV-
durchlassigen Fenstern ist in zwei Halften geteilt, die durch eine kreisrunde Offnung
(2 mm Durchmesser) miteinander verbunden sind. Beide Kammerhélften sind jewells Uber
Agar-Salzbricken mit einer Ag/AgCl-Eelektrode verbunden, die in eine 100 mM
NaCl-Losung taucht. Eine Elektrode ist mit einem Spannungsgenerator gekoppelt, die
andere ist Uber einen Verstarker mit einem Oszilloskop verbunden, der die Daten an einen
Rechner Ubermittelt.

Zur Herstellung der BLM, welche die Kammerdffnung filmartig verschlieft, wurden beide
Seiten mit 1,3 ml BLM-Puffer (100 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 6,8) gefillt und mit3 pl
Lipidmischung (Diphytanoylphosphatidylcholin/Octadecylamin 60:1 in 1,5% Decan)
versetzt. Beli erfolgreicher Ausbildung der BLM wurde die Leitfahigkeit G und die
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Kapazitét C Uber das Anlegen einer Spannung von 100 mV bzw. einer Dreiecksspannung
von £ 5 mV bestimmt werden, gemal3:
G=1/UundC=1Dt/DU (I =Strom, U = Spannung).

Die Leitfahigkeit G und die Kapazitét C der BLM lagen etwa bei G=0,01-0,05 nS und
C=3nF

Zur Ermittlung der Photostrome wurden 25 pl rekonstituiertes Protein (ODsgp = 1-2) in
eine der beiden Kammern gegeben und die Suspension etwa 30 min durch einen Rihrfisch
moderat geriihrt. Nach erfolgreicher Anlagerung an die BLM konnten die kapazitiven
Photostréme durch Belichtung der Kammer mittels einer HBO-Lampe (2 W/cnt) ermittelt
werden. Die Wellenlangenselektion erfolgte durch Filter. Zur Ermittlung der stationéren
Signale wurden die eektroneutralen lonophore 1799 (2,6-Dihydroxy-1,1,1,7,7,7-
hexafluoro-2,6-bis-trifluoromethylheptan-4-on, 4 uM) und Monensin (4 UM) zugesetzt,
welche die Leitfahigkeit der BLM je nach Mefdbedingung auf etwa 1G=0 — 50 nS
erhohen.

Computer

(E==8)

Spannungsgenerator Verstarker

B— — (]

Ag/AgCI Elektroden

HBO-Lampe Teflonkammer HBO-Lampe

Agarbriucken
/ N\

BLM

Faraday Kafig

Abb. 2.3 Schematischer Aufbau der BLM-Apparatur
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3 Ergebnisse

3.1 Expression der sensorischen Rhodopsine in E. coli

Klonierung der Expressionsvektoren

Zur Expression von pSRIl, pSRII-Mutanten und SRI wurde das von Studier und Moffat
(1986) entwickelte T7-Expressionssystem verwendet. Hierbei befindet sich das Zielgen in
einem Vektor unter Kontrolle des T7-Bakteriophagen-Promotors. Die Expression des
Zielgens wird durch die Synthese der T7-RNA-Polymerase in der Wirtszelle induziert.
E. coli BL21 (DES3) enthdt eine chromosomale Kopie des T7-RNA-Polymerase Gens unter
der Kontrolle des lacUV5-Promotors, der durch IPTG induziert wird. Demnach fihrt eine
IPTG-Zugabe zur selektiven Expression des Zielgens in E. coli BL21 (DE3). Als
Expressionsvektor fur psopll diente das Plasmid pET27bmod-psoplI-His (Hohenfeld et al.
(1999)):

pPET27bmod-psopll-His

Abb. 3.1 Expressionsvektor fir psopll-His

Bedingt durch die Fusion mit einem Higtidin-Tag kodiert das psopllHis folgende
Peptidsequenz:
psopllHis:  MVGL........... AVADE**"NSHHHHHHH.
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Die ortsspezifischen Mutationen L40T und F86D wurden mit Hilfe der "Overlap
Extenson” Methode eingefuhrt (Ho et a. (1989)). In Abbildung 3.2 ist das
Syntheseschema dargestellt. Bei dieser Methode werden zwei PCR durchgefihrt. In der
ersten PCR werden durch Kombination eines flankierenden Primers (ad) und einem
Mutageneseprimer (b,c) zwei DNA-Fragmente synthetisiert. In der zweiten PCR werden
die gereinigten DNA-Fragmente vereinigt und als Matrize fur die Amplifikation des

vollsténdigen, mutierten Gens mit den flankierenden Primern verwendet (a, d).

a C
5’ — * 31
3 + = S
d
la+b lc+d
_k'J_ \
N\
N CD
S\ -r.;
AB
lAB+CD
N
______________ 3= ==
d
la+d
5’ ste 3
3 * >

Abb. 3.2 Schema der "Extension Overlap" — Methode zur Einflihrung ortsspezifischer Mutationen
(Hoet al., 1989). Die Mutation ist durch einen Stern gekennzeichnet.
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Als Matrize zur Einflihrung der Mutationen L40T und F86D ins psopll diente das Plasmid
PET27bmod-psopll-His. Flankierend wurden der T7-Promotor sowie T7-Terminator-
Primer und als Mutageneseprimer die Paare psoplIL40Thin/rev sowie psoplIF86Thin/rev
verwendet. Die synthetisierten DNA-Fragmente psopll-His-L40T, psopll-His-F86D und
psopl-His-L40T/F86D wurden mit Ncol und Hindlll geschnitten und mit einem ebenfalls
Ncol/HindllI-geschnittenen pET27bmod-psopll-His ligiert. Nach der Transformation
dieser Konstrukte in E. coli XL1-Blue Zellen wurden die positiven Klone nach der
Isolierung der Plasmide durch Sequenzierung selektiert. Zur Expression der Mutanten
wurden pET27bmod-psopll-His-L40T, pET27bmod-psopll-His-F86D und pET27bmod-
psoplI-His-L40T/F86D in E. coli BL21(DES3) transformiert.

Fur die Expression von sopl wurde ebenfalls das Plasmid pET27bmod verwendet. Die
Klonierungsstrategie fur den Expressionvektor pET27bmod-sopl-His ist in Abbildung 3.3
wiedergegeben. Durch PCR wurde sopl aus dem Plasmid pSopFS-Eco (Ferrando-May et
a. (1993), welches Prof. Dr. Dieter Oesterhelt (MPI fur Biochemie, Martinsried) zur
Verfugung gestellt hat, amplifiziert. Hierbei erfolgte unter Verwendung der Primer soplhin
und soplrev eine Umwandlung der urspringlichen C- und N-terminalen ECoORV-
Schnittstellen in eine N-terminale Ncol- und eine C-terminale EcoRI-Schnittstelle. Wegen
der EinfUhrung eines C-terminalen Histidin-Tags wurde gleichzeitig das Stop-Kodon TGA
durch das Glutaminsaure-kodierende Basentriplett GAG ausgetauscht. Der Zielvektor
pPET27bmod-sopl-His wurde durch Ligation des Ncol/EcoRI-geschnittenen psopll-DNA-
Fragmentes mit dem ebenfalls Ncol /EcoRIl verdauten Vektor pET27bmod-psopll-His
erhalten und sequenziert. Diese Klonierung erlaubt die Expression von sopl mit
C-terminalem Histidin-Tag, wobel folgende Peptidsequenz kodiert wird:

sopl-His:  MDAV........... TAADE*°NSHHHHHHH.
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ECORV EcoRv

pET27bmod-psopll-His

pSopFS-Eco

5" EcoRV —> Ncol
3" EcoORV —> EcoRI
Deletion des Stopp-Kodons

l Restriktion 1. PCR Amplifikation

2. Restriktion
Neot EcoRy Hindl//

m“\o@‘
4
&’\

Ncol EcoRl

pET27bmod-psopll-His

/m;o(

e©
<A

pET27bmod-sopl-His

Abb. 3.3 Klonierung des Expressionsvektors pET27bmod-sopl-His fur die Synthese von SRI
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Praparation von pSRIl und Mutanten

Die Expression von psopll bzw. psopll-Mutanten und die Reinigung der Proteine erfolgte
nach der Methode von Shimono et al. (1997) und Hohenfeld et al. (1998). Bei diesem
Verfahren werden die Pigmente durch NiNTA Affinitdtschromatographie Uber den
C-terminalen Histidin-Tag gereinigt. Wie man am Verhdltnis der Chromophor-
Absorptionen bei 500 nm zu den Absorptionen des Proteinriickgrates bei 280 nm erkennt,
konnen pSRII, und pSRII-Mutanten in hoher Reinheit prapariert werden. In Abbildung 3.4
ist exemplarisch das UV/VIS-Spektrum des pSRII dargestellt. Sowohl fur pSRII, als auch
fur die Mutanten pSRII-L40T, pSRII-F86D und pSRII-L40T/F86D wird ein ideales
Verhantnis Asoo/Azso von 1:1,5 erreicht (Krebs et a. (1995)). Die Ausbeuten weichen
unterhalb der einzelnen Pigmente deutlich ab (siehe Tabelle 3.1). Wahrend beim Wildtyp
und der Mutante pSRII-L40T etwa 1mg Protein pro Liter Zellkultur prépariert werden
kann, reduziert sich die Ausbeute im Fale von pSRII-F86D und pSRII-L40T/F86D
10-20fach. Iwamoto et al. (1999) registrieren ebenfalls eine deutlich verminderte Ausbeute
der Mutanten pSRII-F86D und pSRII-L40T/F86D im Vergleich zum Wildtyp, was auf eine
systematisch verminderte Expression der Mutanten schlief3en |&3t und nicht auf Verluste

wahrend der Reinigung.

Tabelle 3.1: Ausbeuten der pSRII-Préparation

Wildtyp PSRII-L40T PSRII-F86D  pSRII-L40T/F86D

mg Protein/ 1 09 0,1-0,2 0,05-0,1
L Zellkultur
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Absorption
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Abb. 3.4 Absorptionsspektrum von pSRII nach Reinigung tber Ni-NTA -Affinitétschromatographie

Praparation von SRI

Im Unterschied zum pSRII sind die halobakteriellen Rezeptoren SRI und SRII wegen ihrer
Empfindlichkeit gegentber &uReren Einflissen biochemisch wesentlich schwieriger
zuganglich. Zum Beispiel denaturieren SRI und SRII bei Salzkonzentrationen unterhalb
von 2M NaCl innerhalb von wenigen Minuten und auch unter optimierten Bedingungen
sind die Proteine bei RT nur bedingt stabil (Scharf et al. (1992)). Unter Berticksichtigung
dieser Eigenschaften konnte mit dem SRI erstmalig ein sensorisches Rhodopsin aus
H. salinarumin E. coli exprimiert und gereinigt werden. Hierzu wurde die Methode von
Shimono et a. (1997) und Hohenfeld et al. (1998) derart modifiziert, dald die Aufarbeitung
der geernteten Zellen moglichst wenig Arbeitsschritte und einen geringen Zeitaufwand
erfordert. Zudem enthielten sémtliche Puffer 4 M NaCl. In Abbildung 3.5 ist ein Foto der
geernteten Zellen 2h nach der Induktion durch IPTG dargestelit.
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Absorption

1 s 1 s 1 s 1 s
300 400 500 600 700
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Abb. 3.5 Oben: Transformierte (pET27bmod-sopl-His) E. coli BL21(DE3) Zellen 2h nach Induktion. Den
Zellen im rechten Gefdl wurde zusdtzlich zum [IPTG all-trans Retinal zugesetzt. Unten:
Absorptionsspektrum vom heterolog exprimierten und gereinigtem SRI. Die pH-abhangige V erschiebung des
Absorptionsmaximums wird durch das Dissoziationsgleichgewicht von Asp76 bewirkt (Rath et al. (1994)).
Die Bande um 400 nm im Spektrum vom SRI konnte bisher nicht eindeutig interpretiert werden. Anhand der
stark hypsochromen V erschiebung wird davon ausgegangen, dal3 eine deprotonierte SB vorliegt (Krebs et al.
(1993)).

Anhand der Blauféarbung des Zellpellets wird deutlich, dal3 SRI, welches maximal
zwischen 550 nm und 590 nm absorbiert, mit hohen Ausbeuten synthetisiert wird. Nach
dem mechanischen Aufschlufld der Zellen im Microfluidizer werden vor der Solubilisierung
der Membranen durch zweistiindige Inkubation in Gegenwart von DM (2 % w/v) lediglich
die Zelltrimmer durch 45minltige Zentrifugation bel 5000 x g abgetrennt. Dem Solubilisat
wird nach erneuter Zentrifugation bel 5000 x g direkt das NkNTA zugestetzt, welches

nach 45mindtiger Inkubation unter leichtem Schwenken eine tiefblaue Farbe annimmt. Die
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Abtrennung von unspezifisch gebundenen Proteinen und Verunreinigungen erfolgt in einer
Chromatographiesdule durch einen pH-Gradienten. Nach dem Waschen bel pH 6,0,
werden bei pH 5,4 typische Verunreinigungen an Cytochromen ( max = 410 nm) entfernt.
Im letzten Schritt wird das gereinigte SRI bei pH 4,0 euiert und umgehend auf pH 7,0
titriert. Diese Modifikationen des in Abschnitt 2 detallliert dargestellten Verfahrens
ermoglichen die Préparation von gereinigtem SRI innerhalb von zwdlf Stunden nach dem
Animpfen der Zellkultur. Die Ausbeute liegt mit bis zu 3mg Protein pro Liter Zellkultur
3fach hoher als bel der heterologen Expression von pSRII (siehe Tabelle 3.1).

In Abbildung 3.5 ist das Spektrum des gereinigten SRI wiedergegeben. Anhand der
Absorption des Chromophors bel 580 nm im Vergleich zu denen des Proteinriickgrates bel
280 nm kann eine Reinheit des SRI von > 95 % abgeschétzt werden (Krebs et al. (1995)).
Zum homolog exprimierten SRl erkennt man keine Unterschiede der
Absorptionseigenschaften. Wie Krebs et al. (1995) berichten, verschiebt sich das
Absorptionsmaximum reversibel mit zunehmendem pH von 580 nm bei pH 5,5 auf 550 nm
bei pH7,5 wobe zusdtzlich die Amplitude der Bande bei 400 nm abnimmt. Diese
Verschiebung ist auf das Dissoziationsgleichgewicht von Asp76 zurtckzufUhren, welche
einen pK, von 7,2 besitzt (Rath et a. (1994)). Auch die im folgenden Abschnitt
beschriebene Anayse des Photozyklus liefert keine Hinweise auf abweichende

Eigenschaften des heterolog exprimierten SRI.
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3.2 Absorptionsspektrometrische Analyse der SR-Photozyklen

Die Kenntnis der Photozyklen ist die Grundlage fur die Analyse der Reizaufnahme und
Aktivierung der Signaltransduktionskaskade durch die sensorischen Rhodopsine (SR).
Photochemisch angeregt, relaxieren die Rezeptoren durch thermischen Zerfall Uber
verschiedene Intermediate in den Grundzustand, wobei sich die Absorptionseigenschaften
des Proteins andern. Somit lassen sich durch die Untersuchung der transienten
Absorptionen mittels Laserblitzspektroskopie die Intermediate charakterisieren und die
Kinetik des Photozyklus bestimmen. Wegen der Komplexitdt der Photozyklen gibt es
verschiedene Ansdtze zur Analyse der Absorptionsdaten. Chizhov et a. (1996)
entwickelten ein standardisiertes Verfahren, welches in dieser Arbeit verwendet wurde. Im
Anhang (Abschnitt 7) ist eine Beschreibung der verwendeten Analysemethode
wiedergegeben. Zundchst wird die minimale Anzahl der Exponentialterme bestimmt, die
far eine Simulation der experimentellen Daten ausreicht. Unter der Annahme, dal3 sich der
Photozyklus durch irreversible Folgereaktionen erster Ordnung beschreiben &3, werden
aus den Amplitudenspektren der Exponentialterme die Absorptionsspektren der
Photointermedi ate berechnet.

3.2.1 Photozyklus von pSRIl und Mutanten

Obwohl der pSRII-Photozyklus bereits von verschiedenen Gruppen untersucht wurde,
exigtiert kein detailliertes kinetisches Modell. Durch die Beschrénkung der Analysen auf
wenige Wellenlangen und/oder auf ein Zeitfenster, dal? entweder die frihen oder die spéten
Reaktionsschritte in der Sequenz erfaldt, konnten bisher nicht alle bekannten Intermediate
auf der Grundlage eines Datensatzes charakterisiert werden (Miyazaki et a. (1991), Scharf
et a. (1992), Hirayama et a. (1992), Imamoto et a. (1992)). Mit der
absorptionsspektrometrischen Untersuchung des pSRI1-Photozyklus nach der Methode von
Chizhov et a. (1996) sollte ein kinetisches Modell entwickelt werden, welches auf ein
mathematisch reproduzierbares Verfahren beruht und den kompletten Photozyklus ab
500 ns nach Aktivierung des pSRII beschreibt. Hierbei sollten die Absorptionsspektren
dler Intermediate ermittelt werden. Mit diesem Modell als Arbeitsgrundlage sollte eine
Pattform geschaffen werden, die eine schnelle und standardisierte Charakterisierung von

pSRII-Mutanten ermdglicht.



Ergebnisse 33

Multiexponentielle Datenanalyse

Fur die Datenerfassung wurde eine in PM-Lipide rekonstituierte pSRII-Probe mit einer
ODsyp =1 verwendet. Hierbei wurde sowohl in H. salinarum, as auch in E. coli
exprimiertes pSRII verwendet, wobei keine unterschiedlichen Eigenschaften der Proben
festgestellt wurden. Die Absorptionsénderungen des pSRIl wurden bel 12 verschiedenen
Temperaturen von 10°C bis 65°C (5°C Schrittweite) im Wellenldngenbereich von 360 nm
bis 660 nm (10 nm Schrittweite) aufgenommen. In Abbildung 3.6 ist exemplarisch der
Datensatz bel 25°C dargestellt. Man erkennt drei charakteristische Banden bei 400 nm,
500 nm und 550 nm, welche das Mgygo-Intermediat, den pSRII-Grundzustand und das
Osgo-Intermediat représertieren. Im folgenden beschrankt sich die bildliche Darstellung des
pSRII-Photozyklus auf diese drei diagnostischen Wellenléngen.
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Abb. 3.6 Transiente Absorptionen des in PM-Lipiden rekonstituierten pSRIl bei 25°C und pH 8,0
(150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl).
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Mit dem MEXFIT-Programm wurde jeder Datensatz nach der Methode der kleinsten
Quadrate fur nichtlinare Systeme anaysiert (Miller und Plesser (1991), Chizhov et al.
(1996)). Hierbei wurden die Datenpunkte von 500 ns bis 10s nach dem Laserpuls
unabhangig fur jede Temperatur durch eine Summe von Exponentiatermen simuliert.
Unter der Annahme, dal3 sich der pSRII-Photozyklus durch eine Sequenz irreversibler
Reaktionen 1. Ordnung beschreiben &3, mul3 die Zahl der Exponentialfunktionen mit der
Anzahl der Intermediate des Photozyklus Ubereinstimmen. Die Exponenten stellen dann
die apparenten Geschwindigkeitskonstanten ki der einzelnen thermischen Zerfalle dar, aus
denen sich die Halbwertszeiten (t; = In2/k;’) der Intermediate berechnen lassen. Um die
minimale Anzahl der Exponentialfunktionen zu bestimmen, die zur Simulation der
experimentellen Daten ausreicht, wurde deren Zahl sukzessive erhoht, bis sich die
Standardabweichung der gewichteten Residuen nicht mehr signifikant verringerte. Die

Ergebnisse dieser Datenanalyse sind in Abbildung 3.7 und Tabelle 3.2 wiedergegeben.
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Abb. 3.7 Differentielle Absorptionsdnderungen des pSRII im Temperaturbereich von 10°C bis 65°C und
deren Anpassungsfunktionen (exemplarisch fur 10°C in Rot). Alle Datensétze wurden mit rekonstituiertem
pSRII bei pH 8,0 (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI) aufgenommen.
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Fir die Absorptionsdnderungen bei  10°C bis 35°C ergeben sich  acht
Exponentialfunktionen, ansonsten reichen sieben Funktionen fir eine Anpassung der
experimentellen Daten aus. In Abbildung 3.8 sind die Amplitudenspektren aller
Exponenten (by, Gl. 8, Abschnitt 7) und die daraus abgeleiteten differentiellen Spektren
(e, Gl. 9, Abschnitt 7) dargestellt. Am einheitlichen Verlauf der Spektren erkennt man
bereits, dal3 die fur jede Temperatur unabhangig ermittelten Exponenten korrelieren. Der
Wegfall von t1 bel der Simulation der Datensétze, die oberhalb von 35°C aufgenommen
wurden, ruhrt daher, da3 t1; Werte < 500 ns annimmt und mit der Mef3anordnung nicht
mehr detektiert werden kann. Aus der Datenanlyse geht hervor, dal3 der pSRII-Photozyklus
acht kinetisch unterschiedbare Intermediate durchlauft von denen das kurzlebigste nur bis
35°C aufgel 0st werden kann.

Wellenlange, nm

Abb. 3.8 Amplitudenspektren (b;j, linke Halfte) der Exponenten und deren Kkorrespondierende
Differenzspektren fur alle beobachteten Temperaturen (&, rechte Hélfte). Die Differenzspektren wurden nach
Gl. 9 (Abschn. 7) berechnet.
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Temperatur- und pH-Abhéangigkeit der app. Geschwindigkeitskonstanten

Ein wichtiges Kriterium fir die physikalische Relevanz der ermittelten
Geschwindigkeitskonstanten ki und ihrer Zuordnung zu einem bestimmten Intermediat ist
deren Temperaturabhangigkeit. Im Arrheniusdiagramm (Abbildung 3.9) wird die
Korrelation der unabhangig voneinander ermittelten Ratenkonstanten ersichtlich.

Jede Ratenkonstante weist eine lineare Temperaturabhangigkeit auf, wie sie fur das
zugrunde liegende Modell sequentieller Folgereaktionen zu erwarten ist. Dadurch lassen
sich die apparenten Aktivierungsenthalpien DH* und -Entropien DS* jedes einzelnen
thermischen Zerfalls nach der Gleichung von Eyring (Abschnitt 7, Gl. 12) abschétzen
(Tabelle 3.3).
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Es wird deutlich, dal3 die Habwertszeit der Intermediate in erster Linie von der
Aktivierungsentropie bestimmt wird, da die Aktivierungsenthalpie mit Werten um
50 kdJmol kaum variiert. Diese Tendenz ist auch beim BR festzustellen (Chizhov et al.
(1996)).

Tab. 3.2 Apparente Aktivierungsparameter des pSRI|I-Photozyklus*

t1 to t3 ta ts te t7 tg

DH" 74+4 55+1 48+£3 30x4 551 551 41+ 3 50+3
(k¥moal)

DS* 120+15 31+1 30+x4 -94+10 -43+3 -49+3 -102+11 -78+10
(J/ molK)

* ermittelt durch Anpassung nach Eyring (12)

Weitere Informationen liefert die pH-Abhangigkeit der apparenten
Geschwindigkeitskonstanten, die ebenfalls in Abbildung 3.9 dargestellt ist. Man erkennt
deutlich, dal3 die ermittelten Ratenkonstanten im beobachteten Bereich von pH 9,0 bis
pH 5,5 kaum von der Protonenkonzentration beeinfluf®t werden. Lediglich bel t4 - t7 ist
von pH 6,0 zu pH 5,5 eine Tendenz zu erkennen, die auf eine 2fache bis maximal Sfache
Beschleunigung der entsprechenden Reaktionsschritte hinweisen. Ob diese Tendenz
signifikant ist, 183t sich an dieser Stelle wegen der geringen Anzahl von zwel
Datenpunkten aber nicht beurteilen. Bei Datenpunkten unterhalb von pH5,5 ist die
Interpretation erschwert, da, wie spéater gezeigt wird, durch die Protonierung von Asp75
eine pSRII-Spezies pSRII® entsteht, die einen unabhangigen Photozyklus aufweist (siehe
"Untersuchung des extrazellul&ren Protonenkanals’).
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Absolute Spektren der Intermediate und kinetisches Modell

Aus den apparenten Geschwindigkeitskonstanten k™ lassen sich auf Basis des Modells
einer Sequenz irreversibler Folgeraktionen 1. Ordnung die Absorptionsspektren der
einzelnen Intermediate berechnen (Nagle (1991), Chizhov et a. (1996)). Hierzu missen
die ermittelten Konstanten k" den intrinsischen Ubergéngen (P,) von einem zum anderen
Intermediat zugeordnet werden. Bel acht kinetisch aufgel6sten Intermediaten ergeben sich
selbst bel diesem einfachsten Modell insgesamt 8! = 40320 verschiedene Mdglichkeiten
der Zuordnung, die ale zu unterschiedlichen Intermediatspektren fuhren. Allerdings
ergeben die meisten Kombinationen physikalisch bedeutungslose Spektren, die z.B.
negative Absorptionen oder unrealistische Amplituden aufweisen. Desweiteren erleichtert
die Bandbreite der Werte Uber sechs Grofenordnungen eine sinnvolle Zuordnung der
Ratenkonstanten. Letztlich lieferte die Annahme einer systematischen Verlangsamung der
Zerfdlle in der Sequenz, wie sie auch bei den anderen archaeabakteriellen Rhodopsinen
postuliert wird, das beste Modell (Bogomolni et al. (1987), Scharf et al. (1992)):

PRIl ¥HI® R ¥#4® P, Y#4® xR, ¥#4® pRIl - t, <t,,,

Auf der Grundlage dieser Sequenz lassen sich die Absolutspektren der Intermediate
berechnen (GI. 9, Abschnitt 7). Die hierfir notwendige "Cycling Fraction" R, die den
Anteil der Molekile beschreibt, die nach Belichtung den Photozyklus durchlauft, wurde
mit 11+ 1% bestimmt. Grundlage bei der Bestimmung war die Abwesenheit von
negativen Absorptionen und realistische Extinktionskoeffizienten, dh., die Intermediate
weisen in den absoluten Spektren alle dhnlich starke Absorptionen wie der Grundzustand
auf. Der niedrige Anteil von 11 % angeregter Molekile ist auf die Anregungswellenlénge
von 532nm zurickzufihren, welche mit 34nm recht wet neben dem
Absorptionsmaximum liegt.

Die berechneten Absorptionsspektren der Intermediate, sowie deren Gauss-Anpassungen
(Birge (1990)) sind in Abbildung 3.10 fur jede beobachtete Temperatur dargestellt.
Obwohl acht Ubergange (P1 bis Pg) kinetisch aufgel st wurden, sind in den Spektren durch
Anpassung mittels Gauss-Funktionen nach Birge (1990) nur funf spektral distinkte Banden
nachweisbar (siehe Abbildung 3.10). Anhand der spektralen Verschiebung der
Absorptionsmaxima relativ zum Grundzustand und ihren kinetischen Eigenschaften lassen

sich diese Banden in Anlehnung an die BR-Nomenklatur dem Ksio, Lags, Maoo Nags und
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Osgo-Intermediaten zuordnen. Ksio, Lags und Maoo Sind in den Spektren von Py (K), P> (L),
sowie P, und B (beide M) als einzelne, temperaturunabhangige Banden identifiziert. Das
Osgo-Intermediat ist in B zusammen mit Mygp zu erkennen, wobei sich systematisch die
Amplitude von Osg mit zunehmender Temperatur vergrof3ert, wahrend die
M 400-Absorption abnimmt. Ahnlich verhalt es sich mit Nggs das in P, von der intensiven
Bande des Os4o Uberlagert ist und nur bei den Spektren bei 10°C — 30°C zu erkennen ist. Ps

stellt eine Superposition der Banden von Os4o und des Grundzustandes dar.

Abb. 3.10 Absorptionsspektren

p der Intermediate im

1
1ms (25 °C){ |
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65°C. In jedem Graphen ist der
Grundzustand wiedergegeben

(schwarz) und die berechneten

Punkte des jeweiligen

Intermediatspektrums fir jede
beobachtete  Temperatur. Die
durchgezogenen Linien
reprasentieren die Gauss-Fits der
berechneten Spektren (Chizhov et
a. (1998), Birge (1990)). Die
Pfeile in den Spektren B, Bs;, Py
und Pg geben den systematischen
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Das Auftreten mehrerer Absorptionsbanden in den berechneten Spektren der kinetisch
aufgelosten Intermediate wurde bereits von Chizhov et a. (1996) bel der Anayse des
BR-Photozyklus mit der gleichen Analysemethode registriert. Die Autoren erkléren diese
Beobachtung durch schnelle Quasigleichgewichte zwischen zwel spektral unterscheidbaren
Intermediaten, welche kinetisch nicht aufgeldst werden kénnen. Durch dieses Modell 103t
sich auf einfache Art die fir den BR-Photozyklus lang diskutierte Frage erklaren, warum
die Zahl der Exponentialfunktionen, die zur Beschreibung der experimentellen Daten
notwendig ist, die Anzahl der spektralen Intermediate Ubersteigt. Zudem behélt durch diese
Annahme das einfachste kinetische Modell irreversibler Folgereaktionen 1. Ordnung seine
Gultigkeit, wenn die Gleichgewichtsreaktionen wesentlich schneller erfolgen als die
Bildung und der Zerfall der Quasigleichgewichte (Chizhov et al. (1996)). Ubertragen auf
den pSRII-Photozyklus, stellen Ps, Ps, P, und Ps temperaturabhéngige Quasigleichgewichte
zwischen Lags und Mago (Ps), Maoo und Osgo (Ps), Mago und Nags (P bei 10°C-30°C) bzw.
N g5 und Os4p (P7 ab 30°C) und Os40 und pSRIIso0 (Ps) dar.

Abb. 3.11 Spektren der Intermediate K, L, M, N
und O. Die Spektren wurden durch Anpassung
der berechneten Spektren in Abb. 3.4 nach Birge,
(1990) und Metzler und Harris (1979) ermittelt.*

Um die spektrale Verschiebung zu verdeutlichen,
ist in jeder Abbildung auch das pSRII-
Grundspektrum wiedergegeben. Bei den Spektren
mit Feinstruktur (pSRII, K, L, M) sind zusétzlich

die Einzelbanden der Komponenten as
gestrichelte Linien dargestellt. *

Dnr _ _ DL

n>nm'm, e()=0,n £n T
g (0] e(| ):e expi[- In2 gn((lﬂ - 1/1 max)(r 2_1) +])l;12t|
N 41 ] max i (Inr)Zé Dnr Hly)

0,4

Dn (cmiY) ist die Halbwertsbreite, e (M™* cmi?) ist
der molare Extinktionskoeffizient. Die
Hintergrundstreuung wurde polynomisch durch A

3(I)0 4(I)0 5(I)0 6(I)0 3(I)o 4(I)o 5(I)o 6(I)o +B/|C(A:-0031001 B:(37113)X109 c
Wellenlange, nm ’ ! ) ) )

0,0

=39 + 0,6) simuliert. Die einzelnen Parameter
sind in Tabelle 3.3 aufgefihrt.
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Tabelle 3.3 Parameter der Gaussanpassung der |ntermediatspektren

e X 10* M em™t) 1 Dn (cmit) | (nm)

pSRII 3,85+ 0,06 1,00 + 0,06 2015+ 152 4970+ 1,3
23+0,3 1,26+ 0,25 1735+ 333 4575+ 3,1
1,1+ 04 1,8+ 04 2808 + 1722 419 + 15
03+ 04 1,0+ 15 3790 + 3000 371+ 26

c? 0,0001

K 35+0,1 1,0+ 0.3 2620 + 850 511+ 6
1,6+0,2 16+24 2256 + 6090 466 + 50
06+ 3 1,3+19 3500 + 6000 417 + 110

c? 0,009

L 2,7+ 0,02 1,13+ 0,07 4000 + 270 493+ 15
08+0,1 1,2+02 4010 + 400 404 + 45

c? 0,002

M 34+0,1 1,65+ 0,25 3265 + 930 403 + 4
0,95+ 0,8 1,9+ 04 3237 + 880 377+ 4

c? 0,001

N 41+04 1,58 + 0,04 3917 + 102 486 + 2

c? 0,0002

o} 44+02 1,13+ 0,02 2719+ 55 536+ 1,5

c? 0,0002

Auf der Grundlage dieser Uberlegung |43 sich aus den Spektren der Intermediate das in
Abbildung 3.11 dargestellte kinetische Modell des pSRII-Photozyklus herleiten. Nach
photochemischer Anregung wird innerhalb der Nachweisgrenze (< 100 ns) Ksip (Pi)
gebildet, welches mit einer Halbwertszeit von t; =1 ps (25°C) zu Lyos (P) zerfélt. Lygs
geht mit t, =10 ps (25°C) in ein temperaturabhangiges Lygs « Maoo Gleichgewicht Uber,
wobe sich das Verhdtnis systematisch von 25 % Mgoo bei 10°C auf 100 % Mago bel 65°C
verschiebt. Anschlieflend wird mit t3 = 30 us auch bei 25°C reines Mago (Ps) gebildet. Das
langlebige Maoo in P, erféhrt mit t4 = 2 ms eine Umwandlung in ein weiteres Mago (Ps),
welche spektroskopisch nicht voneinander unterscheidbar sind. Dies kdnnte ein Hinweis
auf den postulierten molekularen Schalter sein, der den Orientierungswechsel des
M-Intermediates von der extrazelluléren Seite zum Zytoplasma beschreibt (Oesterhelt et al.
(1992)). Das Mygp zerfdlt mitts = 100 msund te = 400 ms Uber zwei Quasigleichgewichte
mit Osao (Ps und P7) und Nags (P7), wobel im letzteren (P7) die Osao und Nags —Amplituden
Uberwiegen und bei Temperaturen oberhalb 35°C 100 % Os4o vorliegt. Am Ende des
Photozyklus zerfdlt Osqo mit tg=1,2 s, in dessen Spektrum (Pg) bereits typische
Absorptionen des pSRII-Grundzustandes dominieren.
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Abb. 3.12 Modell des pSRII-Photozyklus

Dieses Modell weist groRe Ahnlichkeit mit dem Photozyklus der lonenpumpe BR nach
Chizhov et al. (1996) auf. Der Reaktionsweg einschliefflich der Quasigleichgewichte ist
nahezu identisch und es scheint, as sai lediglich die Kinetik der beiden Photozyklen
verschieden. Wahrend die Bildung von Mago (Ps) andlog zu BR innerhab von 50 ps
erfolgt, verlangsamt sich der Mggo-Zerfall etwa 200fach auf 500 ms bis 1s. Auf
molekularer Ebene bedeutet dies, dal3 die den Mygo-Zerfall charakterisierende
Reprotonierung der  SB im  pSRII  gehemmt ist. Diese verlangsamte
Reprotonierungsreaktion ist konsistent mit den vorhandenen strukturellen Daten.
Vergleicht man die Aminosduresequenzen von pSRII und BR, stellt man eine weitgehende
Homologie im extrazelluldren Teil des Protonenkanales fest, der die Deprotonierung der
SB bestimmt (Seidel et al. (1995), Luecke et a. (1999)). Im zytoplasmatischen Kana
hingegen, wo die Reprotonierung der SB stattfindet, sind viele der polaren oder geladenen
Reste im BR, wie z. B. Thrd6 und Asp38 (BR) im pSRIl gegen die aliphatischen
Aminosduren Leud0 und Gly32 ausgetauscht. Insbesondere findet man an der Position der
SB-Protonendonorgruppe Asp96 im pSRII die neutrale Aminosaure Phe86, wodurch die

langsame Aufnahme eines Protons von der zytoplasmatischen Seite erklart werden kann.



Ergebnisse 43

Trotz der unterschiedlichen Geschwindigkeit der SB-Reprotonierung durchlduft nach dem
hier postulierten Modell das angeregte pSRII die gleichen Intermediate mit &hnlichen
Quasigleichgewichten wie BR. Daher sollten die Reaktionsmechanismen beider Proteine
weitgehend homolog sein und auch das pSRII ein Proton Uber die Membran nach Aul3en
trangportieren. Um dieses Modell zu Uberpriifen, wurde der Einflul ortsspezifischer
Mutationen im extrazelluldren und zytoplasmatischen Protonenkanal untersucht.
Besonderes Augenmerk wurde auf die kinetische Charakterisierung des Maoo-Intermediates
gelegt, weil dessen Bildung und Zerfal vermutlich mit der Protonenabage und -aufnahme
des Proteins gekoppelt ist. Diese im folgenden dargestellten Experimente sollten wichtige
Informationen in Hinblick aud die elektrophysiologischen Untersuchungen liefern. Zudem
koénnen die Resultate zum Verstandnis der Signal Ubertragung beitragen, da My as das
physiologisch aktive Intermediate vermutet wird, welches mit dem Transducer in
Wechsalwirkung tritt (Yan und Spudich (1991), Yan et al. (1991))

Untersuchung des extrazellularen Protonenkanals

Photozyklus der Mutante pSRII-D75N und pSRII

Mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dal3 mit der Bildung von Moo
das Proton der SB auf ein Aspartat an der Position 75 im extrazelluléren Protonenkanal
Ubertragen wird (Engelhard et al. (1996)). Ein Austausch von Asp75 gegen die ungeladene
Aminosaure Asparagin (Asn) sollte daher drastische Folgen fir die Photochemie des pSRI|
haben. In der Tat beobachtet man bei der pSRII-Mutante D75N ein von 498 nm auf
522 nm bathochrom verschobenes Absorptionsmaximum und eine Auflésung der
Feinstruktur (Lattenberg (1999)). Eine &hnliche spektrale Verschiebung wurde auch bei
anderen archaebakteriellen Rhodopsinen als Folge einer Neutralisierung der Gegeladung
zur SB festgestellt (Zhu et a. (1997), Scharf und Engelhard (1994), Kimura et a. (1984)).

Da sich die Gegenladung zur SB nicht nur durch Mutation, sondern auch durch eine
Protonierung neutralisieren &3, sollte sich der pKa von Asp75 im pSRII durch eine
Analyse der pH-Abhangigkeit der pSRII-Absorptionen bestimmen lassen. Zu diesem
Zweck wurden die Absorptionsspektren einer rekonstituierten pSRII-Probe bel 22
verschiedenen Protonenkonzentrationen zwischen pH 8,0 und pH 0,5 aufgenommen. In
Abbildung 3.12 sind exemplarisch die Spektren bei pH 8,0, pH 3,0 und pH 0,5 dargestellt.
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Mit zunehmender Protonenkonzentration verschiebt sich ausgehend von pH 8,0 das
Absorptionsmaximum systematisch bathochrom auf 525nm bei pH 4,5, was dem
Absorptionsmaximum der Mutante pSRII-D75N (522 nm) entspricht. Das urspringliche
Spektrum kann nahezu wiederhergestellt werden, indem man die Protonenkonzentration
weiter auf pH 0,5 erhoht und zusétzlich eine Kochsalzkonzentration von 3 mol/l einstellt.
Diese pH-Abhangigkeit der Absorptionsspektren |&3t sich zum einen mit der Titration von
Asp75 zwischen pH 8,0 und pH 3,5 erklaren. Zum anderen deutet die Regeneration des
urspringlichen Spektrums bel pHO5 und 3M Kochsalz auf eine wenig affine
Chloridionen-Bindungsstelle in der Néhe der SB, wie sie auch bel BR beobachtet wurde
(Fischer und Oesterhelt (1979), Dér et al. (1991)). Das Chlorid Gbernimmt in diesem Fall
die Rolle des Gegenions zur SB womit die hypsochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums erklérbar ist.

Zur Abschédtzung des pKa von Asp75 wurden Differenzspektren durch Subtraktion der
Absorptionen bel pH 8,0 von denen bei niedrigeren pH-Werten gebildet und die Integrale
der positiven Banden gegen den pH-Wert aufgetragen. Eine sigmoidale Anpassung lieferte

einen Wendepunkt, der einem pK, (Asp75) = 5,6 £ 0,1 entspricht (Abb. 4.13).

Absorption

anon 400 a0 B0D 700 BRD

Wellenlange, nm

Abb. 4.13 Absorptionsspektrum von rekonstituiertem pSRIl bei pH 8,0 (durchgezogene Linie), pH 3,0
(gepunktete Linie) und pH 0,5, 3M NaCl (gestrichelte Linie). Die Titrationskurve von Asp75 wurde aus der
Analyse der Absorptionsspektren bei pH-Werten zwischen pH8,0 und pH 3,5 abgeleitet. Es wurden
Differenzspektren durch Subtraktion des Spektrums bei pH 8,0 von denen >pH 8,0 gebildet und die positiven

Banden gegen den pH aufgetragen. Eine sigmoidale Anpassung ergibt einen pK, (Asp75) von 5,6 + 0,1.
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Um die Auswirkungen der Neutraliserung von Asp75 auf den pSRII-Photozyklus zu
untersuchen, wurden die transienten Absorptionen der Mutante pSRII-D75N bei pH 8,0
und des wt-pSRII® (dh. wt-pSRIl bei pH 3,0) analysiert. In Abbildung 3.14 sind die
differentiellen Absorptionsdnderungen bel den drei diagnostischen Wellenlangen
dargestellt. Beide Photozyklen sind nahezu identisch und unterscheiden sich drastisch von
dem des Wildtyps bel physiologischem pH. Innerhalb des zeitlichen Detektiondimits
(200 ns) wird ein Intermediat gebildet, welches bel 560 nm maximal absorbiert und Uber
einen Zeitraum von ~ 10 ms stabil ist. Dieses Intermediat zerfalt mit einer Halbwertszeit
von t =28 ms (pSRII-D75N) bzw. 65 ms (pSRII™) wobei zeitgleich der Grundzustand
regeneriert wird. Ein Mygg-Intermediat wird nicht nachgewiesen, wie man deutlich an der

Abwesenheit von Absorptionen um 400 nm erkennt.
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Abb. 3.14 Differentielle Absorptionsanderungen von pSRII-D75N (rot, 300 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH
8,0, 0,1% DM) und pSRII""’:i (schwarz, pSRII bei 300 mM NaCl, 10mM Tris-HCI, pH 3,0, 0,1 % DM) bei
20°C. Eine multiexponentielle Analyse des Datensatzes (360 nm — 700 nm, 10 nm Schritte) liefert fir pSRII-

D75N zwei Halbwertszeiten t; = 7msund t, = 28ms. Eine einfach exponentielle Anpassung der

differentiellen Absorptionen bei 600 nm ergibt fiir pSRI 1% eine Halbwertszeit t = 65ms.
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Die Absorptionsdnderungen machen deutlich, dal3 Asp75 eine essentielle Rolle im
Photozyklus spielt und as Protonenakzeptors bel der Bildung des Mago-Intermediates
dient. Anhand der identischen Photozyklen von pSRII-D75N und pSRII® ist gezeigt, da
tatsachlich Asp75 bel der pH-abhéngigen Analyse der Absorptionsspektren titriert wurde
und somit der ermittelte pK, von 5,6 eindeutig diesem Rest zugeordnet werden kann. Es
stellt sich die Frage, ob das gebildete Intermediat einer bekannten Spezies des Photozyklus
zugeordnet werden kann. Die spektrale Verschiebung des Absorptionsmaximums relativ
zum Grundzustand, sowie die schnelle Bildungsgeschwindigkeit sind fir das K-
Intermediat  kennzeichnend. Allerdings spricht die lange Lebensdauer in der
GrolRRenordnung von  Millisekunden deutlich gegen ein K, welches in adlen
archaebakteriellen Rhodopsinen eine Halbwertszeit von ~1us besitzt. Das
Absorptionsmaximum und die Lebensdauer spricht fir ein O-Intermediat. Aber selbst
wenn man den BR-Photozyklus zu Grunde legt, ist die Bildungsgeschwindigkeit um
mindestens zwei Groféenordnungen fur ein charakteristisches O-Intermediat zu schnell.

Im BR relaxiert die korrespondierende Mutante BR-D85N Uber das K, L und
N-Intermediat (Braiman et a (1988), Needleman et al. (1991)). Eine analoge Sequenz kann
fir pSRI1-D75N und pSRII® ausgeschlossen werden, da kein Intermediat mit bathochrom
verschobenem Absorptionsmaximum (L, N) nachgewiesen werden kann. In diesem Fall ist
fir eine Zuordnung der transienten Absorptionen eine detailliertere Anayse der
Intermediatspektren erforderlich. Jedoch kann im Hinblick auf den vermuteten
Pumpprozel3 des pSRIlI angenommen werden, da® in Analogie zum BR, der
Protonentransport durch die Inhibierung der Mago-Bildung in pSRII-D75N sowie pSRII®
gehemmt ist.
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Untersuchung des zytoplasmatischen Protonenkanals

Die Photozyklen der Mutanten pSRII-F86D, pSRII-L40T und pSRII-L40T/F86D

Die Reprotonierung der SB (Mgoo-Zerfal) erfolgt nach dem abgeleiteten pSRII-Modell
vermutlich vom Zytoplasma. Um die strukturellen Ursachen fir den langsamen
Maoo-Zerfall beim pSRII zu untersuchen, wurden verschiedene pSRII-Mutanten hergestel It
und kinetisch charakterisiert. Hierzu wurden die adliphatischen Aminosauren im
zytoplasmatischen Protonenkanal des pSRII gegen die korrespondierenden, fur den
Protonentransport im BR wichtigen, polaren oder geladenen Reste ausgetauscht.

Zunéchst wurde die Mutante pSRII-F86D untersucht. An korrespondierender Position
findet sich im BR die Protonendonorgruppe der SB Asp96 (Butt et al. (1986)). Entfernt
man im BR Asp96 durch die Mutation D96N, beobachtet man einen auf das pSRII-Niveau
verlangsamten M-Zerfall (Tittor et al. (1989)). Da Asp96 (BR) im pSRII nicht konserviert,
sondern durch Phe86 ersetzt ist, sollte durch die Einflihrung von Asp an diese Position der
Moo-Zexfall beim pSRII beschleunigt werden.

In Abbildung 3.15 A/B sind die transienten Absorptionen wiedergegeben und denen des
Wildtyps gegenlibergestellt. Man erkennt deutlich, dal3 die Photozyklen von pSRII und
pSRII-F86D nahezu identisch verlaufen. Durch eine multiexponentielle Datenanalyse
lassen sich fur die Mutante alle acht Intermediate des Wildtypes mit fast identischen
Halbwertszeiten identifizieren. Diese sind in Tabelle 3.4 wiedergegeben. Offensichtlich hat
die einfache Mutation Phe® Asp an Position 86 keinen Einflul? auf den Photozyklus. Dies
mag daran liegen, dal3 der pK, der Asparaginsdure durch die unterschiedliche
Proteinumgebung in der pSRII Mutante verandert ist, so da? Asp86 die Rolle as
Protonendonor nicht erfillen kann. Zum Beispiel erkennt man in der Kristallstruktur von
BR eine Wechselwirkung mit einem Threonin (T46) (Luecke et a. (1999)), an dessen
Stelle in der Sequenz des pSRII ein Leucin (L40) zu finden ist. Leucin, als aliphatische
Aminoséaure, ist nicht in der Lage, Wasserstoffbriicken mit Asp86 auszubilden. Daher
wurde mit der Doppelmutante pSRII-L40T/F86D Threonin eingefihrt, um die
Proteinumgebung von Asp86 der von Asp96 im BR anzupassen.
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Abb. 3.15 Differentielle Absorptionsanderungen von pSRII (A), pSRII-F86D (B) und pSRII-L40T/F86D (C)
bei 20 °C und pH 8,0 (300 MM NaCl, 10 mM Tris-HCl).

Tab. 3.4 Apparente Halbwertszeiten von pSRII und Mutanten bei 20°C (pH 8,0)

t1 to i3 tg ts ts t7 ts
pSRII 1us 17us 50 us 15ms 120 ms 300 ms 500 ms 15s
F86D 1lus 11 ps 36 us 13 ms 90 ms 350 ms 570 ms 13s
L40T 10 s 85 us 12 ms 110 ms 480 ms 18s

L40T/F86D 20 ps 7ms 60 ms 370 ms 12s
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Bereits an den Absorptionsanderungen (Abb. 3.15C) erkennt man, da3 in der
Doppelmutante der Mgygo-Zerfal um zwei GrofRenordnungen beschleunigt ist. Die
Gesamtdauer des Photozyklus ist aber unverandert, da der Zerfall des Oso-Intermediates
nicht beeinflufd ist und deshalb Osso akkumuliert. Deutlich werden die Unterschiede zum
Wildtyp durch die multiexponentielle Datenanalyse. Wegen der geringen Signalamplitude
(0,01 DOD bei 400 nm), bedingt durch die geringe Proteinkonzentration (ODsgp = 0,3) und
eines Laserartekfaktes (Abb. 3.14 C) konnten nur funf Intermediate aufgelOst werden.
Hiervon sind in erster Linie die frihen, kurzlebigen Intermediate mit t <10 s betroffen.
Die ermittelten Konstanten konnten anhand der absoluten Spektren den Intermediaten des
Wildtyps zugeordnet werden (Tabelle 3.4). Fir den Mago-Zerfall ergeben sich zwel
Konstanten ts = 7 ms und t ¢ = 60 ms. Die dominierende schnelle Phase ist vergleichbar mit
dem M-Zerfal in BR (t =5 ms, Chizhov et a. (1996)). O hingegen zerfdlt mit der
gleichen Geschwindigkeit ¢7= 370 msund tg= 1,2 s) wie im pSRII 7= 500 ms und
tg = 1,5s). Hierdurch zeigt sich deutlich, dal3 die Lebensdauer des angeregten Proteins
nicht Uber die Reprotonierung der SB reguliert wird, da der Gyo- und der Mygo-Zerfall
kinetisch voneinander entkoppelt sind.

Zur Kontrolle, ob diese beobachteten Effekte tatsachlich auf die Doppelmutation
L40T/F86D zurickzufihren sind, wurde ebenfalls die einfache Mutante pSRII-L40T
hergestellt und deren Photozyklus analysiert. Die ermittelten Halbwertzeiten sind in
Tabelle 3.4 wiedergegeben. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp

registriert werden.
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Einflul® von externen Protonendonatoren auf den Mago-Zerfall

Sowohl im pSRII, as auch in der BR-Mutante D96N beschleunigt die Gegenwart von
Salzen schwacher anorganischer Sauren, wie das Natriumazid, die Reprotonierung der SB
(Miyazaki et al. (1992), Takao et al. (1998), Tittor et al. (1989)). Unklar ist, ob das Azidion
die Protonierung der SB durch en anderes Substrat katalysiert, oder
Stickstoffwasserstoffsdure HN3 direkt als Protonendonator wirkt (Braun und Lanyi
(1996)). Zudem stellt sich die Frage, ob sich die Zugabe von Azid auf den kompletten
Photozyklus auswirkt, oder, wie im Falle der pSRII-Mutante L40T/F86D, selektiv der
Maoo-Zerfal beschleunigt wird. Um den Effekt von Natriumazid auf den Photozyklus
genauer zu untersuchen wurden die Absorptionsénderungen des pSRII, pSRII-F86D und
pSRII-L40T/F86D bei verschiedenen Azidkonzentrationen und pH-Werten analysiert. In
Abbildung 3.16 ist die Konzentrationsabhangigkeit des Azideffektes fir pSRII dargestellt.
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Abb. 3.16 Transiente Absorptionen von pSRIl bei 20 mM (A), 100 mM (B) und 1M (C) Natriumazid (300
mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1 % DM), sowie fur pSRII-F86D bei 20 mM (D), 50 mM (E) und
100 mM (F) Imidazol (300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1 % DM). Die Absorptionsanderungen

wurden bei 400 nm, 500 nm und 550 nm aufgenommen.
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Man erkennt, dald der Mgypo-Zerfdl von pSRII  proportional mit zunehmender
Azidkonzentration beschleunigt wird, die Dauer des kompletten Photozyklus 2 s) aber
unverandert ist. Der gleiche Effekt wird bel den pSRII Mutanten L40T, F86D und
L40T/F86D beobachtet (Daten nicht gezeigt). Wie im Fale der Doppelmutante
pSRII-L40T/F86D lassen die Absorptionsénderungen bei Zugabe von Azid erkennen, dal3
die Reprotonierung der SB nicht die Lebensdauer des angeregten pSRII bestimmt. Hier
zeigt sich ein Unterschied zur BR-Mutante D96N. Bel dieser Mutante wird kein
O-Intermediat nachgewiesen und der Turnover des Photozyklus korrespondiert mt dem
M-Zerfall. Folgerichtig ist in Gegenwart von Azid korrespondierend mit dem M-Zerfall
auch der gesamte Photozyklus beschleunigt (Tittor et al (1989)).

In Abbildung 3.17 ist die pH-Abhangigkeit des Azideffektes dargestellt. Bei gleicher
Konzentration (250 mM NaN3) verstérkt sich die Wirkung des Azids bel einer Absenkung
des pH-Wertes von pH7,5 auf pH6,0 signifikant. Zusammen mit der linearen
Beschleunigung des Mygo-Zerfals, die selbst bel 1 M Azid keine Séttigung erreicht, spricht
dieses Resultat klar gegen einen katalytischen Mechanismus. Die pH-Abhangigkeit des
Azideffektes deutet vielmehr auf eine direkte Protonierung der SB durch HN3, deren
Konzentration mit einem pK, von 4,1 bei pH 6,0 etwa 30fach hoher ist als bel pH 7,5.

Im Fale der Mutanten pSRII-F86D und pSRII-L40T/F86D hat Imidazol die gleiche
Wirkung auf den Photozyklus wie Azid (siehe Abb. 3.16 D-F). Der Photozyklus des
Wildtyps wird jedoch nicht beeinflufd. Diese Beobachtung 183 darauf schlief3en, dal3 der
Effekt des Imidazols an die Gegenwart von Asp86 gekoppelt ist. Die Ursache fir die
Selektivitdt von Imidazol ist unbekannt. Denkbar ist eine Wechselwirkung mit Asp86, die
den pKas und somit den Protonierungsgrad dieser potentiellen Donorgruppe der SB
zugunsten des ungeladenen Zustandes verschiebt. Andererseits konnte [midazol
(pPKa= 7,1) wie HN3 direkt ein Proton auf die SB Ubertragen, jedoch sterische oder
elektrostatische Unterschiede in der Umgebung der SB seine Zuganglichkeit im Falle des
Wildtyps herabsetzen.
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Abb. 3.17 Linke Abbildung: Absorptionsanderungen von pSRIl in Gegenwart von 250 mM Natriumazid
(300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,/Na,HPO,, 0,1% DM) bei pH 7,5 (oben) und pH 6,0 (unten) Rechte
Abbildung: Abhéngigkeit des Myy-Zerfalls von der Azidkonzentration. Die Geschwindigkeitskonstanten

wurden durch monoexponentielle Anpassung der differentiellen Absorption bei 400nm ermittelt.

Der Einfluf3 von Hintergrundlicht

Die Untersuchungen mit der Laserblitz-Spektroskopie stellen "Single-Turnover-
Experimente dar, bel denen zu einem klar definierten Zeitpunkt eine einmalige Anregung
der Proteine erfolgt. Hier liegt ein prinzipieller Unterschied zu den in Abschnitt 3.3 und 3.4
beschriebenen elektrophysiologischen Experimenten, bel denen die Proben unter
kontinuierlicher Belichtung analysiert werden. Dadurch kommt es zur Akkumulation von
Photointermediaten, die bei den optischen Messungen ausgeschlossen sind. Um die
Lichtverhdtnisse bei den elektrophysiologischen Untersuchungen zu ssmulieren, wurde die
Photozyklen von pSRIlI und pSRII-F86D in Abwesenheit und Gegenwart von weif3em
Hintergrundlicht bestimmt. Hierzu wurde die Lichtintensitdt der XBO-Lampe erhoht, die
als Strahlungsquelle fur die Messung der Absorptionen diente. In Abbildung 3.18 sind die
Photozyklen des pSRII wiedergegeben.
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Abb. 3.18 Photozyklus des pSRII ohne (oben) und mit (unten) weifRem Hintergrundlicht. Unter Verwendung
der identischen Probe wurde die Lichtintensitat der XBO-Lampe, die zur Messung der Absorptionen dient,
erhoht. Die Messung erfolgte bei 150 mM NaCl, 20mM Tris/HCI, pH8,0und 1% DM.

Man erkennt einen deutlich verdnderten Verlauf der transienten Absorptionen in der
Gegenwart von Hintergrundlicht. Das Amplitudenverhdtnis der Kurven bei 400 nm (Maoo)
und 500 nm (pSRII) ist genau umgekehrt - zudem ist das Vorzeichen der Absorptionen bei
550 nm invertiert. Hierdurch wird ersichtlich, dal3 die Intermediate My und Ossg bei
Hintergrundlicht angereichert werden. Fur die Mutante pSRII-F86D wird ein analoges
Verhaten beobachtet. Allerdings deuten FTIR-Untersuchungen darauf hin, dal3 bel
pSRII-F86D der Antell an Intermediaten mit protonierter SB grof3er as beim Wildtyp ist
(F. Siebert, Universitét Freiburg, personliche Mitteilung).
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3.2.2 Der SRI-Photozyklus

Eine erste detaillierte Analyse des SRI-Photozklus und Ableitung eines kinetischen
Modells erfolgte von Bogomolni et al. (1987). Ergebnisse spéterer Untersuchungen
weichen z.T. deutlich von diesem Modell ab (Olsen et al. (1992), Spudich und Spudich
(1993), Bogomolni et a. (1994), Haupts et a. (1996), Jung et a. (1999)). Die
Diskrepanzen innerhalb der verschiedenen Arbeiten zeigen, dal3 die Analyse des SRI-
Photozyklus im Vergleich zum pSRII und BR offensichtlich komplizierter ist. Zum einen
erschwert die geringe Stabilitét des SRI seine Isolierung und schrankt die Modifikation der
aulkeren Mefdbedingungen wie z. B. Temperatur, pH, Intensitdt des Lasers ein. Zum
anderen liegt in der Struktur des SRI-Grundzustandes eine systematische Komplikation in
der Analyse des Photozyklus. Wie in Abschnitt 3.1 diskutiert wird, erkennt man im
Absorptionsspektrum des SRI mindestens drei Spezies die bei 400 nm (SRl400), 550 hm
(SRIs50) und 580 nm (SRIsgp) maximal absorbieren. Sicher ist, dal3 die durch eine
protonierte und deprotonierte Asp76 charakterisierten Spezies SRlsgo und SRlsso zwel
unterschiedliche, sich Uberlagernde Photozyklen durchlaufen, die eine Anayse der
Absorptionsdaten erschweren. SRl4q0 ist bisher nicht charakterisiert.

Durch die Untersuchung des SRI-Photozyklus sollte ein Modell auf der Basis der
multiexponentiellen Datenanalyse erstellt werden. Da as Probe das heterolog in E. coli
exprimierte und gereinigte SRI diente, sollte zudem die Aktivitét des Proteins getestet und

mogliche Unterschiede zum homolog exprimierten SRI ermittelt werden.
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Abb. 3.19 Transiente Absorptionen von SRI bei pH 6,0 (4 M NaCl, 50mM MES, 0,05% DM) und 20 °C.
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Die transienten Absorptionen wurden bei 46 Wellenlangen zwischen 350 nm und 700 nm
(10 nm Schrittweite) bel pH6,0 und pH5,5 (20°C) aufgenommen. Aufgrund der
Instabilitdt des SRI konnten bei pH 4,0 nur die Absorptionsanderungen bel 380 nm und
580 nm, die das M-Intermediat und den Grundzustand repréasentieren, aufgenommen
werden. In Abbildung 3.19 ist fuir pH6,0 der komplette Datensatz dargestellt, die
charakteristischen Absorptionen bei 380 nm und 580 nm fir den gesamten pH-Bereich
sind in Abbildung 3.20 wiedergegeben. Es konnen lediglich zwei intensive Banden
registriert werden, die dem Msgo und dem SRlIss0 bzw. SRsgp zugeordnet werden konnen.
Ein O-analoges Intermediat mit bathochrom verschobenem Spektrum, das in alen anderen
archaebakteriellen Rhodopsinen beobachtet wird, ist nicht zu erkennen. Im Gegensatz zum
pSRIl ist der SRI-Photozyklus deutlich vom pH abhéngig. Mit zunehmender
Protonenkonzentration nimmt die Amplitude von M3zgo systematisch ab. Bei pH 4,0 ist Msgo
kaum noch nachweisbar. Diese pH-Abhéngigkeit reflektiert die Verschiebung des
Gleichgewichtes zwischen SRss0 und SRsgp in Richtung SRsgy mit  zunehmender
Protonenkonzentration, denn SRsgo akkumuliert sehr wenig Mg (Spudich et a. (1995)).

ik A Abb. 3.20 Transiente Absorptionen von SRI bei
0.01 H Prad pH 6,0 (A), pH 5,5 (B) und pH 4,0 (C) bei 20 °C
(4M NeCl, 50 mM MES, 0,05%DM). Die
0,00 S b
| I / dinnen Linien in A und B reprasentieren die
0,01 ! multiexponentielle Anpassung.
1T il
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Die multiexponentielle Datenanalyse liefert fir den SRI-Photozyklus bei pH6,0 und
pH 55 drei, bzw. zwei Habwertszeiten, welche die Bildung und den Zerfall des Msgo
beschreiben. Eine weitere Komponente mit t <100 ps kann fir die Bildung von Masgo
angenommen werden, da bereits zum Zeitpunkt der Datenaufzeichnung Absorptionen bei
380 nm vorliegen. In Tabelle 3.5 werden die Halbwertszeiten den bisher publizierten Daten
gegenlbergestellt.

Tabelle 3.5: Vergleich der Halbwertszeiten des SRI-Photozyklus mit publizierten Daten

Puffer M 350-Bildung M zg0-Z ex fall
, : pH 5.5 4 ms 15s

diese Arbait pH 6.0 7 ms; 100 ms 22s
Olson et al. (1993) pH 5.5 n.b.” 214 ms, 1.26s
Bogomolni & pH 6.8 270 ys 750 ms
Spudich (1987)

pH 5.5 20 ps, 400 ps 600 ms
Haupts et al. (1996) pH 6.8 30 ms 400 s 135

pH 5.0 10 ys; 11 ms *
Jung et al. (1999) pH 6.0 11 us 17 ms n.b.

"nicht bestimmt

Die Unterschiede zwischen den Untersuchungen sind wahrscheinlich auf verschiedene
Probenpréparationen und/oder Pufferzusammensetzungen zurtickzufiihren, die beim SRI
im Vergleich zum pSRII groferen Einflul auf die kinetischen Eigenschaften haben.
Trotzdem sind die ermittelten Halbwertszeiten grofdenordnungsmaldig konsistent mit den
bekannten Daten: Msgp wird innerhalb von Millisekunden gebildet, wahrend der Zerfall
und die korrespondierende Ruckbildung des SRI-Grundzustandes nach einigen Sekunden
erfolgt.

Aus den Halbwertszeiten wurden die absoluten Spektren der Intermediate berechnet (siehe
Abschnitt 7), aus denen ein Modell des SRI-Photozyklus abgeleitet werden konnte. In
Abbildung 3.21 sind die Absorptionsspektren Py, P, und Ps fir pH 6,0 dargestellt. In jedem
Spektrum werden zwei Banden bei 380 nm und 560 nm registriert, was auf schnelle
Quasigleichgewichte zweier spektral unterscheidbarer Intermediate deutet (vergl.
Abschnitt 3.2.1). Anhand der Verschiebung der Absorptionsmaxima relativ. zum
Grundzustand kdnnen diese Banden den Intermediaten Msgp und Lsgo zugeordnet werden

(Bogomolni et al. (1987)). Beim irreversiblen Ubergang von B, zu P verschiebt sich das
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Quasigleichgewicht zwischen M3sgo und Lsego in Richtung Msgo. Die Bande bel 560 nm in Ps
kann anhand der Position in der Reaktionssequenz und der langen Halbwertszeit t3 =22 s
nicht dem Lsgo-, sondern dem N-Intermediat mit dhnlicher spektraler Verschiebung

zugeordnet werden. Ein N-Intermediat wurde bisher fir das SRI nicht nachgewiesen.
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Abb. 3.21 Absolute Absorptionsspektren der kinetischen Intermediate R — Ps. Die Spektren wurden unter
der Annahme einer Sequenz irreversibler Folgereaktionen nach Abschnitt 7 berechnet. Um die spektrale
Verschiebung der Banden zu verdeutlichen ist in jeder Abbildung das Grundspektrum dargestellt.

Aus diesen Uberlegungen I&%3t sich fur den SRI-Photozyklus bei pH 6,0 folgende Sequenz
ableiten:

R YO |L#%@ M|%%0 |L4:60 M|%9950 M %60 N|[v#He .

Bel der Ableitung dieses Modells mul3 in Betracht gezogen werden, dald die zugrunde
liegenden Absorptionsanderungen eine Superposition der Photozyklen von SRsso und
SRsgp darstellen, wodurch bei der Berechnung der absoluten Spektren ein systematischer
Fehler vorliegen konnte. Dennoch liefert die Analyse des SRI-Photozyklus wichtige
Informationen Uber den prinzipiellen Verlauf der schlecht charakterisierten thermischen
Relaxation des SRI, welche eine Grundvoraussetzung fur die Interpretation der
elektrophysiologischen Eigenschaften dieses Pigmentes ist.
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3.3 Analyse der pSRII-Photostrome mit der "Black-Lipid"-Membrane

Die Anlagerung von Purpurmembranen an die BLM fihrt zu einer Sandwich-Struktur, wie
sie in Abbildung 3.22 dargestellt ist (Bamberg et a. (1979)). Hierbel ist die Orientierung,
bei der die extrazelluldre Seite des BR zur BLM zeigt, bevorzugt. Durch die kapazitive
Kopplung der proteinhaltigen Membran mit der BLM lassen sich mit dieser Anordnung die
Photostréme des BR analysieren.

H‘ ===
Na

Abb 3.22 Schema der BLM-Anordnung. G, und G, stellen die Leitfahigkeit der BLM und der
proteinhaltigen Lipidschicht dar. Gy, und C, sind deren korrespondierende Kapazitéten.

Der kapazitive Strom kann durch folgende Gleichung beschrieben werden:

8
Q 1o
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() 0 po Cm +Cp Gm+Gp

lo ist der Anfangsstrom, der im Falle einer lonenpumpe exponentiell in einen stationéren
Photostrom Ipo abfallt, welcher durch die Aktivitét des Proteins und der Kapazitat C der
BLM (Cm) sowie der proteinhaltigen Membran (Cp) bestimmt wird. t stellt die
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Systemzeitkonstante dar, die von Cy, Cp, und deren korrespondierenden Leitfahigkeiten Gy
und G, abhangt. Bei der verwendeten Mef3apparatur liegt der Wert von t bei 0,9-1s.
Stationdre Photostrome konnen bei dieser Anordnung nur detektiert werden, wenn die
Leitfahigkeit der BLM durch Zugabe von Entkopplern, wie dem elektroneutralen lonophor
Monensin, von ~10"° Sen? auf ~10°° S/cn? vergroRert wird.

Littenberg (1999) fuhrte mit dem pSRII und Mutanten erste Untersuchungen der
Photostrome mit der BLM-Technik durch und konnte zeigen, dal3 auch der Photorezeptor
unter bestimmten Bedingungen Protonen pumpt. Daher sollte eine Analyse der
Photostréme von pSRII und der Mutante pSRII-F86D eine Korrelation der elektrischen mit
den absorptionsspektrometrischen Daten zulassen, die Informationen Uber den
Mechanismus des Photozyklus liefert. Hiermit kann die Konsistenz des in Abschnitt 3.2.1
dargestellten kinetischen Modells Uberprifen werden. Insbesondere sollten die
Protonentransferschritte, die mit der Bildung und den Zerfall des vermutlich physiologisch

aktiven M4oo-Intermediates gekoppelt sind, charakterisiert werden.

3.3.1 Photostrome des pSRIl

In Abbildung 3.23 ist der Photostrom von pSRII unter verschiedenen Bedingungen
dargestellt. Bei neutralem pH 6,8 registriert man unmittelbar mit der Belichtung (500 nm,
0OG 495 cut-off) einen negativen transienten Strom, der innerhalb von wenigen
Millisekunden auf die Grundlinie abklingt (Abb 3.23 A). Ein stationdrer Photostrom ist
nicht zu erkennen. Die Richtung des transienten Signals entspricht einer Verschiebung von
positiven Ladungen zur proteinfreien Seite der BLM. Setzt man die gleiche bevorzugte
Orientierung des pSRIl bei der Anlagerung an die BLM voraus, findet wie beim BR ein
auswarts gerichteter Protonentransfer statt (Fahr et al (1981)). Berticksichtigt man neben
dem Vorzeichen das schnelle Auftreten und Abklingen des transienten Stroms, so kann
dieses Signal den Ladungsverschiebungen im Zuge des Protonentransfers von der SB auf
Asp75 zugeordnet werden, welcher innerhalb von 50 ps bel der Bildung von Mago
abgeschlossen ist (vergleiche Absch. 3.2.1).
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einer Bindungskonstante K, wurden die Daten hyperbolisch angepaldt (y = ax/b+x, mit a = |x = 46+ 1
nA/cm?undb=K,=7 + 1 mM).

Eine Herabsetzung des pH auf pH 4,7 fuhrt zu einem geringen stationaren Photostrom von
0,6 nAlcnt in gleicher Richtung (Abb 3.23 B). Der stationére Strom belegt, da3 pSRI| eine
auswarts gerichtete Protonenpumpe darstellt. Aufféllig am transienten Signal bel pH 4,7 ist
eine zusitzliche positive Komponente. Diese konnte pSRII®, der pSRII-Spezies mit
protonierter Asp75 und einem Absorptionsmaximum von 525 nm zugeordnet werden. In
Abschnitt 3.2 wurde gezeigt, dal3 pSRII™ die gleichen photochemischen Eigenschaften wie
die Mutante pSRII-D75N hat und an der BLM einen positiven transienten Photostrom
liefert (LUttenberg (1999)). Da fur Asp75 ein pK, von 5,6 abgeschétzt wurde, sollten unter
den MeRRbedingungen bei pH 4,7 etwa 75 % der pSRII-Molekille als pSRII® vorliegen.
Demnach stellt das Signal in Abb. 3.22B eine Uberlagerung des negativen Photostroms
von pSRII und dem positiven transienten Strom von pSRI1® dar.

In Gegenwart von Natriumazid wird der stationdre Strom von pSRII deutlich verstarkt

(Abb. 3.23 C). Bereits 1 mM Azid fuhrt zu einer etwa 10fachen Verstarkung des Signals.



Ergebnisse 61

Bei 50-100 mM Azid tritt eine Sattigung ein und man registriert mit 40 nA/cnt einen
Pumpstrom, der in der gleichen Grof3enordnung liegt wie man ihn beim BR beobachtet
(Bamberg et a (1979)). Aus dieser Sdttigungskurve 18t sich eine apparente
Bindungskonstante von K, = 7 mM abschétzen (Abb. 3.23).

Wie bei den optischen Messungen, ist der Effekt des Azids abhangig vom pH-Wert und
verstérkt sich mit zunehmender Protonenkonzentration. In Abbildung 3.24 sind die
pSRII-Photostrome in  Gegenwart von 10mM Azid bel pH6,8 und pH5,5
gegenibergestellt. Bei gleicher Leitfahigkeit der BLM von ~60 pS/ent erhdht sich der
stationdre Strom von 5 nA/cn? auf 23 nA/cn? bei niedrigem pH.
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Abb. 3.24 pSRII-Photostrom in Gegenwart von 10 mM Natriumazid bei pH 6,8 (A) und pH5,5 (B). Der
Balken Uber den Abbildungen repréasentiert die Zeit der Belichtung (500 nm, OG 495 cut-off). Beide Signale

wurden unter Verwendung derselben Membran aufgenommen.

Der pSRIlI-Photostrom ist von der Wellenlange des eingestrahlten Lichtes abhéngig
(Abb. 3.25). Blaues Licht (400 nm) verursacht eine typische Inhibierung des stationdren
Signals (Abb. 3.25 A). Dieses Quenching ist in Gegenwart von 10 mM Azid aufgrund des
grofkeren Signals deutlicher zu erkennen. Urspringlich wurde der Quenching-Effekt von
Blaulicht fur das BR beschrieben und dadurch erklart, dal3 im Zuge des durch Blaulicht
induzierten M-Zerfalls, die Protonenaufnahme von der extrazelluléren Seite erfolgt (Ormos
et a. (1978)). Daraus resultiert ein elektroneutraler 2-Photonenzyklus, den ein Tell der
aktivierten Molekile durchlauft, der somit dem elektrogenen 1-Photonenzyklus entzogen

wird.
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Abb. 3.25 Der Effekt von blauem Licht (400 nm, K40 Breitbandfilter) auf den pSRII-Photostrom bei 0 mM
(A), 10 mM (B), 50 mM (C) und 100 mM (D) Natriumazid (100mM NaCl, 20 mM HEPES, mit Tris/HCI
auf pH 4,7 titriert). Die Balken Uber den Abbildungen reprasentieren die Zeit unter Belichtung mit griinem
Licht (unterer Baken, 500nm, OG495cut-off) und blauem Licht (oberer Baken, 400nm,

K40 Breitbandfilter). Alle Signale wurden unter Verwendung derselben Membran aufgezeichnet.

Die Hemmung des pSRIl-Photostroms durch Blaulicht ist abhangig von der
Azidkonzentration (Abb. 3.25). Mit zunehmender Azidkonzentration verringert sich das
Quenching, bisbei 30-50 mM Azid keine Verminderung des Photostroms mehr beobachtet
wird (Abb. 3.25C). Bei noch hoheren Azid-Konzentrationen tritt eine Verstérkung des
Signals durch zusétzliches Blaulicht ein (Abb. 3.25D). Eine Erklarung fir diese
Beobachtung konnte der zunehmend beschleunigte Mgoo-Zerfall mit  steigender
Azidkonzentration sein, der zu einer Abnahme der Maoo-Population unter kontinuierlicher
Belichtung fuhrt. Da der pSRII-Grundzustand bei 400 nm noch geringfiigig absorbiert
(siehe Abb. 3.11), kénnte seine Anregung durch blaues Licht gegentiber dem Quenching

dominieren und somit die Verstdrkung des Photostroms bei hohen Azidkonzentrationen



Ergebnisse 63

unter nicht sattigenden Lichtbedingungen hervorrufen. Folgerichtig fuhrt eine Belichtung

von pSRII mit Blaulicht ohne grtiner Hintergrundbelichtung (griin, 500 nm) auch zu einem
stationdren Photostrom (Abb. 3.26).
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Abb 3.26 Photostrom des pSRII in Gegegenwart von 50 mM Natriumazid unter griinem Licht (A, 500nm,
OG 495 cut-off) und blauem Licht (B, K40 Breitbandfilter). Beide Signale wurden unter Verwendung
derselben Membran ermittelt.

3.3.2 Photostrome des pSRII-F86D

Die Photostrome der Mutante pSRII-F86D sind in Abbildung 3.27 dargestellt. Unter den
gleichen Bedingungen, bei denen der Wildtyp lediglich ein transientes Signal liefert,
generiert pSRII-F86D einen stationdren, auswarts gerichteten Photostrom (Abb 3.27A).
Dieser stationdre Strom bei neutralem pH kann nur auf eine verstérkte Pumpaktivitét des
pSRII durch die Einfihrung von Asp86 in den zytoplasmatischen Protonenkanal
zurtickgefuhrt werden. Der Einflul3 von Azid auf den Photostrom der Mutante ist identisch
zum Wildtyp. Man registriert eine signifikante Verstérkung der Signale mit zunehmender
Azidkonzentration, wobei dieser Effekt mit zunehmender Protonenkonzenration grof3er

wird (Abb. 3.27C). Auch das Quenching unter blauem Licht und die hierbei beobachtete
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Abhéangigkeit von der Azidkonzentration ist homolog zum Wildtyp (Daten nicht gezeigt).
Andererseits registriert man, daf® Imidazol bei der Mutante pSRII-F86D die gleiche
Wirkung auf die Signale wie Azid besitzt (Abb. 3.27B), wahrend der Photostrom des
Wildtyps nicht beeinflufd wird. Dieser Befund ist konsistent mit dem selektiven Einfluld
des Imidazols auf die Absorptionsdnderungen von pSRII-F86D (Abschn. 3.2.1).
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Abb 3.27 Photostrome der Mutante pSRI1-F86D bei pH 6,8 (A) und in Gegenwart von 50 mM Imidazol (B),
sowie 50mM Natriumazid /50mM Imidazol (C) (100mM NaCl, 20mM HEPES). Der Balken Uber der
Abbildung reprasentiert die Belichtung (500 nm, OG 495 cut-off). Alle Signale wurden unter Verwendung
derselben Membran ermittelt.

Vergleicht man die absorptionsspektrometrischen Daten mit den Photostromen, stellt sich
die Frage, warum man bel der Mutante im Gegensatz zum Wildtyp unter physiologischem
pH einen stationéren Strom beobachtet, obwohl beide Photozyklen nahezu identisch sind
(Absch. 3.2.1). Wegen der vergleichbar grof3en Amplituden der transienten Photostrome,
mul3 das stationdre Signal von pSRII-F86D durch einen schnelleren Pumpzyklus

hervorgerufen werden und kann nicht mit einer unterschiedlichen Anzahl aktiver Molekiile
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erklart werden. Dieser Widerspruch ist noch drastischer wenn man die Photostréme nach
Zugabe von Azid bzw. Imidazol betrachtet, da man aus den optischen Daten lediglich
einen beschleunigten Mgpo-Zerfall, aber keinen gréRBeren Photozyklus-Turnover
beobachtet. Dieser ist mit einer Dauer 1-2 s unverandert. Die Photostrome, die mit bis zu
50 nA/cnt an die GroRe der Signale des BR reichen, lassen sich mit einem derart
langsamen Pumpzyklus nicht erklaren. Zweifelsfrel erkennt man alerdings aus der
Konzentrationsabhangigkeit des Azid- bzw. Imidazoleffektes sowohl bei den
Absorptionsdnderungen, als auch den Photostromen, dald der beschleunigte Mypo-Zerfall
mit einer Verstarkung der Pumpaktivitét korreliert. Die Ursache fir die Diskrepanz
zwischen der Gesamtdauer des Photozyklus und den Photostromen konnte in den
systematisch unterschiedlichen Mef3bedingungen liegen. Wahrend die elektrischen Daten
unter Dauerbelichtung ermittelt werden, stellen die optischen Messungen "Single-
Turnover"-Experimente dar, bei denen eine einmalige Anregung der Probe erfolgt. Ein
moglicher Pumpzyklus, der auf einem 2-Photonen Prozel3 basiert, kann mit dieser Methode
nicht nachgewiesen werden. Dal3 die Voraussetzungen fur einen 2-Photonen Mechanismus
gegeben sind, konnte durch die in Abschnitt 3.2.1 dokumentierte Akkumulation von Moo
und Os4p unter kontinuierlicher Belichtung gezeigt werden.

Neben pSRIl und pSRII-F86D wurde zusétzlich die Mutante pSRII-L40T untersucht.
pSRII-L40T unterscheidet sich in seinen elektrophysiologischen Eigenschaften nicht vom
Wildtyp.

Die Doppelmutante pSRII-L40T/F86D konnte nicht untersucht werden, weil durch die
geringe Expression des Pigmentes in E. coli keine ausreichende Menge an Protein zur
Verfligung stand.

Ebenfalls erfolglos blieb die Analyse des SRI. Zwar stand durch eine starke Expression in
E. coli ausreichend Probenmaterial zur Verfigung, jedoch konnte wegen der Instabilitét
des Pigmentes, die einen hohen Salzgehalt der Puffer erfordert, keine Sandwich-Struktur
an der BLM ausgebildet werden.
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3.4Expression der SR's und SR/Htr-Komplexe in Xenopus-Oocyten

Die Mikroinjektion von mRNA in Xenopus-Oocyten ist eine Mdglichkeit zur heterologen
Expression physiologisch aktiver Membranproteine (Gurdon et al. (1971)). In der Regel
erfolgt zunéchst eine in vitro Synthese von cRNA, die dann in die Oocyte injiziert wird.
Bel erfolgreicher Expression und Inkorporation in die Plasmamembran der Zelle kann das
Protein mittels elektrophysiologischer Methoden untersucht werden. Mit dem Zwei-
Elektroden Voltage-Clamp wird die Leitfahigkeit der Oocytenplasmamembran bei

konstantem Membranpotential verfolgt. Das Prinzip des Voltage-Clamp ist in Abbildung
3.28 dargestellt.

I ev

Abb. 3.28 Schematische Darstellung des Zwei-Elektroden Voltage-clamp. Uber die Potentialelektrode (ey)

wird das Membranpotential der Oocyte bestimmt, welches der Potentialdifferenz zwischen der
Potential elektrode (ey) und der Badelektrode (eg) entspricht. Falls das Membranpotential von der regelbaren
Klemm- oder Sollspannung (V) abweicht, wird Uber einen Rickkopplungsmechanismus durch die
Stromelektrode (e)) ein Strom injiziert, der diese Abweichung kompensiert. Auf diese Weise wird das

Membranpotential auf die Sollspannung (V) geklemmt.

Das Membranpotential wird standig durch die sogenannte Potential el ektrode bestimmt und
mit der vorgegebenen Klemmspannung verglichen. Treten durch eine verdnderte
Leitfahigkeit der Membran Unterschiede zwischen beiden Werten auf, wird durch eine
zweite Elektrode ein Strom injiziert, der das Membranpotential auf die Klemmspannung

zurtckfihrt.
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Der injizierte Strom ist die Mef3grofe aus der sich die Membranleitfahigkeit nach dem
Ohm'schen Gesetz ableiten |&3t. Mit dieser Methode sollten die sensorischen Rhodopsine
sowie die Rezeptor/Transducer Komplexe untersucht werden, da eine Belichtung der
Oocyte im Falle einer Pumpaktivitdt der Pigmente zu einer Veranderung der
Membranleitfahigkeit fuhrt.

3.4.1 Klonierung der DNA-Matrizen

Fur diein-vitro Synthese der cRNA muf3 das Zielgen in einen Vektor kloniert werden, der
as Matrize fur die Transkription des Zielgens dient. Fir eine effiziente Trandation in den
Oocyten sind eine Reihe von Faktoren zu beachten. Im Bereich des AUG-Startkodons
bedarf es einer geeigneten Sequenz, damit ein Initiationskomplex mit der 40S Untereinheit
des Ribosoms gebildet werden kann. Zur Stabiliserung der RNA sollte zudem eine
Polyadenylierung des 3'-Endes erfolgen.

Als Grundlage fur die Klonierung der sensorischen Rhodopsine und ihrer Transducer in
einen Matrizenvektor, der diese Eigenschaften erfiillt, diente das Plasmid pNK4-psopll.
Dieser Vektor wurde vom pNKS2-myc (Gloor et a. (1995)) abgeleitet und von Dr. Philip
Wood (MPI fur Biophysik, Frankfurt am Main) zur Verfigung gestellt. In Abbildung 3.29
ist der pNK4-psopl| dargestellt.

Klonierung von SRl und pSRII

Die Klonierungsstrategie fur die Matrizenvektoren zur in vitro Synthese der cRNA von
SRI, pSRIlI und pSRII-Mutanten ist in Abbildung 3.29 dargestellt. psopll wurde durch
Restriktion mit Ncol und Xhol aus dem Plasmid pNK4-psopll entfernt. Die
DNA-Fragmente mit den Genen sopl-His, psopll-His, psopll-L40T-His und
psopll-L40T/F86D-His wurden aus den entsprechenden pET27bmod-Plasmiden,
(Abschnitt 3.1) isoliert und mit dem geschnittenen Vektor pNK4-psopll tber Ncol/Xhol
Schnittstellen ligiert. Die erhatenen Vektoren pNK4-sopl-His, pNK4-psopll-His, pNK4-
psopl1-L40T-His und pNK4-psopl1-L40T/F86D-His besitzen durch diese Klonierung eine
Sequenz, die einen C-terminalen Histidin-Tag kodiert (vergl. Abschnitt 3.1).
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Xmal
Xhol

) Ncol
Hindlll Xbal

s
/;\0‘

PNK4-psopll

1. Ncol/Xhol Restriktion \ {d'” Xhol
Neol hol 2. Ligation
 peonl 7 mit Ncol/Xhol-Fragmenten
aus pET27bmod-sop-His
Xmal
Ncol Hindlll ~ Xhol

PNK4-sop-His

sop = psopll, psopll-F86D, psopll-L40T/F86D
sopl

Abb. 3.29 Klonierungstrategie der Matrizenvektoren fir sopl und psopll und Mutanten
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Klonierung von SRII

Im Plasmid pET27b(+)-sopll, welches von Johann Klare (MPI fur molekulare Physiologie,
Dortmund) zur Verfligung gestellt wurde, ist sopll via N-terminaler Ndel- und
C-terminder Bcll-Schnittstelle enthalten. 270 Basen stromabwaérts des Stop-Kodons
befindet sich eine Xhol-Schnittstelle. Um das sopll in gleicher Weise wie die anderen
Gene der Rezeptoren in den pNK4-Vektor klonieren zu kdnnen, wurde durch PCR die
Ncol-Schnittstelle des pNK4-psopl| Vektorsin eine Ndel-Schnittstelle umgewandelt.

Zunéchst erfolgte die Synthese des folgenden DNA-Fragmentes mittels des Primerpaares
pNK4Nde-Hin/Rev:

1 39 82
Hindlll Ndel Sphl
L.— psopll

NaKb

rbs

Durch die Ligation dieses Fragmentes mit dem Hindlll/Sphl geschnittenen Vektor
pNK4-psopll wurde das Plasmid pNK4mod-psopll erhalten (das psopll besitzt eine
natlrliche Sphl-Schnittstelle 43 Basen stromaufwaérts des Start-Kodons ATG). Hierdurch
konnte anschliefRend das psopl | aus N. pharaonis durch Restriktion mit Ndel/Xhol entfernt
und durch das aus dem pET27b(+)sopl| isolierte Ndel/Xhol-Fragment, welches das sopl|
aus H. salinarum enthalt, ersetzt werden. Es resultiert das in Abbildung 3.30 dargestellte
Plasmid pNK4-sopl | :

Ndel Bcll Xhol

Abb. 3.30 Plasmid fir diein-vitro Synthese von SRII cRNA
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Klonierung von Htrl und pHtrll

Die Transducer wurden analog zu den Rezeptoren tiber Ncol/Xhol (phtrll) oder Ndel/Xhol
(ntrl) in die Plasmide pNK4 bzw. pNK4mod kloniert. In Abbildung 3.31 sind die
eingefuihrten DNA-Fragmente und die Zielplasmide pNK4-pHtrll-His und pNK4mod-Hitrl
dargestellt.

Xmal
Ncol Hindljl - Xhol

pNK4-pHtrll-His

Ncol Pstl Sacl Hindlll Xhol

I
pHirll [ His -

Ndel Xhol

Hirl

Abb. 3.31 Plasmidefir diein vitro Synthese der pHtrll-His cRNA und Htrl cRNA.

Im Falle des htrl stammt das DNA-Fragment aus dem Vektor pET27b(+)-Htrl, welches
von Johann Klare zur Verflugung gestellt wurde. In diesem Vektor ist das aus der
genomischen DNA des H. salinarum Stammes L33 amplifizierte htrl mit N-terminaler
Ndel- und C-terminaler Xhol-Schnittstelle enthalten.

Das phtrll muféte zunéchst in den pET27bmod kloniert werden, wodurch gleichzeitig ein
C-terminaler HistidinTag engefihrt werden konnte. In Hinblick auf spétere
ortsspezifische Mutationen wurde eine Kassette des phtrll synthetisiert, die weitere
Modifikationen erleichtern sollte. In Abbildung 3.32 ist der Syntheseweg wiedergegeben.
Aus dem Plasmid pRPS1, welches ein genomisches 2,6 kB Fragment mit phtrll und psopl|
sowie deren flankierende Sequenzen enthdlt (Seidel et a (1995)), wurden drel Fragmente
des phtrll durch PCR amplifiziert. Mittels des Primerpaares Nc-I/Pstl erfolgte die
EinfUhrung einer Ncol-Schnittstelle am Start-ATG und durch sille Mutation eine
Pstl-Schnittstelle 486 Basen stromabwaérts. Durch die Verwendung der Primer Saclhin und
EC-4 wurde das Stop-Kodon in GAG (Glu) mutiert und eine EcoRI-Schnittstelle



Ergebnisse 71

eingefuhrt. Die Synthese des mittleren phtrll Fragmentes erfolgte mit dem Primerpaar
Pstlhin/Saclrev.

Nach der Ligation der drei phtrll Fragmente mit dem Ncol/EcoRI-geschnittenen Plasmid
pPET27bmod-psopll-His wurde im letzten Schritt das Ncol/Xhol-Fragment aus dem
PET-Vektor in den pNK4 kloniert.

Nclol Pstl P'Istl Slacl Sacl  EcoRl
| 1 |
N A

1 486 487 966 967 1611

Neo! Ec
ORI Hin EcRI Hi
o]/ in
di gy aly

Ligation
4\:

Q1©
<Q

xot
o
A

pET27bmod-psoplliHis pET27bmod-pHtrliHis

Abb. 3.32 Klonierung einer phtrll Kassette. Die phtrll Fragmente wurden aus einem genomischen 2,6 kb
DNA-Fragment aus dem Plasmid pRPS1 (Seidel et a. (1995)) durch PCR synthetisiert. Das Ncol/Xhol-
Fragment wurde anschlief3end in den Matrizenvektor pNK4 kloniert.

3.4.2 In-vitro Synthese der cRNA

Als Matrizen fir die in-vitro Synthese der cRNA dienten folgende Vektoren:

pPNK4-psopll-His, -psoplI-L40T-His, -psoplI-L40T/F86D-His
pNK4-sopl-His,

pNK4mod-sopl |,

pPNK4-pHtrlI-His und

pNK4mod-Htrl.

Die pNK4-Plasmide erlauben die Praparation von cRNA mit einem 3'-Polyadenosin-Ende,
das die Stabilitdt der RNA erhoht und einer 5-Sequenz, welche die ribosomale
Bindungsstelle der b-Untereinheit der Na,K-ATPase aus Xenopus laevis kodiert. Letztere
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sollte as eukaryotische Signalsequenz die Expression der prokaryontischen Gene
verstarken und die Inkorporation in die Plasmamembran der Oocyte sicherstellen.

Unter Kontrolle des SP6-Phagenpromotors erfolgte die Synthese der cRNA mit Hilfe des
mM essagemM achine-Kits (Ambion), welches  die cRNA mit einer
7-Methly-Guanosin(5")ppp(5')Guanosin-Schutzgruppe am 5-Ende ausstattet. Hierbei
wurden jeweils 500 ng der Xbal-linearisierten Plasmide eingesetzt. Die Ausbeuten nach
der in Abschnitt 2 beschriebenen Praparation liegen bel 10-15 g cRNA.

3.4.3 Mikroinjektion von cRNA in Oocyten

Die Mikroinjektion der Oocyten erfolgte durch eine Glaskapillare deren Spitze einen
Innendurchmesser von 24-32 um hatte. Uber eine Pumpe an einem Mikromanipulator
konnte ein Volumen mit einer Genauigkeit von 0,5-1 nl RNA-Lésung injiziert werden.

Um die Expressionsbedingungen zu optimieren, wurden fur SRI, SRII und pSRII-F86D
jeweils unterschiedliche Volumen zwischen 5 nl und 50 nl (1 pg/ul RNA) injiziert und die
Photostréme nach 2, 3, 4 und 5 Tagen bestimmt. Es konnten jedoch fir keinen Fall genau
definierten Parameter flr eine maximale Expression ermittelt werden, da sich herausstellte,
da3 sich die Trandation der RNA und die Inkorporation der Pigmente in die
Plasmamembran in den einzelnen Oocytenchargen z.T. deutlich unterschieden. Prinzipiell
muifdte jede Charge und jede Oocyte separat optimiert werden, was nicht moéglich ist.
Allerdings stellten sich reproduzierbare Tendenzen und Rahmenbedingungen fir die
Expression der sensorischen Rhodopsine heraus.

Bel alen Pigmenten konnten unabhéngig von der injizierten cRNA-Menge nach etwa zwel
Tagen Photostréme gemessen werden, die ihren Maximalwert in der Regel nach drei bis
vier, spéatestens aber nach funf Tagen erreichten. Ab 15—20 nl (ng) injizierter cRNA war
eine Séttigung der Expressionrate zu beobachten. GrofRere Mengen an cRNA als 30 ng
fuhrten zu einer verminderten Qualitdt der Zellen, was sich in erhdhten Leckstrémen,
geringeren Ruhepotentialen und einem friheren Absterben der Oocyten ausdriickt.
Generell wurde beobachtet, dal? die Vertraglichkeit der pSRII-cRNA grofer war as die der
SRI-cRNA. Die cRNA von SRII scheint toxisch fur die Zellen zu sein, da diese nach der
Injektion rasch absterben und bereits nach 1,5-2 Tagen Ruhepotentidle von <-10mV
aufweisen, wahrend bei nicht injizierten Kontrolloocyten Ruhepotentiale von —15 mV bis

-30 mV ermittelt wurden.
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3.4.4 Immunologischer Nachweis der Expression von psopll und phtrll

Die cRNA des pSRII und des pHtrll kodiert fir einen C-terminalen Histidin-Tag, der einen
immunologischen Nachwels der Expression beider Gene zuldldt. Hierzu wurden
unabhangig voneinander je 50 Oocyten mit 30 ng pSRII-cCRNA, pHtrll-cRNA und Wasser
injiziert. Nach dreitdgiger Inkubation wurden die Plasmamembranen der Oocyten in
Anlehnung an einer von Peter de Vries (MPI fur Biophysik, Frankfurt) ausgearbeiteten
Vorschrift durch aufeinanderfolgende Saccharose und Nycodenz-Dichtegradienten-
zentrifugation isoliert. Anschlief3end wurden die Membranen auf ein SDS-Gel aufgetragen,
geblottet und mit einem Antikorper gegen den Histidin-Tag (Penta-His, Qiagen) inkubiert.
In Abbildung 3.33 sind das SDS-Gel und der Westernblot dargestellt.

pHirll K PpSRIL K M pHtrll K pSRIIL K M
Prrreog— '~-......_._ 101
1§ Sl 101
| —
EEEE- - ;
35 50
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ﬂ e ﬂ
i 28 35
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Abb.3.33 SDS-PAGE (links) und Westernblot (rechts) von Oocytenmembranen, die aus unabhangig
voneinander, mit je 30ng pSRII-cRNA, pHtrll-cRNA und Wasser injizierten Oocyten durch
Dichtegradientenzentrifugation isoliert wurden. Der immunologische Nachweis erfolgte mit einem 5xHis
Antikorper (Ratte) von Qiagen.

Die Bandenmuster des SDS-Gels sind nahezu identisch. Man erkennt keine intensivere
Bande im Falle der Membranen der Oocyten, die mit der cRNA von pSRIl und pHitrll
injiziert wurden. Demnach wird weder der Rezeptor noch der Transducer Uberproportional
stark exprimiert. Im Westernblot hingegen registriert man zwel distinkte Banden bei
26 kDa und 85 kDa die dem pSRIl und dem Htrll zugeordnet werden kénnen. Obwohl
nicht vollig ausgeschlossen werden kann, da3 in den Membranpréparationen

Kontaminationen vom  Endoplasmatischen  Retikulum  vorliegen, deutet der
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Antikdrpernachwels auf eine Inkorporation beider Pigmente in die Plasmamembran. Die
ahnlichen Intensitéten beider Banden lassen auf eine gleich starke Expression der Pigmente
schlief?en, was in Hinblick auf die Koexpression des pSRIl mit pHtrll eine wichtige

Information zur Abschéatizung der Menge zu injizierender RNA darstellt.

3.5 Voltage-Clamp Untersuchungen der SR und SR/Htr-Komplexe

3.5.1 Photostréme des pSRIl und pSRII-F86D

Die Photostréme von pSRIl und der Mutante pSRII-F86D wurden vier Tage nach der

Injektion von jeweils 15-20 ng RNA unter Voltage-Clamp Bedingungen untersucht. In
Abbildung 3.33 sind die repréasentativen Signale des pSRII dargestellt.

-40 mV 0 mV
A C
< <
N
; S pH 7.6
pH 7.6
B D
<
< < pH 5.6
w0 pH 5.6 o
50 mM Azid
1ls 0,5s

Abb. 3.34 Photostrom von pSRII. Die Signale wurden vier Tage nach der Injektion von 20 ng cRNA und
Inkubation der Oocyten bei 18 °C (ORI + 1uM all-trans Retinal) aufgenommen. Die Strdme in A und B
wurden an der selben Oocyte unter Standardbedingungen (A, Puffer d12) und in der Gegenwart von 50 mM
Azid (B, Puffer h + 50 mM NaNg) bei -40 mV (50 Hz Filter) gemessen. In C und D sind die Signale einer
Oocyte bei pH = 7,6 (C, Pufferd12, 0OmV) und pH 5,6 (D, Puffer h) und 0 mV (50 Hz Filter) dargestellt.
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Bei neutralem pH 7,6 und —40 mV registriert man unmittelbar mit der Belichtung (500 nm,
K 50 Breitbandfilter) einen transienten positiven Photostrom, der einer auswarts
gerichteten Verschiebung von positiven Ladungen (Protonen) entspricht (Abbildung
3.34A). Bel den meisten Oocyten werden Signale von 0,8- 1,2 nA gemessen, nur in
Ausnahmeféllen (< 5 % der Oocyten) kdnnen Strome von 2-3 nA beobachtet werden. Eine
Erhéhung der externen Protonenkonzentration auf pH 5,6 fuhrt zu einem sehr geringen
stationdaren Strom in gleicher Richtung, der allerding nur bei O mV in schlechter
Auflésung detektiert werden kann (Abbildung 3.34C+D). In Gegenwart von Natriumazid
ist der stationdre Strom mit 10 —15 nA signifikant verstarkt (Abbildung 3.34B). Dieser
Effekt wird mit zunehmender Protonenkonzentration groféer. In Abbildung 3.34 ist das
Aktionsspektrum von pSRII in Gegenwart von Azid dargestellt. Hierbei wurden die
stationaren Strome in Abhangigkeit von der Wellenlange des Anregungslichtes ermittelt.
Man beobachtet eine direkte Korrelation der normierten Amplituden mit dem
Absorptionsspektrum des pSRII, wodurch belegt ist, dal3 die aufgenommenen Signae
durch den exprimierten Rezeptor hervorgerufen werden.

1,0 - -

0,5 |

rel. Intesitat

0,0 |

3(|)0 I 40|0 I 5(|)0 I 6(|)0 I 700
Wellenlange, nm
Abb. 3.35 Aktionsspektrum der pSRII Photostréme in Gegenwart von 50 mM Natriumazid (Puffer h) bei
-40 mV. Mittels einer XBO-Lampe und Schmalband-Interferenzfiltern wurden die Photostréme bei
16 Wellenlangen zwischen 398,3 nm und 660,0 nm ermittelt. Die Normierung der Signale erfolgte auf
Grundlage der vor jeder Messung bestimmten Strahlungsintensitét sowie der Strahlungsengie gemaRE=hc/
| . hist das Planck'sche Konstante und ¢ die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum.
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In Abbildung 3.36 sind typische Photostrome der Mutante pSRII-F86D wiedergegeben. Im
Unterschied zu Wildtyp liefert pSRII-F86D auch bel neutralem pH 7,6 und Abwesenheit
von Natriumazid ein stationdres Signal von 1-2 nA (Abb. 3.36A).

A
B1 c1
B2 - c1
m 0155 m
+ Azid + Imidazol

Abb. 3.36 Photostrom von pSRII-F86D unter griinem Licht (500 nm, K50-Breitbanfilter) bei —40 mV (A,
Puffer d12). Die Signale in B1(Puffer d12) und B2 (Puffer h + 50 mM Azid), sowie C1(Puffer d12) und C2
(Pufer d12 + 200 mM Imidazol) wurden jeweils an derselben Oocyte gemessen und geben die Verstarkung
des Pumpstroms durch Azid und Imidazol wieder. Alle Signale wurden mit 50 Hz gefiltert.

Der Photostrom von pSRII-F86D flief#t in die gleiche Richtung wie der des Wildtyps und
kann in Analogie zum BR einem auswarts gerichteten Protonentransport zugeordnet
werden. Natriumazid und Imidazol verstérken die Pumpaktivitét von pSRII-F86D. Wie
schon bei den optischen- und den elektrischen BLM-Messungen wirkt Imidazol selektiv
auf die Mutante und hat keinen Einfluf3 auf die Eigenschaften des Wildtyps.

Die Anwesenheit eines stationdren Signals der Mutante kann prinzipiell durch einen im
Vergleich zum Wildtyp beschleunigten Pumpzyklus oder einer gréferen Anzahl aktiver
Molekile erklart werden. Letzteres ist unwahrscheinlich, da die &hnlich grofen
Amplituden beider transienter Signale eine vergleichbare Trandation beider RNA's
belegen (Abb. 3.35A, 3.36A). Um den beschleunigten Pumpzyklus von pSRII-F86D zu
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dokumentieren, wurden pSRIl und die Mutante in verschiedenen zeitlichen Absténden
nach einer ersten Belichtung durch enen zweiten Lichtpuls erneut angeregt. In
Abbildung 3.37 sind die ermittelten Photostréme dargestellt. Wahrend die Mutante bereits
50 ms nach dem Ende der ersten Belichtungsphase ein maximales Signal liefert ist, kann

der Wildtyp erst nach 1,5 s die urspriingliche transiente Amplitude regenerieren.

Dt = 500 ms Dt = 50 ms

Dt = 200 ms

=

Dt = 500 ms
Dt=15s

0,5 nA

|

0,5nA

|

Abb. 3.37 Anregung von pSRIl (linke Seite) und pSRII-F86D (rechte Seite) in verschiedenen Abstanden
nach einer ersten Belichtungsphase. Die Signale wurden bei —40 mV (50 Hz, Puffer d12) aufgenommen.
Alle Signale wurden mit 50 Hz gefiltert.
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Die langsame Relaxationszeit des pSRII entspricht mit 1,5s genau der Dauer des
Photozyklus nach einfacher Anregung durch einen Laserpuls. Da sich der Photozyklus der
Mutante nicht signifikant von dem des Wildtyps unterscheidet, a3t sich die kurze
Relaxationszeit, wie bereits im Abschnitt 3.3 diskutiert wurde, nicht mit den optischen
Daten erkléren. Dieser Befund deutet auf einen 2-Photonenmechanismus des
Protonenpumpens von pSRII-F86D, der den Turnover durch enen schnellen

photochemischen Zerfall eines Intermediates beschleunigt.

Spannungsabhéngigkeit der Photostrome

Ein wichtiges Merkmal bei der Untersuchung vom Ladungstransport tber eine Membran
ist die Abhangigkeit der Strome vom Membranpotential. Zum einen enthdt die
Spannungsabhangigkeit der Photostrome Informationen Uber den Transportmechanismus
und zum anderen lassen sich durch die Einstellung der Klemmspannung im Voltage-Clamp
physiologisch relevante Membranpotentiale simulieren. In Abbildung 3.38 sind die
Photostrome von pSRII in Gegenwart von 50 mM Natriumazid und von pSRII-F86D bei
verschiedenen Membranpotential en wiedergegeben.

Man registriert in beiden Félen ene lineares Strom/Spannungs-Verhalten mit
abnehmender Amplitude der Signale bel zunehmend gréf3eren negativen Potentialen. Bei
etwa - 100 mV ist kein stationdrer Photostrom mehr zu erkennen und auch das transiente
Signal verschwindet bei —130 bis -140 mV. Eine Umkehrung der Transportrichtung wird
bei keinem Potential beobachtet. Bereits fir das BR wurde ein lineares Strom/Spannungs-
Verhalten ermittelt (Nagel et. al. (1995), (1998)). Allerdings ist dessen Umkehrpotential
mit - 250 mV signifikant zu gréf3eren negativen Werten verschoben (Michel und Oesterhelt
(1979)), was auf eine wesentlich geringere Pumpleistung des pSRIlI bzw. pSRII-F86D
schliefen |a3t. Desweiteren a3t sich aus der Empfindlichkeit der Photostrome gegentiber
dem Membranpotential schlief3en, dal’ die Ladungsverschiebung wahrend des Pumpzyklus
im pSRII  wesentlich groRer ist as im BR. Das wiederum zeigt grolere

Konformationsdnderungen im Rezptor an.
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Abb. 3.38 Spannungsabhangigkeit des Photostroms von pSRII (linke Seite, Puffer h + 50 mM Natriumazid)

und pSRII-F86D (rechte Seite, Puffer d12). In den unteren Diagrammen ist der stationére Photostrom gegen
das Membranpotential aufgetragen. Alle Signale wurden mit 50 Hz gefiltert.
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Kinetische Analyse der Photostrome

Die geringere Pumpleistung von pSRIlI bzw. pSRII-F86D wird ebenfalls durch das
langsame Abklingen ("Off-Response") der pSRII-Photostréme nach dem Ausschalten des
Lichtes angedeutet, welches die Relaxation der unter Belichtung akkumulierten
Intermediate wiedergibt. Die Kinetik dieser Relaxation korreliert deshalb mit der

Geschwindigkeit des Photozyklus. In Abbildung 3.39 ist die kinetische Analyse dieser
Relaxation wiedergegeben.
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Abb. 3.39 Exponentielle Anpassung der Abklingkurven bei — 40 mV unter Verwendung der Beziehung:

I =lo+ Az exp(t-to)/ts + Ay exp(t-to)/to. | stellt den Photostrom, t die Zeit, t;, die beiden Zerfallskonstanten
und A;, die Amplituden der Exponentialterme dar. Im einzelnen wurden folgende Parameter ermittelt: (A):

10=360 nA, to=737 ms, A; =8530 + 551, t; =33+1ms, A, =1887 + 570, t,=81+10 ms; (B): hb=25
nA, $=1248 ms, A= 353 = 60, t;=54+8ms, A, =318 + 63, t,=155+14ms, (C): 1p=50 nA,
to=1241 ms, A; = 1665 + 21, t;, =32+ 1ms, A, =443 + 21, t,=198+8 ms; (D): Ipb=9 nA, to=1236 ms,
A;=1843+ 25,t;,=31+1ms A,=234+25,t,=194+ 16 ms. Alle Signale wurden mit 50 Hz gefiltert.
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Untersucht wurde das Abklingen des Photostroms von pSRII in Gegenwart von
Natriumazid und pSRII-F86D mit und ohne Zusatz von Azid oder Imidazol. In alen Féalen
erfolgt die Relaxation des Signals biphasisch Halbwertszeiten. In Gegenwart von Azid
oder Imidazol werden sowohl fir den Wildtyp as auch fur die Mutante eine nahezu
identische schnelle Phase mit t1» 30 ms ermittelt. In Abwesenheit der externen
Protonendonatoren ist diese Phase beim pSRII-F86D mit t; » 50 ms verlangsamt. Die
langsame Komponente variiert zwischen t, =81 ms (pSRII mit Azid) und t, =198 ms
(pSRII-F86D mit Azid). Die Bestimmung von t, ist alerdings durch ein Driften der
Grundlinie, wie z.B. in Abbildung 3.39A zu erkennen ist, mit eéinem systematischen Fehler
behaftet. Dieser Fehler wird deutlich, wenn man die Strdme von pSRII-F86D (Abb. 3.39
B,C) vergleicht, die an derselben Oocyte in Abwesenheit und Gegenwart von Azid
gemessen wurden. Obwohl die Amplitude des Signals nach Zugabe von Azid etwa doppelt
so grol3ist (bei gleicher Anzahl an Molekilen), ist die Relaxation des Stroms, die durch t»
bestimmt wird, verlangsamt. Trotz der Ungenauigkeit in der Bestimmung von t» wird aber
deutlich, dal3 das Abklingen des Photostroms beim pSRII bzw. pSRII-F86D im Vergleich
zum BR signifikant verlangsamt ist, welches mitt, =5 msund t, = 20 ms erfolgt (Nagel et
al. (1998)). Hierdurch kann auch ohne Kenntnis der Anzahl aktiver Proteine eine geringere
Pumpaktivitét des Photorezeptors gegentiber dem BR demonstriert werden.
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3.5.2 Photostrome des pSRII-L40T/F86D

Die Analyse des Photozyklus der pSRII-Mutante L40T/F86D zeigt einen Mago-Zerfal mit
einer Halbwertszeit von 7 ms auf, der dhnlich schnell erfolgt wie beim BR (siehe Abschnitt
3.21). Aufgrund der Korrelation der Amplitude des pSRII-Photostroms mit der
L ebensdauer des M g0, erwartet man fir pSRII-L40T/F86D eine Pumpleistung, die mit der
des BR oder des pSRIl in Gegenwart von Natriumazid vergleichbar ist. In Abbildung 3.40
sind die Ergebnisse der Voltage-Clamp Untersuchung zusammengefalit.

Photostrom, nA | 4,
20 mV

A | 08

0,4

60 mV n

0,0
T T T T T T 1
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20

Potential, mV

il

o
o
o

-120 mV

N
o
o

Photostrom, nA
S
o

0,5nA
7y

500 ' 750 ' 1000

Zeit, ms
Abb. 3.40 Spannungsabhangigkeit der Photostrome von pSRII-L40T/F86D (A, Puffer d12) und
exponentielle Anpassung der Relaxation (B). Als Datensatz diente der bei <40 mV aufgezeichnete Datensatz.
Die Analyse nach | = Iy + A1 exp(t-to)/t; + A, exp(t-to)/t, ergibt: Kb=30 nA, tp=751ms, A; =299 + 16,
t; =13+ 1ms, A, =66 £ 10, t, =147+ 23 ms. Alle Signale wurden mit 50 Hz gefiltert.
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Die Doppelmutante pSRII-L40T/F86D liefert je nach Oocyte unter Belichtung einen
stationdren Photostrom von 0,6 — 1,5 nA bei 40 mV. Im Vergleich zur einfachen Mutante
pSRII-F86D ist die Amplitude des Signals nicht verandert (vergl. Abb. 3.36). Dennoch gibt
es mehrere Hinweise auf eine erhthte Pumpaktivitét der Doppelmutante. Erstens zeigt
pSRII-L40T/F86D nur einen minimalen Azid- bzw. Imidazoleffekt (Daten nicht gezeigt),
was darauf deutet, dal3 durch Zugabe der Protonendonatoren der ohnehin schnelle
Maoo-Zexrfall nicht mehr signifikant beschleunigt werden kann. Zweitens liegt das
Umkehrpotential mit —150 mV bei einem deutlich grof3eren negativen Wert und auch die
biphasische Abklingkurve des Photostroms mit einer schnellen Phase von t; =13 ms
deutet auf einen beschleunigten Pumpzyklus. Daher sind die geringen Photostrome
wahrscheinlich auf eine schlechtere Expression der Doppelmutante und somit auf eine
kleinere Anzahl aktiver Proteine zurlckzufUhren. Die stark verminderte Expression in
E. coli im Vergleich zu pSRII und pSRII-F86D unterstiitzt diese Annahme (Abschnitt 3.1,
Iwamoto et al. (1998)).

3.5.3 Photostrome des sSRII

Sasaki et a. (2000) berichten, dal3 der sSRII-Photozyklus elektroneutral ist, weil die
Protonaufnahme und —abgabe von derselben (extrazelluléren) Seite erfolgt. Zu diesem
Schiud kommen die Autoren durch ene Untersuchung der lichtinduzierten
pH-Anderungen einer Suspension sSRII-haltiger Lipidvesikel oder Lipidschichten. Die
geringe Zeitauflosung dieser Methode, mit der erst nach einigen Minuten pH-Anderungen
registriert werden konnten, erlaubt keine Korrelation mit kinetischen Daten des sSRI|
Photozyklus. Daher sollte mittels Voltage-Clamp Messungen die elektrophysiol ogischen
Eigenschaften des sSRII untersucht werden. Hierbei stellte sich heraus, dal3 bereits
1-1,5Tage nach der Mikroinjektion der sSRIlI kodierenden cRNA die Oocyten im
Vergleich zu nicht injizierten Kontrolloocyten abstarben, was sich durch geringere
Ruhepotentiale und vielfach grofRere Leckstrome (>100 nA) beim Anlegen von niedrigen
Spannungen (-40 mV) aulRerte. Diese Beobachtungen deutet darauf hin, dal3 die injizierte
cRNA fir die Zellen toxisch ist, was entweder an der Sequenz oder an einer

Kontamination liegen kann.
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Trotz der grofen Leckstrome, die zu einer instabilen Grundlinie und einem erhdhten
Rauschen fuhren, konnten an einigen Oocyten zwei Tage nach der Injektion Photostréme
ermittelt werden. In Abbildung 3.40 sind exemplarisch Signale, welche bei pH 7,6 und
-20 mV aufgenommen wurden, dargestellt.

-20 mv
50 Hz

1nA

ls

i

Abb. 3.41 Photostrom von sSRII bei —20 mV (Puffer d12) zwei Tage nach Injektion der Oocyten mit 15ng
sSRII-cRNA. Die untere Spur gibt die Antwort auf Belichtung einer nicht injizierten Kontrolloocyte mit

dhnlichem Ruhepotential (-10 mV) und Leckstrom (12 nA). Die Signale wurden mit 50 Hz gefiltert.

Man erkennt deutlich einen positiven stationdren Photostrom, der einem auswarts
gerichteten Protonenstrom entspricht. Da Kontrolloocyten mit dhnlichen Zellparametern
wie Ruhepotential und Leckstrom keinen Photostrom aufweisen, konnen die Signale dem
SSRIl zugeordnet werden. Eine detaillierte Charakterisierung der sSRII-Photostrome

konnte allerdings wegen der hohen Leckstrome nicht vorgenommen werden.
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3.5.4 Photostrome des SRI

Die Fahigkeit des SRI, Protonen aus dem Zytoplasma zu pumpen, wurde bereits von
verschiedenen Gruppen demonstriert (Olson et al. (1993), Bogomolni e a. (1994), Haupts
et al. (1995, 1996)). Jedoch sind die bisher vertffentlichten Daten z.T. widerspriichlich und
grundlegende Fragen zum Mechanismus des Protonentransportes offen. Unklar ist, ob das
Pumpen auf einem 1- oder 2-Photonenprozef’ basiert und wie die unterschiedlichen
spektralen Spezies SRIsgp und SRIsso betelligt sind. Zudem wird eine Umkehrung der
Transportrichtungen unter bestimmten Licht- und pH-Bedingungen diskutiert (Haupts et al.
(1996)). Die Voltage-Clamp Untersuchung des SRI liefert wichtige Informationen zu
diesen Fragen. In Abbildung 3.42 ist ein représentatives Signal des SRI dargestelit.
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Abb. 3.42 Photostrom des SRI bei =20 mV (Puffer d12) unter ungefiltertem weif3en Licht. Das Signal wurde
mit 20 Hz gefiltert. Die Analyse der Relaxation nach | = g + A1 exp(t-to)/t1 + A, exp(t-to)/t, ergibt: lp=-13
nA, to =3117 ms,A; = 2164 + 479,t;, =95+ 17 ms, A, =531 + 113, t, =262 + 113 ms.
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Ungefiltertes, weildes Licht induziert ein stationdres, positives Signal von 2-4nA, was
einem auswarts gerichteten Protonenstrom entspricht. Dieser Strom félt nach der
Belichtung biexponentiell mit einer dominierenden schnellen Phase t1 =95 ms und einer
ungenau aufgeldsten langsamen Phase t,; =263 ms auf die Grundlinie ab. Wie in

Abbildung 343 zu ekennen ist, besitzt der Photostrom eine starke

Spannungsabhangigkeit.
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Abb. 3.43 Spannungsabhéngigkeit des SRI-Photostroms (Puffer d12). Die Signale wurden mit 20Hz
gefiltert.

Bereits bel <50 mV detektiert man kein stationdres Signal mehr, ein einwérts gerichteter
Transport positiver Ladungen wird aber auch bel grof3eren negativen Potentialen nicht
registriert. Neben der ungewohnlich starken Spannungsabhéngigkeit unterscheidet sich das
SRI-Signa im Vergleich zum pSRIl zudem in seiner Reaktion auf Licht verschiedener
Wellenlangen. Gelbes Licht (> 495 nm) generiert kein stationdres, sondern ein kaum
detektierbares transientes Signal (Abb. 3.45A). Blaues Licht (380 —420 nm) induziert nur
ein schwaches stationéres Signal mit < 10 % der Amplitude, die welil3es Licht verursacht.
Dieses Signal wird wahrscheinlich durch die schwache Absorption des Grundzustandes
SRss0/SRsso hervorgerufen (Daten nicht gezeigt). Hieraus folgt, dal3 ein Pumpstrom nur in

Gegenwart von blauem Licht detektiert wird, wenn gleichzeitig gelbes Licht von
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SRs50/SRsgp absorbiert wird. Diese Beobachtung deckt sich mit der Hypothese von Haupts
et a. (1994), die einen 2-Photonen-Mechanismus fir den Protonentransport formulieren.
Demnach Uberfihrt gelbes Licht den Grundzustand in das langlebige Ssgo— oder
M-Intermediat, welches durch die Absorption eines "blauen" Photons nicht Uber den
thermischen, sondern Uber einen etwa 20fach beschleunigten, photochemisch induzierten

Reaktionsweg zerfallt.

pH-Abhéangigkeit der Photostréme

Um zu untersuchen, welche Spezies des Grundzustandes, SRIsso oder SRlsgy, fUr das
Pumpen verantwortlich ist, wurde die Abhangigkeit des Photostroms von der externen
Protonenkonzentration bestimmt. SRIss0 und SRIsgo zeichnen sich durch eine deprotonierte
und protonierte Asp76 mit einem pK, = 7,2 aus (Rath et al. (1994)), was eine Korrelation
ihrer Verteilung bei unterschiedlichem pH mit der Amplitude des Photostroms ermdglicht.
In Abbildungs 3.44 sind die Signale bei verschiedenem pH dargestellt.
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Abb. 3.44 pH-Abhangigkeit des SRI-Photostroms bei —20 m. Eine sigmoidaler Boltzmann Anpassung liefert
einen pKavon 7,2 (I yin = -0,16 £ 0,2 nA, Ihax=4,0 £ 0,3, pH (Inad2) =7,2 £ 0,1). Alle Signale wurden mit
20 Hz gefiltert.
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Man ekennt eine systematische Abnahme der Amplitude mit zunehmender
Protonenkonzentration. Bel pH 6,0 wird kein Signal mehr detektiert. Die pH-Abhangigkeit
der Photostrome folgt einem sigmoidalen Verlauf mit einem Wendepunkt bel pH 7,2, der
exakt dem pK, von Asp76 entspricht (Rath et al. (1994)). Die Verénderung der Amplitude
des  SRI-Photostromes  geht demnach mit der Verschiebung des
Dissoziationsgleichgewichtes von Asp76 einher. Eine exklusive Beteiligung von SRls50 am
Pumpprozef} erklart diese pH-Abhangigkeit des Photostroms.

Im Rahmen der Voltage-Clamp Untersuchungen stellte sich heraus, dal3 beim SRI nicht
nur die spektral unterscheidbaren Spezies des Grundzustandes, sondern auch
lichtabhangige Adaptationen seine photochemische Charakterisierung erschweren. Wie
bereits diskutiert, induziert gelbes Licht nur ein transientes Signal von geringer Amplitude
(Abb. 3.45A). Falls aber die Oocyte mit weiflem oder blauem Licht vorbelichtet ist,
generiert gelbes Licht einen transienten Strom mit gleicher Amplitude wie das stationére
Signal unter weil}en Licht. Der transiente Strom klingt sehr langsam mit ener
Halbwertszeit > 500 ms ab. Hierbei spielt es keine Rolle, ob das Signal durch einen kurzen
gelben Lichtpuls (< 1 ms) oder kontinuierlicher Belichtung (gelb) induziert wird. Der
transente Strom kann bis etwa 5 min nach der Vorbelichtung beobachtet werden.
Zusétzliches blaues Licht regeneriert den stationdre Photostrom unter weif3em Licht
(Abb. 3.45C). Ein zweite Exposition mit gelben Licht iefert nur das kaum nachweisbare
Signal des nicht adaptierten SRI (Abb. 3.45B). Die in Abbildung 3.45 dargestellten
Experimente belegen, dal? sich unter weilem oder blauem Licht eine langlebige Spezies
Ssso0 akkumuliert, die im langwelligen spektralen Bereich Uber 500 nm absorbiert.
Aufgrund der Lebensdauer von mehreren Minuten und der grof3en Ladungsverschiebung
relativ zum stationdren Strom, die durch die Flache unter dem Signal reprasentiert wird,
kann das transiente Signal nicht durch eine Anregung eines Intermediates aus dem

Pumpzyklus stammen.
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Abb. 3.45 SRI Photostréme bei verschiedenen Wellenldngen. Alle Signale wurden bei -20 mV und 20Hz
Filterung aufgenommem (Puffer d12). Bei dem Photostrom in C wurde die Oocyte vorbelichtet (weif3).
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3.5.5 Photostréme der SR/Htr-Komplexe

Der Einflul der Transducerproteine auf die elektrochemischen Eigenschaften der
sensorischen Rhodopsine wird kontrovers diskutiert. Bogomolni et al. (1994) berichten,
dai3 die Bindung des Transducers Htrl den Protonentransport des SRI inhibiert. Indessen
beobachten Haupts et al. (1996) einen einwarts gerichteten Protonenstrom unter Belichtung
des SRI/HtrI-Komplexes. Um zu untersuchen, ob die Transducer einen Effekt auf die
Voltage-Clamp Signale der Rezeptoren haben, wurde Oocyten zusétzlich zur SRI bzw.
pSRII-cRNA ebenfalls die entsprechende Htrl- bzw. pHtrlI-cRNA injiziert. Hierbei wurde
ein etwa 3fach molarer UberschulR der Transducer cRNA (50 ng) gegeniiber der Rezeptor
CcRNA (15 ng) gewahlt. In Abbildung 3.46 sind die Photostrome der ko-injizierten Oocyten

denen der Transducer-freien Rezeptoren gegentibergestellt.

pSRII-F86D SRI

A1 B1

A2 B2

+pHtrll

+Htrl

A3
+pHtrll B3 +Htrl

0.8 nA

L

1s

2 nA

Abb. 3.46 Einfluld der Transducer auf den Photostrom von pSRII-F86D (A) und SRI (B). Hierzu wurden
Oocyten einer Charge mit 15 ng Rezeptor-cRNA und ein Teil davon zusétzlich mit 50 ng Transducer-cRNA
injiziert. Die Photostrdme der einfach und ko-injizierten Oocyten wurden jeweils unter identischen
Bedingungen ermittelt (A: -40mV, 50 Hz-Filter, Puffer d12; B: -20mV, 20 Hz-Filter, Puffer d12).
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Man erkennt deutlich, dal3 der stationare Photostrom sowohl bel pSRII-F86D als auch
beim SRI durch die korrespondierenden Transducer inhibiert wird. Das transiente Signal
wird beim Wildtyp pSRII (Daten nicht gezeigt) und der Mutante pSRII-F86D dagegen
nicht beeinflul?. Dies gilt vermutlich auch fur daf3 SRI, wie das in Abbildung 3.46B3
gezeigte Signal vermuten &%, Wegen des verwendeten 20 Hz Filters ist der transiente
Strom des SRI jedoch schlechter als der des pSRII aufgel6st. Der Grad der Inhibierung des
stationdren Photostroms variiert von Oocyte zu Oocyte. In einigen Fallen wird kein
stationares Signal mehr nachgewiesen (Abb. 3.46A3), wahrend in anderen Féllen en
verringertes (Abb. 3.46 A2, B2, B3) oder auch unveradndertes Signal registriert wird. Diese
unterschiedliche Hemmung der Pumpaktivitét kann durch die individuellen Abweichungen
in der Tranglation der cRNA jeder einzelnen Oocyte erklart werden. Denn aufgrund einer
verminderten Trandation der Transducer cRNA im Vergleich zur Rezeptor cRNA, ist ein
Vorliegen von Htr-freiem Rezeptor auch in den ko-injizierten Oocyten moglich. Ein
unterschiedliches Verhdltnis von freiem, pumpenden und komplexierten, nicht pumpenden
Rezeptor erkléart die variierende Inhibierung des Protonenpumpens. Aus diesem Grund ist
es auch nicht mdglich, durch eine Variation der molaren Verhdtnisse von Rezeptor- und
Transducer cRNA die Stochiometrie der Komplexe titrimetrisch zu bestimmen. Fur
pSRII/Htrll konnte durch isotherme Titrationskalometrie ein 1:1 Verhdtnis von pSRIl und
pHtrll sowie eine Bindungskonstante von etwa 100 nM bestimmt werden (Wegener
(2000)). Bel vergleichbar starker Expresson von pSRIlI und pHtrll, die anhand der
Westernblot-Analyse verausgesetzt werden kann, sollten daher die injizierten Mengen an
cRNA fur eine Komplexbildung richtig gewahlt sein.

Um die Selektivitéat der SR/Htr-Wechselwirkung zu untersuchen die zur Hemmung des
Pumpens fuhrt, wurden in einem Hybridexperiment die SRI-cRNA zusammen mit der
pHtril-cRNA und umgekehrt die pSRII-F86D-cRNA mit der Htrl-cRNA injiziert. In
beiden Féllen registriert man die unverénderten Signale der freien Rezeptoren, die keine
Wechselwirkung mit den Transducern erkennen lassen. Welitere Informationen Uber die
Selektivitdt und der strukturellen Voraussetzungen fur die Interaktion der Proteine konnten
durch zwel unabhéngige Untersuchungen gewonnen werden. Zum einen wurde mittels
ortsspezifischer Mutagenese die Rolle einzelner Aminosduren analysiert. Desweiteren
wurden Transducerfragmente mit verkirztem GTerminus konstruiert, um die minimale
Wechselwirkungsdomane zu ermitteln. Diese Untersuchungen erfolgten mit dem pSRII-
F86D/pHtrIl  Komplex, der durch seine simplere Photochemie und bessere

el ektrophysiol ogische Charakterisierung das bevorzugte Modellsystem darstellt.
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Untersuchung der SR/Htr-Komplexe durch ortsspezifische Mutagenese

Vermutlich findet die SR/Htr-Wechselwirkung Uber Konformationsanderungen des
Rezeptors statt, die den Transducer aktivieren (Hoff und Spudich (1997), Marwan und
Oesterhelt (1999)). Wegener et a. (2000), konnten mittels ESR-Spektroskopie eine
Ausklappbewegung der Helix-F des pSRIl nachweisen, die moglicherweise mit der
Signaltibertragung an das pHtrll einhergeht. Daher wurden zwel Arginine R162 und R164
aus Helix-F, deren Seitenketten vermutlich nach auf3en zeigen, gegen Alanin ausgetauscht
(Wegener et al. (2000)). Argl64 ist in allen archaebakteriellen Rhodopsinen auf3er SRI
konserviert, wahrend Argl62 nur in pSRII zu finden ist.

Abb 3.47 Vermutliche Orientierung von R162 und R164. Als Grundlage diente die Réntgenstruktur des BR
(2BRD.PDF), in die von PD. Dr. Hans-Jurgen Steinhoff (MPI fir molekulare Physiologie, Dortmund) die
Aminosauresequenz des pSRII modelliert wurde.

Zusétzlich wurde die pHtri1-Mutante D85N hergestellt. Asp85 befindet sich in der zweiten
transmembranen Helix und entspricht Glu56 des SRI. Glu56 ist fir die physiologische
Funktion von essentieller Bedeutung, denn ein Austausch mit Glutamin fuhrt zu einer
invertierten (negativen) phototaktischen Antwort des H. salinarum auf orangefarbenes
Licht (Jung und Spudich (1996)). Um den Einfluld dieser Mutationen auf die SR/Htr-
Wechselwirkung zu untersuchen, die durch die Hemmung des Pumpens charakterisiert
wird, mufdten zunéchst die Mutationen durch PCR nach Ho et al. (1989) (vergl. Abschnitt
3.1) in die psopll-F86D und phtrll Gene eingefuhrt werden. Dies erfolgte mittels der
Mutageneseprimer psoplIR162(4)hin/rev sowie pHtrlID85Nhin/rev und den Plasmiden
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PET27bmodpsopl I-F86D-His bzw. pET27bmodpHtril-His. Die mutierten Gene wurden
Uber Ncol/Xhol-Restriktion in den pNK4 Vektor kloniert, der als Matrize fur die in-vitro
Trandation der cRNA diente. Erneut wurden neben der Injektion der cRNA von pSRII-
F86D/R162(4)A bzw. pSRII-F86D Oocyten zusdtzlich mit einem 2fachen molaren
UberschuR von pHtril bzw. pHtrll-D85N-cRNA appliziert. In Abbildung 3.47 sind die
Photostrome von pSRII-F86D/R162/4/A und der Komplexe pSRII-F86D/R162(4)A/pHtril
bzw. pSRII-F86D/pHtrI1D85N wiedergegeben.

pSRII-F86D pSRII-F86D/R164A pSRII-F86D/R162A

=

A B C

0,5nA

0,5nA

<
c
N

05nA

+ pHtrll-D85N + pHtrll + pHtrll

Abb. 3.48 Einflul3 der ortsspezifischen Mutationen R162(4)A in Helix F des pSRII (B, C) und D85N in TM2
des pHtril (A) auf die Inhibierung der Pumpaktivitét. Unter identischen Bedingungen wurden die
Photostrome der Rezeptoren und die der Oocyten, denen zusétzlich Transducer-cRNA injitiert wurde (50 ng,
3facher molarer UberschuR) ermittelt (- 40 mV, 50 Hz-Filter, Puffer d12).

Die pSRII-Mutanten  F86D/R162(4)A  unterscheiden sich  nicht  in  ihren
elektrophysiologischen Eigenschaften von denen der einfachen Mutante pSRII-F86D; in
beiden Falen wird ein auswéartsgerichteter, stationdrer Photostrom beobachtet
(Abb. 3.47B,C). Auch der Einflu des Transducers ist gleich, denn man erkennt eine
Hemmung des Pumpens, die aus dem geringeren Verhdltnis der Amplituden des
transienten zum stationéren Signal ersichtlich wird. Die Mutation D85N in TM2 des pHitrl|
hat ebenfalls keinerlel Effekt auf die Inhibierung des Photostroms. Alle drei Mutationen

haben demnach keinen signifikanten Einflu auf die Wechselwirkung und die Bindung
zwischen pSRII und pHitrll.
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Untersuchung C-terminal verkirzter pHtrll-Konstrukte

Trotz der Selektivitdt der SR/Htr-Interaktion ist das pSRII-F86D/pHtrll-System
unempfindlich  gegeniber den im vorangegangenem  Abschnitt  untersuchten
ortsspezifischen Mutationen. Um die Domane des pHtrll zu bestimmen, die fir eine
Wechselwirkung mit dem pSRIl notwending ist, wurde das pHtrll durch Einfihrung
zweler Stop-Kodons (TAA-TGA) an verschiedenen Stellen verkirzt.

pSRII-FEED + pHtrll

i

05s

Bl

06s

Abb. 3.49 Photostrome der pSRII-F86D/pHtrlI-Komplexe mit C-terminal verkirztem Transducer. Es wurden
15 ng pSRII-F86D cRNA und 50 ng pHtrll cRNA injiziert. Unter identischen Bedingungen wurden die
Photostrome der Rezeptoren und die der Oocyten, denen zusétzlich Transducer-cRNA injiziert wurde,
ermittelt (- 40 mV, 50 Hz-Filter, Puffer d12).
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Die Synthese der verkirzten pHtrll-Konstrukte erfolgte durch PCR (Ho et al. (1989))
mittels der Mutageneseprimer pHtril-Helix-10, pHtrll-Helix und pHtrll-Helix+10 und des
Plasmides pET27bmod-pHtrll-His als DNA-Matrize. Hierdurch wird die Trandation nach
den ersten 72, 82 und 113 Aminosduren abgebrochen. Zusétzlich wurde von Ansgar
Wegener (MPI far molekulare Physiologie, Dortmund) ein DNA-Fragment erhalten,
welches die ersten 159 Aminosauren kodiert. Alle Konstrukte wurden via Ncol/Xhol-
Restriktion in das Plasmid pNK4 kloniert, das als Vorlage fur die in vitro Transkription der
CRNA diente.

In Abbildung 3.49 sind die Photostrome des pSRII-F86D den Signalen der Oovyten
gegenlbergestellt, die mit der Transducer-cRNA ko-injiziert wurden. Das Ergebnis ist
eindeutig: Alle getestesten pHtrll-Konstrukte die weniger als die ersten 113 Aminosauren
enthalten, sind nicht in der Lage den Photostrom des pSRII-F86D zu hemmen, wahrend
alle langeren pHtril-Frangmente das Protonenpumpen inhibieren. Hierbei mufl3 angemerkt
werden, dal3 die Expression der beiden kurzen pHtrll-Fragmente mit 72 und 88
Aminosauren nicht nachgewiesen ist. Dennoch zeigt die Inhibierung des stationdren
Signals durch die ersten 113 Aminosauren des pHitrll, dal3 fir eine Wechselwirkung mit
dem Rezeptor die beiden transmembranen Helices und eine kurze zytoplasmatische

Sequenz von etwa 30 Resten ausreicht.
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4. Diskussion

In der archaebakteriellen Phototaxis wird der Lichtreiz durch sensorische Rhodopsine
(SR’s) aufgenommen und Uber Transducerproteine (Htr's) an das Innere der Zelle
weitergegeben. Der Mechanismus des priméren Signaltransfers von den Rezeptoren auf die
Transducer ist bisher nicht geklart. Grundlage fur das Verstandnis des Signaltransfers ist
die Kenntnis der Photozyklen der Rezeptoren und deren Beeinflussung durch die
Transducer.

In dieser Arbeit sollten daher mit spektroskopischen und elektrophysiologischen Methoden
die Intermediate der SR-Photozyklen kinetisch charakterisiert und die beteiligten
Protonentransferreaktionen bestimmt werden. Notwendige Voraussetzung hierfir ist die
préparative Darstellung und Isolierung der SR's. Um den Einfluld der Transducer auf die
Rezeptoren zu analysieren, sollte das Xenopus-System fir die Expression der SR's und
SR/Htr-Komplexe etabliert werden, so dal3 eine elektrophysiologische Untersuchung der
Proteine unter Voltage-Clamp Bedingungen moglich wird.

Durch die Analyse der SR-Photozyklen konnten fir pSRIl und SRI Modelle ihrer
thermischen Relaxation einschliefdlich des Protonentransportes abgeleitet werden. Hieraus
ergaben sich neue Informationen Uber den Signalgebungsmechanismus, der durch die
elektrophysiologische Charakterisierung der SR/Htr-Komplexe néher untersucht wurde.
Mit diesem Ansatz konnten fur pSRII/pHtrll die minimalen strukturellen Voraussetzungen
fur die Rezeptor/Transducer-Wechselwirkung bestimmt und ein Mechansmus des

Signaltransfers zwischen beiden Proteinen vorgeschlagen werden.

4.1 Expression der sensorischen Rhodopsine in E. coli

In dieser Arbeit wurden die SR's nach heterologer Expression in E. coli prapariert.
Gegeniber der homologen Expression verspricht dieser Ansatz einen erheblich geringeren

Zeitaufwand bei der Praparation der Proteine sowie der Herstellung von Mutanten.

Die Expression von psopll-His sowie psopll-Mutanten in E. coli und die Reinigung der
Proteine durch Ni-Affinitdtschromatographie Uber einen C-terminaden Histidin-Tag
erfolgte nach den Methoden von Shimono et al. (1997) und Hohenfeld et al. (1999) (siehe
Abschnitt 3.1). Eine nennenswerte Modifikation des Protokolls von Hohenfeld et al.(1999)
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ist die von 16h auf 2h verklrzte Solubilisierung der isolierten Membranen, die keinen
Einflul3 auf die Proteinausbeute hat. Die Préparation von pSRIlI bzw. pSRII-Mutanten ist
hierdurch innerhalb eines Tages (etwa 13h) nach der Impfung des Medium mdglich.

Vergleicht man die Préparation des Wildtyps und der Mutanten pSRII-L40T, pSRII-F86D
sowie pSRII-L40T/F86D ergeben sich keine Unterschiede in der Reinheit der Proteine,
jedoch weichen die Ausbeuten deutlich voneinander ab. Es werden etwa 1 mg pSRIl und
pSRII-L40T pro Liter Zellkultur isoliert, was in der gleichen GrofRenordnung liegt, wie bei
Hohenfeld et al. (1999) angegeben. Die Ausbeuten an pSRII-F86D und pSRII-L40T/F86D
sind 10fach bzw. 20fach geringer. Dieser Befund deckt sich mit den Beobachtungen von
Iwamoto et al. (1999), die ebenfalls von einer stark verminderten Synthese dieser beiden
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp berichten, alerdings keine quantitativen Angaben
machen. Die Ursache fur die schlechtere Expression der Mutanten konnte die
Protonenpumpaktivitdét von pSRII-F86D und pSRII-L40T/F86D sein, die den
lonenhaushalt der Bakterien nachteilig beeinflu®t. Allerdings stellt man bei einer
Expression unter Lichtausschlu® keine Veranderungen fest, so dall eine genauere

Untersuchung notwendig wird, um diese Frage zu klaren.

Mit dem SRI erfolgte auch erstmalig die heterologe Expression eines sensorischen
Rhodopsins aus H. salinarumin E. coli. Obwohl sich SRI und SRII durch eine geringe
Stabilitét, besonders gegenliber niedrigen Salzkonzentrationen (< 2 mM NaCl) auszeichnen
(Scharf (1992)), exprimieren die Zellen SRI in hohem Male und inkorporieren das
Pigment in die Plasmamembran. Die intensive Blauférbung der Zellen verdeutlicht die
Uberproportional starke SRI-Synthese. Analog zum pSRII erfolgt die Reinigung des SRI
durch Ni-Affinitdtschromatographie tUber den C-terminalen Histidin-Tag, wobei das
Protein mit > 95 % Reinheit und einer Ausbeute von bis zu 3 mg SRI /I Zellkultur isoliert
wird. Durch den Verzicht auf die Isolation der Zellmembranen vor der Solubilisierung
durch Ultrazentrifugation konnte der Zeitaufwand im Vergleich zur Reinigung des pSRI|
nochmals um 1-2h auf 11-12h nach Inokulation des Mediums verringert werden. Das
heterolog exprimierte SRl it in seinen  photochemischen  Eigenschaften
(Absorptionsspektrum,  Photozyklus) nicht vom homolog exprimierten Protein
unterscheidbar (vergl. Abschn. 4.2.2).

Bisher war die effektivste Methode zur Prgparation von SRI die homologe Expression in
H. salinarum nach Krebs et a. (1995), die sich ebenfalls eines C-terminalen Histidin-Tags
zur Proteinisolation bedient. Die Ausbeute nach Krebs et al. (1995) betrégt 1,7 mg SRI /|
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Zellkultur. Im Vergleich hierzu ist die heterologe Expression in E. coli nicht nur beziglich
der Ausbeute (bis zu 3 mg/l Zellkultur) deutlich Uberlegen. Zum anderen ist der
Zeitaufwand aufgrund der langsamen Zellvermehrung des H. salinarums wesentlich
geringer - unter Expressionsbedingungen verdoppeln sich E. coli BL21 (DE3) —Zellen
nach ca. 35-40 min im Vergleich zu ca. 8h des Expressionstammes H. salinarum Pho81/w
(Olson und Spudich (1993)). Dartiberhinaus erleichtert das E. coli Expressionsystem die
Herstellung von SRI-Mutanten durch ortsspezifische Mutagenese, dafir H. salinarum kein
effektives Transformationssystem existiert und bedingt durch die langsame
Zellvermehrung die Selektion mutierter H. salinarum Kolonien mindestens 1,5 Wochen
erfordert (Littenberg (1999)). Ein weiterer Vortell der heterologen Expression ist die
Moglichkeit, auf einfache Weise Retinalanaloga in das SRI zu inkorporieren. Bisher
erfolgte der Austausch des Chromophors durch eine Bleichung des isolierten Pigmentes
mit Hydroxylamin unter Belichtung und einer anschliefienden Rekonstitution mit dem
gewlnschten Chromophor (siehe z.B. Sheves et al. (1986)). Diese Methode fuhrt immer zu
Verlusten bel der Rekonstituion des Proteins. Bei der Expression in E. coli konnte man
sehr wahrscheinlich direkt einen artifiziellen Chromophor einbauen, indem man bel der
Induktion nicht den nattirlichen Chromophor all-trans Retinal, sondern das Analogon zum
Medium gibt. Im Falle des pSRIl wurde diese Methode bereits demonstriert (Wegener,

unveroffentlicht).

4.2 Expression der SR's und SR/Htr-Komplexe in Xenopus-Oocyten

Die Ergebnisse der heterologen Expression von SRI und pSRII in E. coli lief}en erwarten,
daid auch das Xenopus-Expressionssystem fir die archaebakteriellen Rhodopsine etabliert
werden kann. Hierdurch ist eine elektrophysiologische Untersuchung der Rezeptoren mit

Voltage- und/oder Patch-Clamp Techniken mdglich.

Die funktionelle Expression von SRI, sSRII, pSRIlI demonstriert die Anwendbarkeit des
Xenopus-Systems fur die sensorischen Rhodopsine (Abschnitt 3.4, 3.5). Neben den
Rezeptoren konnten auch die Signalkomplexe SRI/Htrl und pSRII/pHtril exprimiert
werden. Der immunologische Nachwels des pSRII und pHtrll verdeutlicht, dal3 die
Proteine in voller Lénge synthetisert werden und kein proteolytischer Verdau
stattfindet (Abb. 3.33).
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Die Stérke der Expression ist nur schwierig abzuschétzen. Im Falle des BR konnte anhand
des Voltage-Clamp Signals die Zahl der Molekille pro Oocyte auf 10° geschatzt werden
(Nagel et al. (1995)). Hierflr ist aber die Kenntnis der Pumpfrequenz notwendig, die fir
keines der sensorischen Rhodopsine bekannt ist. In grober Anngherung kann diese nur
zwischen 200 ms und 1,5 ms liegen, woras sich ebenfals eine Anzahl von 10°-10°
Rezeptormolekile pro Oocyte berechnet. Fir eine préparative Darstellung der SR oder
SR/Htr-Komplexe ist das Xenopus-System daher denkbar ungeeignet. Um etwa 1 g
Protein zu gewinnen, miféte man selbst bel optimistischer Schatzung Gber tausend Oocyten
injizieren. Fur die meisten biophysikalischen Untersuchungsmethoden sind weitaus
grof¥ere Proteinmengen erforderlich.

Bei elektrophysiologischen Voltage- und Patch-Clamp Methoden ist man allerdings nicht
auf eine Prgparation der Proteine angewiesen. Ohne die Zielproteine zu reinigen, kénnen
diese empfindlichen Techniken direkt an Xenopus-Oocyten angewendet werden. Durch
den Wegfall der meist aufwendigen Proteinpréparation eignet sich die Kombination des
Xenopus-Expressionssystems mit elektrophysiologischen Methoden fur umfangreiche
M utagenesestudien.

Im Falle der SR’s und SR/Htr-Komplexe konnten mit diesem Ansatz unter Voltage-Clamp
Bedingungen die Photostrome der Proteine analysiert werden (Abschnitt 3.4 u. 3.5). Wiein
den folgenden Abschnitten detailliert diskutiert wird, liefern die Rezeptoren enen
auswartsgerichteten Photostrom, der durch ihre Transducer inhibiert wird. Diese
Inhibierung stellt einen elektrophysiologischen Assay der Wechselwirkung zwischen den
Rezeptoren und Transducern dar, mit dem der Signaltransfer zwischen beiden Proteinen

untersucht werden konnte.

4.3 Photozyklen der SR's

Die prdparative, heterologe sowie die analytische Expression der SR’s in E. coli und
Xenopus-Oocyten erméglicht sowohl eine kinetische als auch e ektrophysiologische
Untersuchung der SR-Photozyklen.

Im Gegensatz zur eingehend untersuchten Protonenpumpe BR lagen bisher fir die
sensorischen Rhodopsine keine detaillierten Modelle ihrer thermischen Relaxation vor.
Aus bisherigen Untersuchungen der SR-Photozyklen ist jedoch aufféllig, dal3 der Turnover

der SR's mit ~1 s im Vergleich zur lonenpumpe BR etwa ~100 fach verringert ist. Diese
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gemeinsame Eigenschaft der SR's ist sicherlich mit deren Rezeptorfunktion zu erkléren,
die fur die Signalgebung einen langlebigen aktivierten Zustand benttigt. Als langlebige
Spezies besitzen alle SR's das M-Intermediat, dessen Zerfall gegenliber dem BR von ~5 ms
auf ~500 ms verlangsamt ist (Bogomolni et a. (1987), Scharf et a. (1992), Chizhov et al.
(1998)). Hierdurch erfolgt eine kinetische Aufspaltung der SR-Photozyklen in ene
schnelle Deprotonierung (~50 ps) und einer langsamen Reprotonierung (~ 500 ms) der SB.
Diesen Protonierungsreaktionen der SB wird in der Literatur eine essentielle
physiologische Bedeutung zugeschrieben. Spudich et a. (1997) vermuten, da3 die
Auflésung der Salzbriicke zwischen der SB und ihrem Gegenion durch die Deprotonierung
der SB zur Etablierung des signalgebenden Zustandes der SR's fuhrt. Fur die
Deaktivierung der Signalgebung wird hingegen kein genereller Mechanismus unter den
SR's postuliert. Yan et a. (1991) vermuten, dal3 im SRI mit der Reprotonierung der SB
(M-Zerfall) das photophile Signal abgeschaltet wird, wahrend im sSRII auch das folgende
O-Intermediat physiologisch aktiv sein konnte (Y an und Spudich (1991)).

Neben den internen Protonentransfers wird die Rolle des Protonentransportes tber die
Plasmamembran fir die Signalgebung diskutiert. Auch hier lag bisher kein einheitliches
Bild vor. Wahrend fur SRI der Protonentransport nachgewiesen ist (Bogomolni et a.
(1994), Haupts et a. (1995)), sind die Daten fur pSRIl und sSRII widersprtchlich:
Iwamoto et al. (1999) vermuten, dal3 pSRIl Protonen nach auf3en pumpt, Sasaki et al.
(1999) postulieren hingegen einen elektroneutralen Photozyklus des sSRII. Die Kenntnis
des Protonentransportes der SR's ist jedoch fur die Analyse der Wechselwirkung mit ihren
Transducern wichtig, denn es wird kontrovers diskutiert, ob die Htr's das Pumpen
inhibieren (Bogomolni et al. (1994)) oder nur die Pumprichtung beeinflussen (Haupts et al.
(1996)).

Zum besseren Verstandnis der Signalgebung durch die SR's wurden in dieser Arbeit die
Photozyklen von pSRII und SRI optisch mittels Laserblitz-Absorptionsspektrometrie und
elektrophysiologisch unter Voltage-Clamp Bedingungen untersucht. Zudem konnte der
Photozyklus des sSRII mittels Voltage-Clamp analysiert werden. Auf dieser Grundlage
konnten anschlieffend durch die elektrophysiologische Untersuchung der SR/Htr-
Komplexe die Wechselwirkung zwischen den Rezeptoren und ihren Transducern studiert

werden.
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pSRIl und sSRII

Der Photozyklus des pSRII wurde bereits von verschiedenen Gruppen untersucht (Scharf
et a. (1992), Iwamoto et al. (1992, 1999), Miyazaki et a. (1991)). Allerdings existierte
bislang kein kinetisches Modell, dal3 alle bekannten Intermediate umfaldt. Anhand der
absorptionsspektrometrischen  Untersuchung des pSRIlI konnte ein solches Modell
aufgestellt werden (Abschn. 3.2.1).

Die Ergebnisse der multiexponentiellen Analyse der transienten Absorptionen
verdeutlichen eine weitgehende Homologie des pSRII-Photozyklus zum BR, was bereits
auf einen pumpenden Photozyklus des Rezptors deutet. pSRII durchlduf eine analoge
Sequenz der Intermediate K, L, M, N und O, wie sie erstmalig von Lozier et al. (1975) fur
BR formuliert wurde. Auch ein Vergleich mit dem neueren Schema nach Chizhov et al.
(1996) verdeutlicht die Ahnlichkeit des pSRII- mit dem BR-Photozyklus (Halbwertszeiten
bel 25 °C):

1lus 6us 30ps 100us 500us 5ms 1,5ms
K—>L—> (L~-M) —> (L=M), —>M—> (M= N)—> (N~ O)—> BR

lus 10us 30us 2ms 100ms 200ms 400ms 1,2s

K—> L—> (L= M) M—>M (M =0)—> (M=0O(N)) —>(O =pSRIl) —>pSRIlI .

Es werden nahezu die glechen Intermediate durchlaufen und auch die
Quasigleichtgewichte entsprechen einander, wenn auch die Verteilungen der spektralen
Spezies z.T. voneinander abweichen. Diese kénnen aber aufgrund des Modellcharakters
der Reaktionssequenz ohnehin nur als Anndherungen verstanden werden (Chizhov et
al.(1996)). Nach den Absorptionsanderungen unterscheiden sich die Photozyklen von
pSRII und BR nur durch ihre Kinetik, nicht aber in ihrem Reaktionsweg.

Deutlich wird die Aufspatung des pSRII-Photozyklus durch die ~100 fach verlangsamte
Reprotonierung der SB gegenuber dem BR. Anschlief?end folgt der noch langsamere
O-Zefdl mitt ~1,2s.

Dieser Unterschied in den Photozyklen muf3 auf funktionell entscheidende Veranderungen
in der Primarsequenz von pSRIl und BR zurlckzufihren sein. Viele der polaren oder
geladenen Aminosduren im zytoplasmatischen Protonenkanal, von dem aus im BR die
Reprotonierung der SB erfolgt, sind im pSRII durch aliphatische Reste ausgetauscht.
Insbesondere die Protonendonorgruppe der SB, Asp96 (BR), ist im pSRIl nicht
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konserviert. An dieser Position befindet sich Phe86 (pSRI1). Gleiches beobachtet man auch
far SRI und sSRII, bei denen Asp96 (BR) durch Tyr87 (SRI) bzw. Tyr84 (sSRIl) ersetzt
ist. Durch die Anayse von pSRII-Mutationen konnten die strukturellen Ursachen fir die
langsame Reprotonierung der SB identifiziert werden. Die Photozyklen von pSRII-F86D
und pSRII-L40T/F86D zeigen deutlich, dald mit der gemeinsamen Einfihrung der
Protonendonorgruppe des BR, Asp96 (F86D), und des benachbarten Threonins T46
(L40T) der M-Zerfal im pSRIl ~100fach auf das Niveau des BR beschleunigt wird (Abb.
3.15). lwamoto et al. (1999) machen die gleiche Beobachtung.

Trotz des gleich schnellen M-Zerfalls, entspricht der Photozyklus von pSRII-L40T/F86D
nicht dem des BR, denn die Kinetik des O-Zefdls ist im Vergleich zum Wildtyp
unverandert. Da die Bildung von O mit dem M-Zerfall korrespondiert, akkumuliert O unter
Belichtung. Diese Eigenschaft 143t sich fUr das blofe Auge sichtbar machen, indem man
eine Probe der Mutante wenige Sekunden belichtet. Nach Ende der Belichtung kann man
den Zefal des O-Intermediates durch den Farbumschlag von Kirschrot (Oss) nach
Orange (pSRIl498) innerhab von 1-2 s verfolgen.

Fir den Wildtyp und die Mutante pSRII-F86D erreicht man durch die Zugabe von
externen Protonendonatoren wie Natriumazid bzw. Stickstoffwasserstoffsaure den gleichen
Effekt auf den Photozyklus.

Offensichtlich wird im pSRII der Turnover des Photozyklus nicht durch die reversible
Deprotonierung der SB, sondern z.B. durch die Isomerisierung des Chromophors und/oder
der damit gekoppelten Konformationsénderungen des Proteins reguliert. Denkbar ist auch,
dad die Deprotonierung von Asp75 im Zuge des O-Zerfals die Geschwindigkeit der
Regeneration des Grundzustandes bestimmt. In diesem Verhalten unterscheidet sich der
Rezeptor grundlegend von BR, was deutlich am Photozyklus der Mutante BR-D96N zu
erkennen ist. Hier ist der M-Zerfall fir den Turnover geschwindigkeitsbestimmend,
folglich fuhrt eine Beschleunigung dieses Reaktionsschrittes durch Natriumazid auch zu
einem schnelleren Turnover von BR-D96N (Tittor et al (1989)).

Dennoch ist auch in den untersuchten pSRII-Mutanten die Reaktionssequenz die gleiche
des BR, was vermuten |83, dald der Rezeptor nur eine langsame Version der
Protonenpumpe darstellt, dessen Zeitfolge durch konformelle Struktur&nderungen und
nicht durch Protonentransfers bestimmt ist.

Die eektrophysiologischen BLM- und Voltage-Clamp Untersuchungen am
pSRII-Wildtyps bekréftigen diese Vermutung zunéchst, indem sie den auswarts gerichteten
Protonentransport belegen (Abb. 3.23, 3.34). Im Einklang mit dem langsameren
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Photozyklus-Turnover ist die Pumpleistung des pSRIlI verglichen mit dem BR stark
herabgesetzt. Allerdings zeigt sich bel genauer Betrachtung der optischen und
elektrophysiologischen Daten, dal3 im Unterschied zum BR beim pSRIl keine direkte
Korrelation zwischen der Amplitude des Photostroms und des Photozyklus-Turnovers
besteht. Zwei Punkte verdeutlichen diese Eigenschaft des pSRIl und verlangen eine
alternative Erkl&rung fur das Pumpen des Rezeptors. Erstens ist die Mutante pSRII-F86D
eine effektivere Pumpe als der Wildtyp, obwohl die Photozyklen beider Pigmente nahezu
identisch sind (Abb. 3.15, 3.37). Zweitens belegt die Analyse der Doppel mutante pSRI |-
L40T/F86D und der Einfluld externer Protonendonatoren (Natriumazid), dald3 bei
konstantem Photozyklus-Turnover die Amplitude des stationdren Photostroms mit dem
M-Zerfall korreliert (Abschn. 3.5.1 u. 3.5.2). Beide Beobachtungen, die auf den ersten
Blick einen Widerspruch zwischen den optischen und elektrophysiol ogischen Ergebnissen
darstellen, lassen sich jedoch auf der Grundlage der beiden gegenwartigen Modelle des
lonentransportes, "Local Access'- und "IST"-Modell, erkléaren.

Nach dem "Local Access'-Modell von Lanyi und Mitarbeitern wechselt die SB in einem
schnellen M1 « My Quasigleichgewicht zwischen den zwei Orientierungen zur
extrazellularen und zytoplasmatischen Seite des Protonenkanals (Brown et al. 1998a,b).
Die Protonenaufnahme der SB kann somit prinzipiell von beiden Seiten erfolgen und wird
durch die verschiedene Leitfdhigkeit in den Haften des Protonenkanals bestimmit.
Hierdurch steht ein elektroneutraler und ein elektrogener Photozyklus in Konkurrenz.
Wenn man im Falle von pSRII-F86D eine erhohte Leitfahigkeit der zytoplasmatischen
Seite durch die Einfihrung von Asp86 annimmt, verschiebt sich das Gleichgewicht
zugunsten des elektrogenen Zyklus. Die Verschiebung des Gleichgewichtes kénnte
spektroskopisch nicht nachweisbar sein und wirde den stationéren Strom von pSRII-F86D
trotz des im Vergleich zum Wildtyp unverénderten Photozyklus erkléaren. Allerdings kann
das "Loca Access'-Moddll nicht die Amplituden der Photostrome von pSRII und pSRII-
F86D in Gegenwart von Natriumazid erklaren. Unter vergleichbaren Bedingungen werden
beim pSRII mit ~50 nA/cn? ahnlich grolRe Stréme Uber die BLM wie im Falle des BR
(max. 100 nA/cn?, Fahr et al. (1988)) gemessen. Nimmt man fir das BR einen
Photozyklus von 10 ms Dauer an, wird bei gleicher Anlagerung an die BLM fur das pSRI|
mit einem Turnover von 1-2 s einen Photostrom in der GréRRenordnung von etwa 1 nA/cn?

erwartet. Ein Strom von ~50 nA/cn¥ ist daher trotz der Unsicherheit bei der Abschétzung
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der Zahl aktiver Molekile an der BLM mit einem derart langsamen Photozyklus nicht zu
erreichen.

Das zweite Modell ist in der Lage beide Punkte zu erklaren. Das IST-Modell definiert mit
der Isomeriserung des Chromophors, des as "Switch"  bezeichneten
Orientierungswechsels der SB und dem lonen-Transport drei Schlisselschritte fur den
Ladungstransport, die kinetisch unabhangig voneinander sind (Haupts et al. (1997), Tittor
et a. (1997)). Durch die Entkopplung der drei Reaktionen kann z.B. erklért werden, warum
das HR in der Lage ist, in Abhéngigkeit von den Reaktionsbedingungen Chlorid nach
Innen oder Protonen nach Auf3en zu pumpen. Angewendet auf das pSRII 183 sich mit dem
IST-Modell das Protonenpumpen des pSRII ohne Widerspruch zu den optischen Daten auf
der Basis eines 2-Photonen-M echansimus erklaren:

PSRII

Abgabe
Aufnahme EC
ZpP ~1s .
H << 1s H
n
Aufnahme

ZP

O/N M
v

Abb. 4.1 Modell des Ladungstransportes im pSRIl (F86D). Die schwarzen Pfeile stellen den
1-Photonenzyklus, die grinen Pfeile den 2-Photonenzyklus dar. Nach dem IST-Modell folgt der
Protonentransport der Sequenz: ITSITS.

In dem vorgeschlagenen Reaktionschema wird der thermische Zerfall des aktivierten pSRI|
durch die Absorption eines zweiten Photons photochemisch abgekirzt. Hierdurch wird ein
grolRerer Turnover erreicht, der die Amplituden der stationaren Strome in Gegenwart von

Natriumazid erklart. An dieser Stelle sei angemerkt, dal? auch das "Local Access’-Modell
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die beobachteten Photostrome erklart, wenn man einen 2-Photonen-Prozef3 formuliert. Im
urspruinglichen Modell werden mehrfache Absorptionen jedoch nicht diskutiert.

Das zweite Photon kann nur vom N- oder O-Intermediat absorbiert werden. Erstens muf3
fur einen elektrogenen Zyklus zunéchst das Proton mit der Bildung von M tber K und L an
das Medium abgegeben werden. Zweitens fihrt eine Anregung des M-Intermediates durch
blaues Licht zu einem Quenching des stationdren Photostroms, so dal3 nur N und O as
mogliche Kandidaten verbleiben.

Das oben dargestellte Reaktionsschema wird durch mehrere experimentelle Befunde
gestiitzt: Die in Abschnitt 3.3 demonstrierte proportionale Zunahme des Photostroms mit
einem beschleunigten M-Zerfall ist direkt ableitbar. Desweiteren konnte die Akkumulation
des O-Intermediates unter kontinuierlicher Belichtung nachgewiesen werden, was eine
realistische Moglichkeit fur die Absorption eines zweiten Photons zeigt (Abb. 3.18). In
diesem Zusammenhang liefern FTIR-Messungen Hinweise darauf, dald unter
Dauerbelichtung das N- und/oder O-Intermediat der Mutante pSRII-F86D starker als beim
Wildtyp akkumuliert (F. Siebert, personliche Mitteilung).

Den wichtigsten Hinweis auf einen 2-Photonenmechanismus liefert die Analyse der
Abklingkurven der stationaren Photostrome (Abb. 3.39). In dieser "Off-Response” sind
Informationen Uber den thermischen Zerfall der unter Belichtung angereicherten
Intermediate enthalten, in denen sich im Falle eines 1-Photonenmechanismus der Turnover
des Pumpzyklus wiederspiegelt. Bei einem 2-Photonenmechanismus besteht dieser direkte
Zusammenhang zwischen der Kinetik der "Off-Response’ und der Pumpfrequenz nicht.
Falls das Protonenpumpen im pSRIl bzw. pSRII-F86D einem 1-Photonenmechanismus
folgt, sollte demnach die signifikant erhthte Pump-Frequenz bei Zugabe von Natriumazid
eine beschleunigte "Off-Response” nach sich ziehen. Es wird aber lediglich eine geringe
Beschleunigung der schnellen Phase von t; =54 ms (pSRII-F86D) auf t;1=32ms in
Gegenwart von Natriumazid registriert. Diese Beschleunigung reicht nicht aus, um den
erhéhten Pumpstrom zu erklaren.

Der Ladungstransport des pSRII wurde ebenfalls von lwamoto et a. (1999) untersucht. Die
Autoren bedienten sich einer elektrochemischen SnO,-Zelle die mit einer ungepufferten
pSRII-Ldsung gefillt war, mit der Potentialanderungen aufgrund von lichtinduzierten pH-
Anderungen detektiert werden konnen. Obwohl mit dieser Anordnung keine stationaren
Strome gemessen werden konnen, vermuten die Autoren, dal3 pSRII ein Proton Uber die
Membran transportiert. Allerdings beobachten Iwamoto et al. (1999) zunéchst die

Protonenaufnahme vom Zytoplasma mit dem M-Zerfal und erst dann die Abgabe an das



Diskussion 106

Medium im Zuge des O-Zerfal. Hier unterscheidet sich das Schema von Ilwamoto et al.
(1999) vom Modéll in dieser Arbeit, bel dem analog zum BR zunédchst die Abgabe des
Protons im Zuge der M-Bildung und anschlief3end die Aufnahme vom Zytoplasma erfolgt.

Dal’ lwamoto et al. (1999) die Abgabe des Protons erst so spét in der Reaktionssequenz
nachweisen, liegt wahrscheinlich an der verwendeten Mef3methode. Mit der
SnO,-Elektrode kann das Proton erst detektiert werden, wenn es die Proteinoberflache
verlassen hat. Aufgrund der Oberfléachenladung des Proteins ist es denkbar, dal? das bei der
M-Bildung an die extrazelluldre Oberfldche transportierte Proton erst nach einer
Verzogerung an das Medium abgegeben wird (Dencher et a. (1991), Cao et a. (1995)).
Diese Ladungsverschiebung innerhalb des Proteins kann im Gegensatz zur BLM- und der
Voltage-Clamp Technik als transienter Strom nachgewiesen werden, nicht aber mit der
SnO,-Zelle. Demnach betrachten Iwamoto et al. (1999) nicht den Transport des Protons an
die Proteinoberflache, sondern dessen Erscheinen im Medium, was die Unterschiede zum
Modell in dieser Arbeit erklaren wiirde.

Sasaki et a. (1999) untersuchten den Protonentransfer des sSRII und postulieren, dal3
SSRII nicht elektrogen ist. Dieser Befund stellt einen deutlichen Widerspruch zu den
Photostromen des pSRII dar. Die Autoren analysierten mit einer pH-Elektrode die
lichtinduzierten Anderungen der Protonenkonzentration einer Suspension von SSRI|
enthaltenden Lipidvesikeln und Lipidschichten. Aufgrund eines leichten Anstiegs des pH
nach einer Belichtung auf einen konstanten Wert, der mit dem Ausschalten des Lichtes
wieder auf den urspriinglichen Wert zurlckfdlt, schlief3en die Autoren, dal3 sSRII keine
Protonenpumpe ist. Nach Sasaki et al. (1999) erfolgt die Protonenaufnahme im Zuge des
M-Zerfals und Abgabe im Zuge des O-Zerfalls von der gleichen, extrazelluléaren Seite.
Um diesen Widerspruch zu analysieren, wurde in dieser Arbeit auch sSRII in Oozyten
exprimiert und die Photostrome mittels Voltage-Clamp untersucht. Der stationére
Photostrom belegt eindeutig, dal® auch sSRII eine auswérts gerichtet Protonenpumpe
darstellt. Dieser Befund ist unvereinbar mit dem Modell von Sasaki et al. (1999). Es gibt
mehrere Hinweise, daR die von Sasaki et al. (1999) beobachtete pH-Anderung einen
Artefakt darstellen, z. B. durch eine Erwérmung der Suspension unter Belichtung. Zum
einen erhalten die Autoren bel einer Belichtung ihrer Probe mit 550 nm etwa 2/3 der
maximalen Signalstéarke, die mit 500 nm (I max (SSRII) =487 nm) erhalten wurde. Im
UV/VIS-Spektrum sind jedoch bel 550 nm keine Absorptionen des sSRIl zu erkennen
(Scharf et al. (1992)). Zum anderen sind die gleichen Autoren an einer Arbeit beteiligt, die

unter analogen Bedingungen eine Kontrolle mit Vesikeln aus E. coli Membranen zeigt, die
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gualitativ den gleichen Verlauf hat, wie das Signal der sSRII enthaltenden Vesikel (Bga et
al. (2000)). Zieht man die Homologie des sSRII zum pSRIl in Betracht, ist ein
Protonentransport, wie ihn die Voltage-Clamp Messungen belegen, auch beim sSRIl zu

erwarten.

SRI

Uber den Photozyklus des SRI liegen widerspriichliche Daten vor, die eine physiologische
Interpretation seines Mechanismus erschweren (siehe Abschn. 3.54). Um Informationen
Uber die in der Literatur kontrovers diskutierten Fragen bezlglich des Photozyklus und
neue Hinweise auf dessen Mechanismus zu erhalten, wurde auch das SRI untersucht. Die
hierbel erhatenen Daten sind zudem fir die Analyse der Wechsalwirkung mit Htrl
notwendig und tragen durch einen Vergleich mit den anderen SR's zum algemeinen
Verstandins der Signalgebung bel.

Was den Protonentransport betrifft, kann aufgrund der Abhéngigkeit der VC-Signale von
der Belichtungswellenlange der von Haupts et a. (1995) vorgeschlagene
2-Photonenmechanismus bestétigt werden.

/7
SRI
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Aufnahme Y ’? Abgabe
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ADbb. 4.2: Modell des Ladungstransport im SRI. Die schwarzen Pfeile stellen einen 1-Photonenzyklus, die

blauen Pfeile einen 2-Photonenzyklus dar. ZP bedeutet Zytoplasma, und EC extrazellul&re Seite des Proteins.
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Gelbes Licht (>530 nm) Uberfuhrt das SRI in das langlebige M-Intermediat. Der langsame
thermische M-Zerfall mit t » 2s wird durch die Absorption eines zweiten, "blauen”
Photons abgekirzt, denn nach Bogomolni et al. (1987) erfolgt die photochemisch
induzierte Relaxation des M mit t » 80 ms 12fach schneller. In dieser Reaktion auf blaues
Licht verhdlt sich SRI grundlegend anders als pSRII und BR, die beide ein Quenching des
stationdren Photostroms erfahren (Abb. 3.25, Ormos et al. (1978)). Eine Erklarung hierfr
ist, dal3 im M-Intermediat die SB des SRI bereits ihre Orientierung zum Zytoplasma
gewechselt hat und nach der Absorption des Photons das Proton vom Inneren der Zelle
aufnimmt.

Im Unterschied zu Haupts et a. (1995, 1996) und den Ergebnissen in dieser Arbeit
beobachten Bogomolini et a. (1994) auch bei Belichtung mit gelbem Licht ein
Protonenpumpen aufgrund eines pH-Abfalls einer Suspension von SRI enthaltenden
Lipidvesikeln. Dieses Ergebnis steht nicht im Widerspruch zu den Voltage-ClampDaten,
sondern belegt vielmehr, dal3 auch der 1-Photonenzyklus elektrogen ist. Bedingt durch den
langsamen Turnover, kann der daraus resultierende Strom durch die Integration des
Ladungstransportes bel den pHMessungen zwar zu einer Ansduerung der
Vesikelsuspension innerhalb von Minuten fuhren, aber kein BLM- oder VC-Signd
hervorrufen.

Hinweise auf die Beteiligung von SRIsso und SRIsgo am Protonentransport konnten mit der
Untersuchung der Abhangigkeit der Absorptionsanderungen und des stationédren
Photostroms vom pH beantwortet werden. Da die Amplitude des Photostroms exakt der
Titration von Asp76 mit einem pKa =7.2 folgt, ist wahrscheinlich nur SRlsso,
gekennzeichnet durch eine dissozierte Asp76, fur das Pumpen verantwortlich (Abb. 3.44).
Im Zusammenhang mit der verminderten Absorption des M-Intermediates bei
zunehmender Protonenkonzentration, zeichnet sich die Homologie von Asp76 mit Asp85
des BR und Asp75 des pSRII deutlich ab. In allen drei Féllen ist ein stationérer Photostrom
mit der Neutralisierung des Aspartat-Gegenions zur SB inhibiert. Diese Beobachtung wirft
Fragen Uber die physiologische Funktion der Protonentranslokation auf, die im folgenden
Abschnitt diskutiert werden.
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4.4 Physiologische Interpretation der SR-Photozyklen

Die Analyse der SR-Photozyklen 183t gemeinsame Eigenschaften der Rezeptoren erkennen
und liefert neue Informationen Uber den Signalgebungsmechanismus. Durch die
elektrophysiologischen Untersuchungen konnte demonstriert werden, dal3 alle drei SR's
Protonen aus dem Zytoplasma nach Aufen transportieren. Obwohl das Pumpen wegen der
Ahnlichkeit der SR-Photozyklen zur Protonenpumpe BR nicht verwundern sollte, wurde
diese Fahigkeit bislang fur sSRII und pSRII angezweifelt (Sasaki et al. (1999), Sasaki und
Spudich (2000)).

In Hinblick auf die Rezeptorfunktion der Pigmente stellt sich die Frage, ob der
Protonentransport eine physiologische Bedeutung hat. Mit Sicherheit beteiligen sich die
SR's nicht als lichtgetriebene Pumpen an der Regulierung des |onenhaushaltes der Zelle.
Zum einen ist die Pumpleistung der Rezeptoren zu schwach — BR und HR pumpen
mindesten 10-20fach starker. Hinzu kommt, dal3 ihre Kopienzahl in der Zelle fur einen
effektiven Ladungstransport zu klein ist, z.B. gibt es nur wenige hundert Molekile SRII
pro Zelle (Schegk und Oesterhelt (1988)). Zum anderen ist bei physiologischen
Membranpotentialen < -120 mV kein Photostrom nachweisbar und zusétzlich inhibiert der
Transducer das Pumpen seines Rezeptors (Abb. 3.38, 3.43, 3.46).

Anders sieht es fir die Protonentransferreaktionen innerhalb der Proteine aus, denen wie
einleitend bereits diskutiert, eine wichtige physiologische Rolle bei der Signalgebung
zugeschrieben wird. Spudich und Mitarbeiter modulierten durch den Einbau artifizieller
Retinalanaloga in SRI und SRII die Lebensdauer von M und korrelierten diese mit der
phototaktischen Empfindlichkeit von H. salinarum (Yan und Spudich (1991), Yan et a.
(1991)). Aktuelle ESR-Messungen am pSRIl lassen hingegen vermuten, dal3 die
Signalgebung Uber das M hinaus bis zur Regeneration des Grundzustandes erfolgt.
Wegener et a. (2000) registrierten eine transiente Ausklappbewegung von Helix F des
pSRIl, bei der HeixF zeitgleich mit dem O-Zerfal zurickschnappt. Diese
Ausklappbewegung konnte als Schalter fur die Signallbertragung auf den Transducer
dienen.

Die Untersuchung der SR-Photozyklen in dieser Arbeit lassen ebenfals an mehreren
Punkten Zweifel an der herausragenden Bedeutung von M fir die Signalgebung
aufkommen und deuten auf einen alternativen Signalgebungsmechanismus. Sowohl die
optischen, als auch die elektrophysiologischen Daten zeigen, dal’3 im Photozyklus von

SRsg0, der Spezies des SRI-Grundzustandes mit protoniertem SB-Gegenion Asp76, kein M
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nachweisweisbar ist (Abb. 3.20, 3.44). Im Komplex mit dem Transducer Htrl hat Asp76
einen pKy von 8,5, so dal’ bel physiologischem pH fast ausschliefdlich (> 95 %) SRsso
vorliegt (Bogomolni et a. (1994)).

Auch die Daten des pSRII deuten auf einen aternativen Signalgebungsmechanismus, der
ohne eine notwendige Beteiligung von M auskommt. Den wichtigsten Hinwels liefert die
Abhangigkeit des Photostroms vom Membranpotential. Bel physiologisch relevanten
Potentialen von <-140 mV ist neben dem stationdren auch der transiente Photostrom, der
die Ladungsverschiebungen im Zuge der M-Bildung représentiert, nicht mehr nachweisbar
(Abb. 3.38). In der Zelle, die Membranpotentiale bis zu —250 mV aufbauen kann, sollte
daher die Bildung des M-Intermediates inhibiert sein.

Diese Vermutung wird durch die Beobachtungen von Hohenfeld (1999) bestétigt.
Hohenfeld untersuchte mit der Laserblitz-Spektroskopie die Absorptionsanderungen von
intakten, pSRIl exprimierenden E. coli Zellen. Es konnte zwar der Zerfall und die
Rickbildung des pSRII-Grundzustandes anhand des Signals bei 500 nm verfolgt werden,
aber es wurde wegen der Abwesenheit von Absorptionen bel 400nm kein M
nachgewiesen.

Spudich et al. (1997) diskutierten bereits die Existenz anderer paralleler Mechanismen der
Signalgebung. Die Autoren stellten fest, dal3 die Mutation D73N im SRII (entspricht
pSRII-D75N, SRI-D76N und BR-D85N) zur konstitutiven Stimulation von H. salinarum
fuhrt, aber dennoch eine Restempfindlichkeit von ~16 % bei Belichtung erhalten ist. Die
standige Signalgebung von SRII-D73N wird durch die Aufhebung der Salzbriicke
zwischen der SB und Asp73 erklért, die im Wildtyp durch die Deprotonierung der SB
(M-Bildung) erreicht wird. Fur die Restempfindlichkeit bel Belichtung liegt keine
Erklarung vor. Ein M-Intermediat ist wahrscheinlich nicht beteiligt, weil im Photozyklus
von SRII-D73N analog zu pSRII-D75N kein M nachweisbar ist.

Die kinetische Analyse des pSRII-Photozyklus gibt Hinweise auf ein alternatives Modell
der Signalgebung. Sicherlich ist die Lebensdauer des aktivierten Rezeptors ein wichtiger
Faktor fur die Signaltbertragung und -verarbeitung. Aus den optische Daten geht hervor,
dal3 der Turnover des pSRII unempfindlich gegenliber &uf¥eren und inneren Einfllssen ist.
Deutlich wird dies am unverandert langsamen Photozyklus des pSRII in Gegenwart von
Natriumazid oder der Mutante pSRII-L40T/F86D. Der konstante Photozyklus-Turnover
konnte eine dstabilisierende Funktion in der Signalkaskade bel wechselnden

Umweltbedingungen sein. Demnach bestimmen die Faktoren, die den Turnover
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bestimmen, auch die Lebensdauer des aktivierten Rezeptors. Z.B. konnte die
| somerisierung des Chromophors und/oder die daran gekoppelten
Konformationsanderungen den Schalter fur die Signalgebung darstellen. Nach dieser
Hypothese Ubertragen bereits die frihen Intermediate K und/oder L das Signal auf den
Transducer. Die Auflosung der Salzbriicke zwischen SB und Gegenion wirde keine Rolle
spielen. Zur weiteren Untersuchung der Signalgebung wurden die SR/Htr-Komplexe in
Xenopus-Oocyten  ko-exprimiert, um die Rezeptor/Transducer Wechselwirkung

elektrophysiologisch zu analysieren.

4.5 Die Wechselwirkungen der Rezeptoren mit ihren Transducern

Auf der Grundlage der SRI- und pSRII-Photozyklen konnten durch einen Vergleich der
Photostrome der SR's mit denen der SR/Htr-Komplexe die Wechselwirkungen zwischen
den Rezeptoren und ihren Transducern elektrophysiologisch untersucht werden.

Die Voltage-Clamp Signale der ko-injizierten Oocyten demonstrieren die Inhibierung der
stationéren Photostréome des SRI und pSRII-F86D durch die Bindung der Transducer Htrl
und pHtrll (Abb. 3.46). Obwohl wegen der Abwesenheit eines stationdren Signals des
Wildtyp-pSRIl keine Wechselwirkung mit pHtrll beobachtet werden konnte, ist die
Gegenwart des funktionellen pSRII/HtrlI-Komplexes in  der  Oocytenmembran
anzunehmen, denn fir die Bindung mit dem pHtrll sollte die Mutation im Inneren des
Protonenkanals keine Rolle spielen. Durch die funktionelle Expression der SR/Htr-
Komplexe und den Effekt des Transducers auf die elektrophysiologischen Signale der
Rezeptoren, steht mit der Mikroinjektion von Oocyten in Kombination mit den
Voltage-Clamp Messungen ein Assay der Analyse der SR/Htr-Wechselwirkung zur
Verfugung.

Zunéchst stellte sich die Frage nach der Wechselwirkung, die zur Inhibierung des
Rezeptorstroms durch den Transducer bei geringen negativen Membranpotentialen
(-20 mV hbis -40 mV) fuhrt. Anhand des unverénderten transienten Signals des pSRII-
F86D/pHtrl1-Komplexes wird deutlich, dal3 die Deprotonierung der SB wahrend der Moo
Bildung nicht beenflud ist. Daher ist die Interaktion vermutlich nicht auf der
extrazelluldren, sondern auf der zytoplasmatischen Seite der Proteine lokalisiert, wo die
Protonenaufnahme im Zuge des M-Zerfalls stattfindet. Dieser Befund steht im Einklang
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mit der Annahme von Spudich und Mitarbeitern, dal3 der zytoplasmatische Protonenkanals
durch den Transducer blockiert wird (Spudich, (1994)). Begrindet wird diese Hypothese
aufgrund des Effektes von Htrl auf den M-Zerfall des SRI. Da im Gegensatz zum
Transducer-freien SRI die Reprotonierung der SB im SRI/Htrl-Komplex unempfindlich
gegeniiber dem pH ist, leiten Spudich und Mitarbeiter eine verminderte Zuganglichkeit des
zytoplasmatischen Protonenkanals in Folge der Transducer-Bindung ab (Spudich und
Spudich (1993), Olson und Spudich (1993)).

Auf gleiche Weise |& sich eine Blockierung des zytoplasmatischen Kanals des pSRI|
nicht erklaren. Bereits im Transducer-freien Zustand ist der M-Zerfal unempfindlich
gegentiber dem pH (Abb. 3.9) und man erkennt keinerlei Veranderungen durch das pHtri|
(Wegener et al. 2000).

Bemerkenswert ist, dal3 sowohl fur SRI, as auch pSRII anhand der optischen Daten kein
verlangsamter Turnover in den Komplexen mit ihren Transducern festgestellt wird, der die
Hemmung der Pumpaktivitéat erkléren wirde. Fur SRI 183t sich die Inhibierung alerdings
auf der Grundlage der spektroskopischen Daten dieser Arbeit erklaren, die unabhangig
vom Turnover des Pigmentes ist. Die pH-Abhangigkeit der Absorptionsdnderungen deutet
auf eine exklusive Beteiligung von SRIsso am Protonentransport (Abb. 3.44). Zum selben
Ergebnis  fuhrt die Anayse der  SRI-Photostrome  bei  verschiedenen
Protonenkonzentrationen (Abb. 3.20). Nach Rath et a. (1994) verschiebt das
Dissoziationsgleichgewicht von Asp76 von pKa=7.2im Transducer-freilen SRI auf
pKa= 8,5 im SRI/Htrl Komplex. Bel neutralem pH ist demzufolge die Inhibierung des
stationdren Photostroms auf eine Entfernung der aktiven Spezies SRIsso, welche durch die
deprotonierte Asp76  gekennzeichnet ist, durch ene Verschiebung des
Dissoziationsgleichgewichtes zurtickzufihren. Dieser Erklarungsansatz impliziert, dal3 die
Inhibierung des stationdren Photostroms im SRI und pSRIlI auf zwe verschiedenen
Ursachen basiert, denn eine vergleichbare Verschiebung des Dissoziationsgleichgewichtes
von Asp75 exigtiert im Falle des pSRII nicht. Es ist durchaus denkbar, dal3 Unterschiede in
der Wechselwirkung der Rezeptoren mit ihren Transducern die photophile bzw.
photophobe Antwort bestimmen. Allerdings kénnte diese Diskriminierung auch alleine

durch die Signalweitergabe der Transducer erfolgen.

Um die Inhibierung des stationdren Photostroms durch die Htr's ndher zu analysieren,
wurden die strukturellen Voraussetzungen der Rezeptor/Transducer-Wechselwirkung

untersucht. Die Hybridexperimente, bei denen das SRI mit dem pHtrll und umgekehrt das
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pSRII mit dem Htrl exprimiert wurden, demonstrieren die Selektivitdt der Interaktion
(Abschnitt 3.5.5). Zu einem &hnlichen Ergebnis kommen Zhang et a. (1999), die eine
spezifische Erkennung von Htrl und Htrll durch die Rezeptoren SRI und SRII nachweisen.
Die Autoren stellten durch chimére Transducer fest, dal3 fir eine phototaktische Aktivitat
der Rezeptor nur die beiden transmembranen Helices seines korrespondierenden

Transducers wahrnehmen muf3, wahrend der zytoplasmatische Tell austauschbar ist.

Aufgrund der Selektivitét der SR/Htr-Wechselwirkung kann eine essentielle Beteiligung
einzelner Aminosauren vermutet werden. Bereits aus friheren Mutagenesestudien am
SRI/Htrl-Komplex geht hervor, dal3 Punktmutationen im SRI und Htrl die Phototaxis von
H. salinarum invertieren oder ausloschen und die photochemischen Eigenschaften
verandern konnen (Perrazona et a. (1996), Jung und Spudich (1996), Jung und Spudich
(2998)). Im pSRII/pHtrI1-Komplex wurden daher aufgrund struktureller Daten und eines
Sequenzvergleichs exponierte Reste in der vermutlichen Wechselwirkungsdémane, d.h. in
Helix F des Rezeptors (Arg 162A, 164A) und TM2 des Transducers (D85A) ausgetauscht
und der EinfluR auf das VC-Signa untersucht (siehe Abschn. 3.5.5). Keine der
Modifikationen hat einen signifikanten Effekt auf den Photostrom, denn in allen Fallen
wurde mit der Inhibierung des Pumpens eine Wechselwirkung beider Proteine
nachgewiesen. Im Fale einer verdnderten Wechselwirkung hétte sich die Mdglichkeit
ergeben, die Auswirkung der dafir verantwortlichen Mutation auf die Phototaxis zu
studieren, um auf diese Weise nach einem Zusammenhang zwischen der physiologischen
Funktion und dem Ladungstransport zu suchen. Dieser Ansatz kdnnte erneut aufgegriffen
werden, wenn bessere Strukturinformationen vorliegen, die eine gezielte Auswahl der

Mutationen zul assen.

Alternativ. wurde zur Ermittlung der minimalen Strukturdoméne des pHtrll fur die
Wechselwirkung mit pSRII-F86D der Transducer sukzessive C-terminal verkirzt und
zusammen mit dem Rezeptor exprimiert. Aus den Voltage-Clamp Signalen geht hervor,
dal die ersten 113 Aminosduren des pHtrll ausreichen, um das Protonenpumpen des
Rezeptors zu hemmen (Abschnitt 4.4.10). Dieses Fragment besteht aus den beiden
transmembranen Helices und einem kurzen, ebenfalls helikalen Bereich im Ubergang zum
Zytoplasma von etwa 30 Aminosauren (Seidel et a. (1995), Wegener et a. (2000)).

Durch die Verkirzung des pHtrll und der Analyse der Photostrome des Komplex mit

pSRII-F86D konnte die Wechselwirkungsdomane des Transducers wesentlich genauer
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bestimmt werden as durch die phototaktische Untersuchung chimérer Htrl/Htrll-
Konstrukte von Zhang et al. (1999). Die Autoren fusionierten die ersten 60 (Htrl) und 329
bzw. 368 (Htrll) N-terminalen Reste des einen Transducers mit der restlichen Sequenz des
anderen Transducers. Die N-terminalen Fragmente umfassen TM1 und TM2 von Htrl bzw.
Htrll (Mouel und Koshland (1996)) und sind ausreichend fur die Wahrnehmung der
korrespondierenden Rezeptoren. Kirzere oder langere Fragmente wurden jedoch nicht
getestet. FUr das Htrl liegen weitere Daten vor, die mit den Beobachtungen von Zhang et
a. (1999) nicht Ubereinstimmen. Durch ortsspezifische Mutagenese stellten Jung et al.
(1996) fest, dal3 an der Wechselwirkung mit dem Transducer die die ersten 147
N-terminalen Reste und nicht nur die ersten 60 betelligt sind. Die Photostrome der
pSRII-F86D/pHtrl1-Komplexe deuten darauf hin, dald auch im SRI lediglich TM1 und
TM2 (M1-S60) mit SRI interagieren.

Die grofte Unterstitzung erfahren die elektrophysiologischen Daten aus aktuellen
Strukturvoraussagen fur das pHtrll. Sequenzanalysen und ESR-Messungen lassen auf ein
"aa-Corner" Motiv (Efimov (1984)) beim Ubergang von TM2 ins Zytoplasma schliefien,
das ein nahezu rechtwinkeliges Abknicken von TM2 darstellt (Wegener (2000)).

Anhand dieses Strukturmotivs &3 sich die verminderte Zuganglichkeit des
zytoplasmatischen Protonenkanals und somit die Inhibierung der Protonenpumpens im
pSRII-F86D/pHtrIl Komplex erklaren. In Abbildung 4.3 ist die vermutete Organisation des
Komplexes schematisch dargestellt.

Aul3en

Innen N

Abb. 4.3: Modell der Wechselwirkungsdoméane von pHtrll. Der griine Bereich stellt die ersten 113
Aminosauren dar, die fir die Inhibierung der Pumpaktivitét von pSRII-F86D durch eine sterische Blockade

des zytoplasmatischen Protonenkanal s ausreichen.
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Die Protonenaufnahme vom Inneren der Zelle beim M-Zerfall wird nach diesem Modell
wegen der sterischen Hinderung durch die transmembranen Helices und die kurze Helix im
Ubergang zum Zytoplasma blockiert. Der Kontakt der Helices innerhalb der Membran
konnte das Ausklappen von Helix F des Rezeptors und damit die Offnung des
zytoplasmatischen Protonenkanals behindern. An dieser Bindung konnte die kurze Helix
(Reste 82-113) des Transducers beteiligt sein oder aber die Zuganglichkeit des
Protonenkanals herabsetzen. Entfernt man diese Helix, wird die Blockade gel6st und es
findet ein Protonentransport statt. Ob dieses Modell der Wirklichkeit entspricht, werden

hoch aufgel 6ste Kristallstrukturen zeigen kénnen.

Zusammenfassend ergibt sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit folgendes Bild der
SignalUbertragung vom Rezeptor auf den Transducer. Die elektrophysiologischen
Untersuchungen deuten auf Konformationséanderungen des Rezeptors nach dessen
Aktivierung hin, die durch den Transducer wahrgenommen und verarbeitet werden.
HierfUr sprechen die aufgrund des Strom/Spannung-Verhaltens postulierten, grofden
Konformationsénderungen wahrend des Photozyklus des Rezeptors sowie die im
wesentlichen auf die transmembranen Helices beschrankte Wechselwirkungsdoméne der
Transducer. Die transmembrane Wechselwirkungsdoméne des Transducers und
Konformationsénderungen des Rezeptors passen zueinander, weil die Bewegung der
Helix F wie beim BR und auch im Sehpigment Rhodopsin der hohere Organismen eine
Seitwértsbewegung horizontal zur Membranebene darstellt (Farrens et a. (1996),
Subramaniam et al. (1993), Wegener et a. (2000)).

Diese Konformationséanderungen konnten mit weiteren Methoden, wie z.B. der
Fluoreszenzmarkierung untersucht werden. Auch hierfir bietet sich das Xenopus-
Expressionssystems an, das, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, den Zugang zu den
archaebakteriellen Rezeptor/Transducer-Komplexen ermoglicht und hierdurch welitere

Ansdtze zur Untersuchung der Protein/Protein-Wechselwirkungen eréffnet.
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5. Zusammenfassung

Die sensorischen Rhodopsine vermitteln als Photorezeptoren die archaebakterielle
Phototaxis. Durch Licht stimuliert, treten die Rezeptoren in Wechsewirkung mit
Transducerproteinen und aktivieren eine Signaltransduktionskaskade. In dieser Arbeit
wurden die sensorischen Rhodopsine mittels Laserblitz-Spektroskopie kinetisch

charakterisiert und ihre Interaktion mit den Transducern elektrophysiologisch untersucht.

SRI aus H. salinarum und pSRII aus N. pharaonis wurde in E. coli heterolog exprimiert
und chromatographisch gereinigt. Mit dem SRI gelang erstmalig die funktionelle
Expression eines halobakteriellen Photorezeptors in E coli. Die Ausbeute an gereinigtem
SRI betragt bis zu 3 mg/Protein pro Liter Zellkultur.
Mittels Laserblitz-Spektroskopie wurden die Photozyklen von pSRIl und SRI anaysiert.
Im Falle des pSRII erfolgte eine detaillierte Beschreibung des Photozyklus Uber einen
weiten Spektral- (360-660 nm), Temperatur- (10°C —65°C) und pH-Bereich (pH 9,0 —
5,5). Durch eine multiexponentielle Datenanalyse der spektroskopischen Daten konnten
alle spektralen Intermediate des BR (K, L, M, N und O) anhand ihrer Absorptionsspektren
identifiziert und deren kinetische Eigenschaften bestimmt werden. Zum ersten Ma wurde
das N-Intermediat fur das pSRIl beschrieben. Die Datenanalyse belegt, dal3 der pSRII-
Photozyklus analog zum BR verléuft und sich in erster Linie durch eine veranderte Kinetik
unterscheidet. Beim pSRIl erfolgt die Reprotonierung der SB (M-Zefdl) und die
anschlief3ende Regeneration des Grundzustandes etwa 100fach langsamer.
Durch die Untersuchung von pSRII-Mutanten konnten die strukturellen Ursachen hierfir
gefunden werden. Die Mutante pSRII-L40T/F86D weist mit t =7 ms einen BR-ahnlichen
M-Zerfal auf (t =4 ms). Da der Turnover der Mutante jedoch zum Wildtyp unverandert
langsam ist (etwa 1), konnte abgeleitet werden, dal hochstwahrscheinlich
Konformationsénderungen und nicht Protonentransferreaktionen die Kinetik des pSRII-
Photozyklus bestimmen.
Mit der Analyse des SRI-Photozyklus wurde zunéachst die Funktionalitdt des heterolog
exprimierten Pigmentes gezeigt. Zudem konnte auch fur das SRI erstmas ein
N-Intermediat nachgewiesen werden. Die pH-Abhangigkeit der transienten Absorptionen
liefert starke Hinweise, dal3 lediglich SRsso ein M-Intermediat bildet, womit die Analogie

des Mechanismus der M-Bildung zum BR, SRII und pSRII demonstriert werden konnte.



Zusammenfassung 117

Mit der Expresson von SRI, SRIl und pSRIl sowie der Komplexe SRI/Htrl und
pSRII/pHtrll in Oocyten konnte das Xenopus-System fur die archaeabakteriellen
Rezeptoren und ihrer Komplexe mit den Transducern etabliert werden. Hierdurch ist die
elektrophysiologische Charakterisierung der Proteine unter Voltage-Clamp-Bedingungen
ermdglicht. Zur Kontrolle dieser Methode wurden die Photostrome des pSRII und pSRII-
Mutanten zusétzlich mit der BLM-Technik analysiert, wobei die Ergebnisse exakt denen
der VVC-Messungen entsprechen.

Anhand der VC-Signale konnte nachgewiesen werden, dal3 ale drei Rhodopsine im
Transducer-freien Zustand auswarts gerichtete Protonenpumpen darstellen. Die Korrelation
der Photostrome mit den transienten Absorptionen legt einen 2-Photonen-Mechanismus fur
das Pumpen der Rezeptoren nahe. Konsistent mit den verlangsamten Photozyklen ist die
Pumpleistung der SR's im Vergleich zum BR deutlich verringert. Unter V C-Bedingungen
konnte die aus physiologischer Sicht wichtige Spannungsabhangigkeit der SR-Photostrome
ermittelt werden. Die hierbel beobachtete erhdhte Empfindlichkeit der Photostrome
gegeniber dem Membranpotential ist ein deutlicher Hinweis auf grof3e
Konformationsdnderungen wahrend der SR-Photozyklen. Dieser Befund unterstiitzt die
Hypothese, dal? der Lichtreiz durch eine reversible Ausklappbewegung der Helix F auf den
Transducer Ubertragen wird.

Durch die Expression der Komplexe SRI/Htrl und pSRII(F86D)/pHtrll wurde bewiesen,
dald die Transducer das Protonenpumpen ihrer Rezeptoren inhibieren. Im Falle des
pSRII(F86D)/pHtrll wurde dieser Effekt zum ersten Ma nachgewiesen. Aufgrund der
Hemmung der Pumpaktivitdt durch die Transducer, steht mit dem Xenopus-System ein
elektrophysiologischer Assay der Rezeptor/Transducer Wechselwirkung zur Verfligung.
Hierdurch wurden Mutagenesestudien zur Untersuchung der an der Interaktion beteiligten
Aminosauren und Domdnen ermdglicht. Hypridexperimente, bei denen SRI mit pHtrll und
pSRII-F86D  mit Htrl  ko-exprimiert wurden, belegen die Spezifitdt der
Rezeptor/Transducer-Wechselwirkung.

Fir das pHtril konnte durch die Expression C-terminaler Fragmente die minimae
Wechselwirkungsdoméne ermittelt werden. Die ersten 113 Aminosauren, welche beide
transmembranen Helices und einen etwa 30 Reste langen helikalen Ubergang zum
Zytoplasma umfassen, sind fur eine Inhibierung der Pumpaktivitdt ausreichend. Hierdurch
konnte gezeigt werden, dal3 die Rezeptor/Transducer-Wechselwirkung hauptséchlich tber
die transmembranen Helices erfolgt.
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7 Anhang

Absorptionsspektrometrische Analyse der Photozyklen

Fir die Auswertung der absorptionsspektrometrischen Daten existieren mehrere Verfahren.

Im folgenden wird die in dieser Arbeit verwendete standardisierte Methode nach Chizhov

et al. (1996) dargestellt. Grundlage der Analyse ist das Lambert-Beer” sche Gesetz:
A=log= & e d (1)

0

Die Absorption, der dekadische Logarithmus des Quotienten der Strahlungsintensitét vor lp
und nach | dem Passieren des absorbierenden Mediums, setzt sich additiv aus dem Produkt
der Extinktionskoeffizienten e;, der Konzentrationen g aler absorbierenden Spezies und
der Schichtdicke d zusammen. Eine Interpretation der Absorptionsdnderungen wird jedoch
dadurch erschwert, dal3 immer eine Verteilung der verschiedenen Intermediate vorliegt und
dal} das gemessene Signa zu keiner Zeit auf en einziges Intermediat zurtckgefuhrt
werden kann. Es existiert daher keine direkte Methode zur Ableitung eines kinetischen
Modells des Photozyklus aus den experimentellen Daten. Die Bestimmung der Anzahl der
Intermediate stellt hierbel ein zentrales Problem dar (Maurer et al., 1987). Ein
systematischer Ansatz ist es, die Absorptionsanderungen DA(l ,t) durch eine Summe von

Exponential funktionen mathematisch zu beschreiben, die folgende Form besitzen:

DA(l ,t):é_ b(l)e )

Setzt man voraus, dai3 die Zerfélle der Intermediate einer Kinetik erster Ordnung folgen,
mul3 die dafiir notwendige Zahl der Exponentialfunktionen der Anzahl n der Intermediate
entsprechen. Die multiexponentielle Analyse der Absorptionsdnderungen nach der
Methode der kleinsten Quadrate fur nichtlineare Systeme ist mittlerweile en
Routineverfahren. Sie liefert einen Satz von apparenten Geschwindigkeitskonstanten k*
der einzelnen Zerfélle, aus denen sich die Halbwertszeiten ¢ = In2/k) der Intermediate
berechnen lassen, sowie deren differentielle Amplitudenspektren bi(1 ) (MUller und Plesser,

1991). Dieser Ansatz gilt unabhanigig von der Anzahl der Resktionswege und der
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korrespondierenden intrinsischen Geschwindigkeitskonstanten k (Xie et a., 1987). Zur
Berechnung der absoluten Spektren der Intermediate mussen die Halbwertszeiten den
einzelnen Intermediaten zugeordnet und ein Reaktionsschema entworfen werden. Zunachst
geht man von einer Sequenz irreversibler Ubergénge erster Ordung aus (Nagle, 1982).
Dieses einfache Modell besitzt als einziges eine exakte mathematische Lésung. Bel seiner
Gultigkeit lassen sich die Spektren der Intermediate wie folgt berechnen:

Die Kinetik der Sequenz

P, Y#h® B, ¥4® %03 H® P YHh® > 3)
wird durch die Differentialgleichung (4) beschrieben:
ar_

dt - KR+K1R1 (4)

Unter der Annahme, dal? sich zur Zeit t = 0 alle Molekile im Grundzustand befinden,
lautet die exakte Ldsung von (4):

t

R:é a; e

A ’ H.(O):l Fi)>l(0):O (5)
, mit
Ok,
8 == —. (6)
O (ky- k)

Pi(t) ist die Wahrscheinlichkeit ein Molekll zur Zeit t im Zustand i zu finden. Bei n
Reaktionsschritten erhét man fur den préexponentiellen Faktor g; eine n X n Matrix. Eine
Konsequenz der Irreversibilitat der Ubergénge ist, daR im Wahrscheinlichkeitswert R alle
Informationen der vorangegangenen Reaktionsschritte, sowie des direkt folgenden
enthalten sind. Wenn De; die Differenzspektren der Intermediate i in Bezug auf den
Grundzustand darstellen (Deg = e -g), folgt aus diesen Uberlegungen fiur die

Absorptionsanderungen:
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DAl 1)=& Dh(1)e"" = F.A& De(l)R() @

i=1 i=1

Fe, die ,cycling fraction” (Fc = N¢/Np), ist der Anteil der Moleklle, der nach Anregung
durch den Laserpuls den Zustand i = 1 erreicht und somit den Photozyklus durchl&uft.
Ordnet man die experimentell ermittelten apparenten Geschwindigkeits-konstanten ki* den
intrinsischen k; zu, so 183 sich die Matrix g berechnen, und die Ableitung der Spektren
der Intermediate hédngt nur noch von einem unbekannten Parameter ab, der ,cycling
fraction F.. Der Minimawert von F. kann anhand der Spektren mit hinreichender
Genauigkeit abgeschatzt werden. Als einziges Kriterium dient hierbei Abwesenheit von
negativen Absorptionen in den absoluten Spektren der Intermediate. (Chizhovet a., 1996):

h()=F.§ a, De,(). ®

j=i

Im direkten Gegensatz zur Wahrscheinlichkeit P, beinhaltet die differentielle spektrale
Amplitude k(I ) das Spektrum des Intermediates i und aller weiteren Intermediate (j =
i %n) bis zum Ende des Photozyklus. Daher lassen sich alle differentiellen Spektren De

rekursiv aus dem Spektrum des letzten Intermediates n berechnen:

h()- &4 De ()
De, = j=i+1 . )
aii Fc

Die absoluten Spektren e ergeben sich durch Addition des experimentell leicht

zuganglichen Spektrums des Grundzustandes e:
e, =De, +e, . (10)
Ein prinzipielles Problem bei der Ableitung eines kinetischen Modells des Photozyklus

aufgrund absorptionsspektrometrischer Daten ist, dal3 die experimentell gewonnenen

Informationen zur eindeutigen Bestimmung des Systems nicht ausreichen, d.h. die Zahl der
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unbekannten Grofen dbertrifft die Zahl der bekannten Grofen. Durch die frele
Wahlbarkeit von Parametern, sind generell mehrere Modelle in der Lage, die Melidaten
mathematisch zu erkléren. Daher ist es wichtig, sorgféltig zu Uberprifen, ob ein
Reaktionsschma physikalisch sinnvolle Vorhersagen zulél3t. Hierbel ist die Analyse des
Photozyklus bei verschiedenen Temperaturen eine wichtige Kontrolle: Erstens sollten sich
die aus dem Modell abgeleiteten Spektren der Intermediatee; nicht signifikant andern,
wenn im betrachteten Temperaturbereich sich weder die Struktur des Proteins noch der
Reaktionswveg neu gestaltet (Nagle et al., 1995). Zwetens kann man Uber die
Temperaturabhangigkeit 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 abgeschatzt werden.
Eine lineare Regression auf Grundlage der empirischen Arrheniusgleichung (11) liefert

einen Naherungswert der Aktivierungsenergie E; .
Ink=In A- (E,/RT) (11)

R stellt die allgemeine Gaskonstante dar, A wird in Anlehnung an die kinetische
Gastheorie als Haufigkeits- oder Stof3faktor bezeichnet.
Durch eine nichtlineare Analyse basierend auf der Eyringgleichung (12) nach der Methode

der kleinsten Quadrate fiir nichtlineare Systeme, lassen sich die Aktivierungsenthalpie DH*

und -Entropie DS* ebenfalls abschétzen:

— k;T e DH*/RT eDrs*‘/R (12)

ky stellt die Boltzmannkonstante, h die Planckkonstante dar
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