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Einleitung 1

1. Einleitung

Frangois Jacob gab in seinem Buch ,The Logic of Life“ die wohl kirzeste und
pragnanteste Definition fiir Leben: ,Life is the flow of energy, matter and information®.

Alle lebende Organismen bendtigen Energie fir eine Vielzahl von Stoffwechselprozessen.
Im Laufe der Evolution haben sich, entsprechend den zur Verfiigung stehenden
unterschiedlichen Energiequellen, verschiedene Mechanismen der Energiegewinnung
differenziert. Die Effizienz dieser Prozesse ist hierbei entscheidend fiir die Uberlebens-
fahigkeit einer Spezies. Der Ursprung zellularen Lebens ist eng verknipft mit der
Entstehung von Mechanismen zur Weiterleitung der Energie zwischen exergonischen und
endergonischen Prozessen und der Entwicklung von transienten und langlebigen
Energiespeichern. Das Adenosintriphosphat (ATP) wird hierbei als universeller
Energietrager in Form chemischer Energie von allen Lebewesen verwand.

Zur Synthese des ATP dienen neben der Substratkettenphosphorylierung die oxidative
Phosophorylierung, welche eng mit den Elektronentransportketten verknlpft ist, und die
lichtgetriebene Photophosphorylierung. Die anaerobe ATP-Synthese, wie beispielsweise
der Glucoseabbau wahrend der Garung, ist wahrscheinlich die phylogenetisch alteste
Form, da sie auch unter den sauerstoffarmen Bedingungen der Uratmosphéare moglich
war. Erst durch die Entwicklung der Photosynthese anderten sich Bedingungen auf der
Erde und Sauerstoff reicherte sich in der Atmosphére an (Blankenship, 1992; Knoll,
1992). Dies ermdglichte die Entstehung der aeroben Respiration, in der als Endakzeptor
der Elektronentransportkette Sauerstoff fungiert.

Die durch die Atmungskette vermittelte Oxidation energiereicher Verbindungen durch
Sauerstoff freiwerdende Energie wird in Form eines elektrochemischen Gradienten
gespeichert. GemaR der chemiosmotischen Hypothese von Mitchell (1961) setzt sich
dieser Gradient (Dmy") bzw. die protonenmotorische Kraft (p) aus dem Membranpotential

(y) und einem pH-Gradienten zwischen dem auf3eren und inneren Milieu zusammen:
N RT
Dp=Dm, /F =Dy - ?DPH

F: Faraday-Konstante; R: Gaskonstante; DpH: Differenz der H'-Konzentration innen und auRRen

Die Elektronentransportkette vermittelt hierbei nicht nur die Ladungstrennung Uber die
Membran, sondern transportiert aktiv Protonen. Im Zuge der Photophosphorylierung
tragen lichtgetriebene lonenpumpen wie z.B. das Bakteriorhodopsin aus Halobakterium

salinarum analog zum Aufbau des elektrochemischen Gradienten bei.
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Aerob lebende Organismen finden sich in allen drei Reichen, den Eubakterien,
Eukaryonten und Archaea. Die Klassifizierung der Archaea als eine eigene Domane
basiert vornehmlich auf molekularen Untersuchungen der Homologie ribosomaler
16S RNA, die deutliche Unterschiede zu denen der Eukaryonten und Eubakterien zeigen
(Woese, 1987). Die Archaeen sind zytologisch den Prokaryonten zuzuordnen, weisen
jedoch einige Strukturmerkmale auf, die sie von den Eubakterien unterscheiden. So
besitzen Archaebakterien Zellwandlipide in Form von Glycerinethern, die vermutlich eine
Adaptation an extreme Standortfaktoren darstellen (Woese, 1987).

Die Archaeen werden in drei Gruppen eingeteilt, basierend auf phanotypischen
Eigenschaften. Allen Vertretern ist jedoch die Besiedelung extremer ¢kologischer Nischen
gemein. Neben der Gruppe der chemolithotrophen methanogenen Bakterien, die zur
Energiegewinnung Kohlenmonoxid zu Methan reduzieren (Balch et al.; 1979), sind die
schwefelabhangigen, thermophilen bzw. thermoacidophilen und die halophilen Bakterien
bekannt (Stetter, 1985; Tindall & Triper, 1986). Letztere sind z.B. im Toten Meer oder in
Salinen mit einem Salzgehalt von 1,5 — 4,5 M NaCl als Wachstumsoptimum zu finden. In
der Gruppe der halophilen Archaeen ist besonders die Familie der Halobacteriaceae, zu
denen auch das Halobakterium salinarum zahlt, eingehend untersucht (Ubersicht:
Skulachev, 1993).

Das Halobakterium salinarum besitzt z.B. als Adaptation an den zum Teil niedrigen
Sauerstoffgehalt in seinem natiirlichen Habitat zwei lichtgetriebene lonenpumpen in
seiner Zellmembran, die zur Energiekonversion durch Photophosphorylierung beitragen.
Das Bakteriorhodopsin (BR) pumpt hierbei Protonen in den extrazellularen Raum, deren
Rickstrom durch die ATP-Synthase zur ATP-Synthese verwendet wird (Oesterhelt &
Stoeckenius, 1973). Die zweite lonenpumpe, das Halorhodopsin (HR), pumpt
Chloridionen innwéarts (Mukohata et al., 1981). Zwei sensorische Rhodopsine (SRI und
SRII) vermitteln hierbei die lichtgesteuerte Schwimmbewegung des Bakteriums
(Phototaxis) fur eine optimale Belichtung in einem Wellenl&angenbereich von 500 — 600 nm
(Bogomolni & Spudich, 1982; Takahashi, 1985). Hierauf wird im zweiten Teil dieser Arbeit
naher eingegangen.

Ein weiterer Vertreter der Familie der Halobacteriaceae, das haloalkaliphile Natrono-
bakterium pharaonis wirft bezlglich seiner bioenergetischen Situation hinsichtlich der
Allgemeingultigkeit der Mitchell-Hypothese zahlreiche Fragen auf. Das Wachstums-
optimum dieses Vertreters der Halobacteriaceae, der erstmals 1982 aus dem Wadi
Natrun in Agypten isoliert wurde (Soliman & Truper, 1982), liegt bei 45°C, 3,5 M NaCl und
pH 8.5 — 9.0. Das Zytosol ist hingegen um 1.7 pH Einheiten saurer als das umgebende
Milieu. Der daraus resultierende inverse pH-Gradient fiihrt gemaf der Mitchell-Hypothese

Zu einem niedrigeren elektrochemischen Potential.
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Es wird vermutet, dal} diese bioenergetisch ungiinstige Situation durch eine hohe Dichte
an Redoxkomponenten der Elektronentransportkette in der Zellmembran &ahnlich wie in
alkaliphilen Bakterien kompensiert wird (Lewis et al., 1980). Die Untersuchung einer
Redoxkomponente, dem Cytochrom bas;, der Atmungskette des Natronobakterium
pharaonis ist Teil dieser Arbeit. Im folgenden soll zunéchst der Aufbau der
Elektronentransportkette vorgestellt und anschlieRend die speziellen Eigenschaften dieser

Komponente erlautert werden.

1.1 Aufbau der Elektronentransportkette des N. pharaonis

Basierend auf Untersuchungen der Elektronentransportkette aus Mitochondrien und
Purpurbakterien lassen sich vier Proteinkomplexe als ubiquitdre Bestandteile der
Atmungskette identifizieren. Eine charakteristische Eigenschaft dieser transmembranen
Proteine ist die Komplexierung prostethischer Gruppen wie Flavine, Eisen-Schwefel-
Zentren, Ham-Gruppen sowie Kupferatomen. Sie vermitteln die Ubertragung der aus
Oxidationsprozessen freiwerdenden Elektronen an den terminalen Akzeptor Sauerstoff.

Diese Reduktionsaquivalente werden in den Komplexen | und Il, der NADH- und der
Succinat-Dehydrogenase, durch die Umsetzung von NADH und FDH, generiert. Uber frei
in der Membran diffundierende Chinone (Ubichinon im Falle der Mitochondrien) werden
die Elektronen auf den Komplex lll, dem sogenannten Cytochrom bc; Komplex,
Ubertragen. Das reduzierte Cytochrom bc; wird dann durch ein meist l6sliches
Cytochrom c reoxidiert, welches schlie3lich die Reduktionsdquivalente an die terminale
Oxidase, dem Komplex 1V, abgibt. Hier wird als finaler Schritt in der aeroben
Respirationskette Sauerstoff unter Bildung von Wasser reduziert (Stryer, 1991). In
Abweichung zu diesem klassischen Konzept existieren in Archaeen sogenannte
Superkomplexe, eine Fusion der membranstandigen Proteinkomplexe mit den mobilen
Elektronenibertragern, in zum Teil ungewdhnlicher Zusammensetzung (LUbben, 1995).

Das alkaliphile Natronobakterium pharaonis als Vertreter der Familie der
Halobacteriaceae wird als strikter Aerobier beschrieben. B. Scharf gelang es erstmals
mehrere Proteine der Elektronentransportkette zu reinigen und zu charakterisieren
(Scharf, 1992). Zusammen mit detaillierten Untersuchungen der Bioenergetik dieses
Organismus wurden von R. Wittenberg (1995; Scharf et al.,1997) die Redoxpotentiale der

an der Elektronentransportkette beteiligten Komponenten bestimmt.
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Auf der Basis dieser biochemischen Daten konnte von Wittenberg folgendes Schema der

Elektronentransportkette in N. pharaonis entwickelt werden:

Komplex
Il |
E./V )
Zytoplasma Succinate NADH Extrazellulérer
Dehydro- Dehydro- Raum
0,4— genase genase

‘Cyt c ‘) Menachinon 7
; //,,,f \
O -
"

+0,2— =
v
+0,4—
= / +0,
+0,8— H.O

Abb. 1. Schematische Darstellung der postulierten Sequenz des Elektronentransfers in
der Atmungskette von Natronobakterium pharaonis (Wittenberg, 1995)

Die Analyse der bioenergetischen Parameter ergab ein sehr negatives Membranpotential
von —280 mV. Hierdurch ist das alkaliphile N. pharaonis, trotz des aus einem neutralen
Cytoplasma resultierenden inversen pH-Gradienten, zur ATP-Synthese durch oxidative
Phosphorylierung befahigt.

Analog zur mitochondrialen Atmungskette dient dem Natronobakterium pharaonis eine
NADH- und SDH-Dehydrogenase als priméarer Elektronenakzeptor. Von hieraus werden
die Elektronen vermutlich auf ein Menachinon, vornehmlich in Archaeen zu finden, oder
ein I6sliches Cytochrom c Ubertragen (s. Abb.1). Das sich anschlieRende Cytochrom bc;,
Komplex Ill, konnte bisher nur partiell proteinchemisch gereinigt werden (Souquet, 1993;
Henrich, 1995). Versuche zur Ermittlung der Protein- bzw. DNA-Sequenz schlugen bisher
fehl. Somit fehlt letztendlich der gesicherte Nachweis des erstmals in Archaeen
gefundenen Cytochrom bc,-Komplexes (Scharf et al., 1997; Ubersicht: Lilbben, 1995). Im
Unterschied zur mitochondrialen Elektronentransportkette werden im folgenden die
Reduktionsaquivalente vermutlich nicht auf ein Cytochrom c, sondern auf ein kleines
blaues Kupferprotein, das Halocyanin, transferiert (Scharf et al., 1993). Die Sequenz des
Halocyanins (berechnete Masse 15456 Da) sowie seine Verankerung (ber eine

Lipidmodifikation in der Membran konnten von Mattar et al. (1994) ermittelt werden.
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Seine Funktion als Elektronenlbertrager auf die terminale Oxidase Cytochrom bas; konnte
bislang nur basierend auf dem positiven Redoxpotential von +223 mV (pH 7.0; Brischwein
et al., 1993) vermutet werden.

Das Cytochrom basz, Komplex 1V, reduziert im letzten Schritt der Atmungskette Sauerstoff
unter Bildung von Wasser. Aufgrund seiner Reaktivitat gegentiber Kohlenmonoxid (CO)
konnte das Cytochrom baz; im Zusammenhang mit einer Analyse der prosthetischen
Gruppen als terminale Cytochrom ¢ Oxidase eingeordnet werden (Scharf et al., 1996).
S. Mattar (1996) gelang es die DNA-Sequenz zu ermitteln und nachzuweisen, daf3 es sich
um einen Multienzymkomplex bestehend aus vier Untereinheiten handelt. Diese
Ergebnisse dienten als Grundlage fur diese Arbeit und werden im folgenden naher

beschrieben.

1.2 Cytochrom baz aus N. pharaonis

Cytochom basz; aus Natronobakterium pharaonis ist zu der heterologen Superfamilie der
Ham-Kupfer-Oxidasen zu zahlen (Garcia-Horsman et al. 1994). Alle vier Untereinheiten
des Proteinkomplexes werden in einem Operon kodiert und die einzelnen Gene in Form
einer polycistronischen RNA mit (berlappenden Start- und Stop-Codons transkribiert
(S. Mattar, 1996). Die Zuordnung erfolgte anhand von Sequenzhomologien zu bekannten
Cytochrom Oxidasen, wie der mitochondrialen Oxidase und der Cytochrom aa; Oxidase
aus Paracoccus denitrificans. Die aminoterminale Sequenz der Untereinheiten [, 1l und IlI
konnte Uber Edman-Abbau des partiell gereinigten Komplexes verifiziert werden
(S. Mattar, 1996). Es ergeben sich rechnerisch folgende Molekulargewichte: 63,8 kDa
Untereinheit | (UEIl), 18,6 kDa UEIl, 8,6 kDa UEII und 5,9 kDa UEIV. Durch
spektroskopische Untersuchungen konnten zwei prostethische Gruppen der Cytochrom
Oxidase identifiziert werden, ein sechsfach koordiniertes ,low-spin® Ham b und ein
funffach koordiniertes ,high-spin“ Ham a;. Aufféllig war hierbei, dafl das Ham a teilweise
reduziert vorlag und auch elektrochemisch nicht oxidiert werden konnte. Als eine mogliche
Erklarung wird eine Ligandierung mit einem Chloridion diskutiert (Mattar et al., 1997). Ob
dies auch fur den funktionellen Komplex in der Membran zutrifft, ist bislang ungeklart.

In der Sequenzanalyse der Untereinheit |, die allgemein zu der am stérksten
konservierten Komponente der Atmungskette zahlt, konnten alle sechs konservierten
Histidine als Liganden der Ham-Gruppen und des Kupfer(Cug)-Zentrums identifiziert
werden. Das sechsfach koordinierte ,low-spin“ Ham b wird hierbei durch zwei Histidine
ligandiert und das funffach koordinierte ,high-spin“ Ham as; durch ein Histidin. Letzteres
bildet zusammen mit dem Cug das binukleare Zentrum und besitzt die Fahigkeit

Sauerstoff zu binden, welches durch den Index 3 angezeigt wird.
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Die Zuordnung der Liganden erfolgte auf der Basis der Kristallstruktur der Cytochrom
Oxidase aus Paracoccus denitrificans (lwata et al., 1995). Die Hydrophobizitatsanalyse
nach Kyte and Doolittle (GCG, 1982) der Aminosduresequenz der Untereinheit | des
Cytochrom ba; ergab 13 potentielle transmembrane Helices. Der Aufbau aus mindestens
12 transmembranen Bereichen dieser Untereinheit ist als konserviertes Strukturmerkmal
fur Cytochrom Oxidasen beschrieben (Ubersicht: Calhoun et al., 1994).
Analog zur Untereinheit | zeigt auch Untereinheit Il eine hohe Sequenzidentitat mit der
bas-Cytochrom Oxidase aus Thermus thermophilus (Keigthly et al., 1995) und dem
SoxABCD, einer Chinol Oxidase, aus S. acidocaldarius (LUbben et. al., 1992). Beide
Organismen zahlen ebenfalls zu den Archaeen. Im Sequenzvergleich zu Oxidasen aus
allen drei Reichen lassen sich auch in der Untereinheit Il aus N. pharaonis die funf
hochkonservierten Aminosauren (2 Cysteine, 2 Histidine und 1 Methionin), die als
Liganden fir das Cuas-Zentrum dienen, identifizieren. In spektroskopischen Analysen
konnte am Beispiel der Cytochrom c Oxidase aus Paracoccus denitrificans gezeigt
werden, dalR es sich bei dem Cua-Zentrum um ein binukleares Zentrum aus zwei
Kupferatomen in einem ,mixed-valence“-Zustand (Cu"® — Cu"®) handelt (Blackburn et al.,
1994; von Wachenfeld et al., 1994). Das Cua-Zentrum ist in der C-terminalen
periplasmatischen bzw. extrazellularen Doméne der Untereinheit 1l lokalisiert und
reprasentiert den primaren Akzeptor der Elektronen, die vom Redoxpartner einem
Cytochrom c¢ bzw. hier dem Halocyanin Ubertragen werden (Hill, 1994). Dieses
Strukturmerkmal fehlt in den vergleichbaren Chinol-Oxidasen, die direkt mit Chinol
wechselwirken ohne ein Cytochrom c als Vermittler, und ist somit indikativ fir
Cytochrom ¢ Oxidasen (Ubersicht: Trumpower & Gennis, 1994).
Die Untereinheiten 1ll und IV zeigen hingegen keine Homologien zu bekannten
Sequenzen. Es werden weiterhin keine Aminosauren fir eine Ligandierung von
prostethischen Gruppen gefunden. Ob beide Proteine zusammen mdglicherweise eine
typische Untereinheit 11l mitochondrialer und eubakterieller Oxidasen ersetzen, ist ebenso
wie deren Funktion unklar. Eine ,chaperonartige Funktion der Untereinheiten Il bei der
Faltung und Komplexierung der Proteine des Komplexes wird diskutiert (Lubben,
personliche Mitteilung).
Fir die Redox-Funktion der Cytochrom Oxidase in der Atmungskette ist jedoch der
.Kernkomplex“ bestehend aus den beiden grof3ten Untereinheiten | und Il ausreichend,
wie flr das Cytochrom aas aus P. denitrificans gezeigt wurde (Hendler et al., 1991).
Die Funktion der Cytochrom ¢ Oxidasen im letzten Schritt der aeroben Respiration ist die
Reduktion von Sauerstoff zu Wasser. Allgemein laRt sich folgende Reaktionsgleichung
aufstellen:

Cyt ** + O, + 8 Hjpnen ® 4 Cyt > + 2 Hy0 + 4 H'aypen
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Die Cytochrom Oxidase tragt somit zum Aufbau der protonenmotorischen Kraft nicht nur
durch Ladungstrennung Uber die Membran und damit verbunden dem Verbrauch zweier
.chemischer* Protonen auf der cytoplasmatischen Seite pro gebildeten Molekil H,O bei,
sondern auch durch aktives Pumpen von zwei weiteren ,elektrogenen” Protonen in die
auRere Matrix. Diese Protonentranslokation ist eine typische Fahigkeit der Cytochrom
Oxidasen. Die Bestimmung der Kristallstrukturen des Cytochrom aas; aus P. denitrificans
und der mitochondrialen Oxidase aus Rinderherz (lwata et al., 1995; Tsukihara et al.,
1996) trug malRgeblich zur Klarung des Mechanismus der Kopplung von
Elektronentransfer und Protonentransport bei. Der Flu3 der Elektronen erfolgt vom Cu,-
Zentrum in Untereinheit Il, dem primaren Elektronenakzeptor, Uber das ,low-spin“ Ham

zum binuklearen Zentrum in Untereinheit | (Scott, 1995).

?
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Untereinheiten des Cytochrom baz; aus N. pharaonis.
Eingezeichnet sind der postulierte Transfer der Elektronen Uber die prostetischen
Gruppen und die damit verbundenen Protonentranslokationen.

Iwata et al. gelang 1995 erstmals am Beispiel der Cytochrom Oxidase aus P. denitrificans
die Lokalisierung der Strukturen fir die Weiterleitung der im Laufe der Reaktion
verbrauchten bzw. gepumpten Protonen. Demzufolge werden zwei getrennte Kanéle in
Untereinheit |, der D- Kanal und der K-Kanal, fur den Transport der gepumpten
(vektoriellen) bzw. verbrauchten (skalaren) Protonen postuliert (vgl. auch Thomas et al.,
1994).

Der D-Kanal ist nach einem konservierten Asp 124 (Numerierung nach Cytochrom aas
aus P. denitrificans) an der Eintrittstelle fur den Transport der vektoriellen Protonen

benannt. Desweiteren sind eine Glutaminsaure (274), lokalisiert am Ende des Protonen-
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aufnahmeweges, und ein Histidin (325), dem von Wikstrém et al. (1994) eine Schalter-
funktion im sogenannten Histidinzyklus zugeschrieben wird, konserviert und werden als
essentiell fiir eine Pumpfunktion diskutiert. (Ubersicht: Mills & Ferguson-Miller, 1998)

Der K-Kanal ist nach einem konservierten Lysin (354) benannt und dient dem Transport
der skalaren Protonen. In beiden Fallen werden die Protonen von der cytoplasmatischen
Seite zum binuklearen Zentrum bzw. zu dem benachbarten Histidin transferiert (Tsukihara
et al., 1995; Ostermeier et al., 1997).

Ein Vergleich der Sequenz der Untereinheit | des Cytochrom baz aus N. pharaonis zeigt,
daR die essentiellen Aminoséuren im K-Kanal respektive das Lysin auch hier konserviert
sind bzw. Abweichungen durch ein funktionell komplementares Netzwerk ausgeglichen
werden. Im Bereich des D-Kanals sind jedoch eine Reihe essentieller Aminosauren gegen
funktionell vermutlich inaktive ausgetauscht, so daf3 hier wahrscheinlich keine Protonen
aktiv gepumpt werden konnen. Ein vergleichbarer Austausch wird ebenfalls fir die
bas-Cytochrom Oxidase aus Th. thermophilus und dem SoxB-Komplex aus S.
acidocaldarius beobachtet (Keightly et al., 1995; Libben et al., 1992). Fur beide
Proteinkomplexe wurde analog ein Verlust der Protonenpumpaktivitat postuliert. Kannt et
al. (1998) konnten jedoch fiir das Cytochrom bas; aus Th. thermophilus zeigen, dalR im
rekonstituierten Zustand Protonen im substochiometrischen MaRstab (0,5 H* / €)
gepumpt werden. Bisher konnten die essentiellen Aminosauren dieses alternativen
Protonentransportweges bzw. -mechanismus nicht identifiziert werden.

Alle hier dargestellten Erkenntnisse beziiglich der Cytochrom oxidase aus N. pharaonis
beruhen lediglich auf Sequenzstudien. Trotz Moadifikation des Reinigungsverfahrens
(Mattar, 1996) ist es bisher nicht gelungen den vollstéandigen und funktionellen Komplex
aus dem nativen Organismus zu isolieren.

Durch eine heterologe Expression mit einer anschliefenden Reinigung durch
Affinitatschromatographie sollte es mdglich sein den funktionellen Komplex zu isolieren.
Insbesondere in Bezug auf eine mdoglicherweise fehlende Protonenpumpaktivitat bote
dieses Verfahren die Mdoglichkeit fir Mutationsstudien. Am funktionellen Komplex konnte
der Nachweis erbracht werden, dal das Halocyanin hier anstelle des sonst Ublichen
Cytochrom c als Elektronendonator fungiert. Eine kinetische Charakterisierung der

verschiedenen Redoxprozesse wirde sich anschliel3en.
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1.3 Photoposphorylierung

In der Photophosphorylierung wird die universiell verfiigbare Energie, das Sonnenlicht,
zur Erzeugung der protonenmotorischen Kraft und damit zur Synthese von ATP genutzt.
Die wohl bekannteste Form stellt die Photosynthese in Pflanzen dar. In den
Photosystemen | und Il wird das Licht von Chlorophylimolekilen absorbiert und in einem
komplexen Reaktionssystem unter Beteiligung einer Vielzahl von Proteinen letztendlich in
Form eines transmembranen Protonengradienten gespeichert. Der Aufbau der
Photosysteme zeigt in vieler Hinsicht eine hohe Ahnlichkeit zur Elektronentransportkette
in Mitochondrien (Stryer, 1991).

In Halobakterien findet sich ein sehr viel einfacher strukturiertes System zur
lichtgetriebenen Energiekonversion. Am Beispiel des Halobakterium salinarum soll dies im
folgenden erlautert werden. In der Membran dieses Archaebakteriums sind 4
Retinalproteine lokalisiert, die beiden lonenpumpen Bakteriorhodopsin (BR) und
Halorhodopsin (HR) sowie zwei sensorische Rhodopsine (SRI und SRII) im Komplex mit
den entsprechenden halobakteriellen Transducer Proteinen (Htrl und Htrll) (Abb. 3)
(Ubersicht: Oesterhelt, 1998). Die Bezeichung dieser Proteine begriindet sich in der

groRen Ahnlichkeit zu Rhodopsinen aus Vertebraten.

Extrazellularer Raum

doméne

/')v \\ \ Methyllerungsfk\\

\~P | ( \\‘ (/ N\ ( Chey ) Schalterprotein
.~ \Che) CheA / \\Chek\CheA ,/’ Flagellarmotor

Zytoplasma S~ el

_~P

Abb. 3: Schematische Darstellung der Funktion der vier Rhodopsine aus H. salinarum.

Die beiden lonenpumpen BR und HR dienen zur Energiekonversion von Licht in einem
Protonen bzw. Chloridionengradienten. Die sensorischen Rhodopsine SRI und SRIl
fungieren als Photorezeptoren und dirigieren das Bakterium hin zu optimalen
Lichtbedingungen. Der Lichtreiz wird hierbei von den SR’s auf die Htr-Proteine, als
Homodimer gebunden, Ubertragen und das Signal Uber die zytoplasmatische Doméane an
die zwei Komponenten Signalkaskade bestehend den Histidinkinasen CheA und CheY
weitergeleitet. Der Phosphoregulator CheY transferiert dann die Information auf den
Flagellarmotor. Uber die Methylierungsdomane der Htr's wird in Interaktion mit der Kinase
CheB die Adaptation reguliert. (Abb. in Anlehnung an Spudich, 1998)
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Das BR (I max: 570 nm) pumpt, durch Licht aktiviert, Protonen vom Zytoplasma in den
extrazellularen Raum. Das HR (I nax: 578 nm) stellt hingegen eine einwarts gerichtete
Chlorid-lonenpumpe dar. Beide lonenpumpen tragen somit unter Lichteinfall zum Aufbau
des elektrochemischen Gradienten bei und beféhigen das Halobakterium salinarum zur
ATP-Synthese. Die beiden sensorischen Rhodopsine dienen als Photorezeptoren und
steuern die lichtgetriebene Schwimmbewegung des Bakteriums (Phototaxis). Dieser
Mechanismus kann als primitiver Sehprozel3 verstanden werden. Licht als Energiequelle
zu nutzen, stellt das Bakterium vor die Aufgabe die optimalen Lichtbedingungen fir die
lonenpumpen zu suchen (Licht der Wellenldnge >500 nm) jedoch UV-Licht zu meiden, da
es photoinduzierte Schaden an der DNA verursachen kann.

Alle vier Rhodopsine weisen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit auf und sind in einer Art
Biundel bestehend aus 7 transmembranen Helices aufgebaut. Als Chromophor ist
all-trans-Retinal in einer weitgehend konservierten Bindungstasche an einen Lysin-Rest
Uber eine protonierte Schiff'sche Base in Helix G (IIV) gebunden (Henderson et al., 1990).
Nach Lichtinduktion durchlaufen die Rhodopsine einen Reaktionszyklus mit sequentiell
Uber  Absorptionsspektroskopie  differenzierbaren  Intermediaten  (Photozyklus).
Rhodopsine sind als photoaktive Pigmente in allen drei Reichen vertreten. Sie dienen als
einfaches Modell fiir 7-Helix-Rezeptoren, die in vielen sensorischen und hormonellen
Signalkaskaden eine Schlisselrolle spielen.

BR steht seit seiner Entdeckung 1970 durch Oesterhelt und Stoeckenius im Zentrum
intensiver Forschung. Die einzelnen Schritte der sequentiellen Photozyklusreaktion
bestehend aus Isomerisierungsreaktionen des Retinals und Protonentransferschritten sind
nunmehr gut verstanden. Ein Vergleich der Photozyklen der anderen Pigmente mit dem
des BR zeigt, dall das fur BR aufgestellte Schema mit einigen Variationen
Allgemeingultigkeit besitzt. Wahrend des Photozyklus durchlaufen die Rhodopsine
distinkte Photointermediate mit unterschiedlichen Absorptionseigenschaften. Die Laser-
Blitzlicht-Spektroskopie erwies sich als geeignete Methode zur spektralen und kinetischen
Charakterisierung der einzelne Reaktionsschritte. Mit dieser Methode konnten Lozier et al.
(1975) erstmals ein Modell des BR-Photozyklus aufstellen. Demnach durchlauft das BR in
einer Sequenz irreversibler Folgereaktionen die anhand ihrer Absorptionsspektren
charakterisierten Intermediate K, L, M, N und O, bevor es in den Grundzustand
zuriickkehrt.

Spatere Untersuchungen zeigen, daf BR in seiner thermischen Relaxation nicht nur diese
funf spektralen Spezies sondern mindestens sieben Intermediate zeigt. Das von Lozier et
al. entwickelte Modell wurde daher durch die Einfihrung von Parallel-, Verzweigungs- und

Gleichgewichtsreaktionen modifiziert (Ubersicht: Lanyi & Varo, 1995).
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Chizov et al. (1996) postulierten schnelle Quasigleichgewichte zwischen den spektralen
Intermediaten und kehrten damit formal zu dem simplen sequentiellen Reaktionsschema
zurlick (Abb. 4).

Mutationsstudien und biophysikalische Untersuchungen ermdglichten eine Zuordnung der
Protonentransferschritte zu den entsprechenden Photointermediaten (,Black-Lipid-
Membrane“-Experimente: Bamberg, 1979; FTIR-Experimente: Engelhard et al., 1985;
Gerwert et al.,, 1989; Untersuchung an Xenopus Oocyten: Nagel et al., 1995, 1998).
Aktuelle hochauflosende Kristallstrukturen des BR und seiner Intermediate verifizieren

diese Erkenntnisse (Luecke et al., 1999; Submarian & Henderson, 2000).
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Abb. 4: Schema des BR-Photozyklus auf der Basis sequentieller irreversibler Folge-

reaktionen. K, L, M, N und O reprasentieren die spektroskopsich definierten
Intermediate, die Absorptionsmaxima sind als Indices angegeben.

Die Quasigleichgewichte zwischen M-L, M-N und O sind eingezeichnet. Die
Zerfallsraten der Intermediate wurden bei 20°C ermittelt.

Im initalen Reaktionsschritt des Photozyklus induziert die Absorption eines Photons die
Isomerisierung der all-trans-Konfiguration zu 13-cis des Retinals (K) innerhalb weniger
Picosekunden (Dobler et al., 1988). Innerhalb einer Mikrosekunde &ndert sich daraufhin
die Konfirmation des Proteins (K® L Ubergang) (Braiman & Mathies, 1982), wodurch die
Protonenaffinitaten verschiedener Aminosaurereste modifiziert werden. Beim Ubergang
zum M-Intermediat gibt die Schiffbase (SB) ihr Proton an das Aspartat 85 (Asp85),

lokalisiert im extrazellularen Protonenkanal, ab (Butt et al., 1988; Braiman et al., 1989).



Einleitung 12

Dieser Reaktionsschritt ist durch die Anderung des Wasserstoffbriickenbindungs-
Netzwerkes an die Abgabe eines Protons von der Glutaminsdure 204 an das Medium
gekoppelt (Richter et al., 1994; Balashov et al., 1997).

Die Schiffbase reorientiert sich nun im spaten M-Zustand und ist anschlieRend vom
zytoplasmatischen Kanal zugénglich. Durch ESR-Untersuchungen und Kristallstrukturen
der Intermediate konnte diese Vermutung bestatigt werden (Luecke et al.,, 1999;
Submarian & Henderson, 2000; Steinhoff et al., 1994; Rink et al. 1997, 2000). So wurde
eine Auswartsbewegung der Helix F um 3,5 A nachgewiesen, die zur Offnung des
zytoplasmatischen Teils des Protonenkanals fihrt.

Im n&chsten Schritt des Photozyklus wird ein Proton vom Asp96 auf die Schiffbase
Ubertragen (M® N) (Butt et al., 1989) und schlie3lich reisomerisiert das Retinal zur all-
trans Konfiguration (N® O). Das BR relaxiert unter Konformationsénderung in den
Grundzustand (O® BR), wobei Asp96 und Asp85 ihren urspringlichen Protonierungs-
zustand regenerieren (Dioumaev et al., 1998). Im Verlauf dieses Reaktionszyklus wird ein

Proton vom Zytoplasma in den extrazellularen Raum gepumpt.

H Zytoplasma

Extrazellularer Raum

Abb. 5: Strukturmodell des BR und schematische Abfolge der Protonentransferschritte.

Der Retinalchromophor ist in lila eingezeichnet. Die funktionell wichtigen
Aminosauren sind mit ihrer Position in der Aminosaurekette angegeben. Die Pfeile
markieren die einzelnen Protonentransferschritte und die Numerierung entspricht
der sequentiellen Abfolge im Photozyklus. Nebenstehend ist die Bezeichnung der
jeweiligen Ubergange der Intermediate angegeben. (1) Deprotonierung der
Schiffbase, Protonierung des Asp85 (L® M); (2) Protonenabgabe ans extrazellulare
Milieu (L® M); (3) Reprotonierung der Schiff-Base, Deprotonierung von Asp96
(M® N); (4) Reprotonierung von Asp96 ausgehend vom Zytoplasma (N® O); (5)
Deprotonierung von Asp85, Reprotonierung der in der Protonenabgabe involvierten
Aminosauren. Modifiziert nach Luecke et al. (1999).
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Die sensorischen Rhodopsine durchlaufen in ihren Photozyklen prinzipiell dasselbe
Reaktionsschema, jedoch sind die verschiedenen Intermediate weit weniger untersucht
(Bogomoilni et al., 1987; Scharf et al., 1992). Insgesamt ist ihr Photozyklus im Vergleich zu
dem des BR ca. 100-fach verlangsamt. Mutationstudien am BR zeigten, daf’ die
Carboxylgruppen der Aminosauren Glu194, Glu204 und Asp96 essentiell sind, jedoch ein
Austausch gegen nicht funktionelle Aminosduren nicht zum vollstandigen Verlust der
Protonenpumpaktivitat fihrt (Brown et al., 1996; Otto et al.,, 1990). Lediglich ein
Austausch der Aminosaure Asp85 und des fir die Bindung des Retinals veranwortlichen
Lysin 216 inhibieren die Protonentransferreaktion (Otto et al., 1990; Sasaki et al., 2000).
Ein Sequenzvergleich des SRI mit dem BR zeigt, dall die Aminosauren Lysin (hier
Lys205) und Asparaginsaure (hier Asp76) konserviert sind (Blanck et al., 1989). Die dem
Asp96 komplementare Aminoséaure ist gegen ein neutrales Leucin (Leu84) ausgetauscht
und wurde lange als Ursache fur den stark verlangsamten Zerfall des M-Intermediates
diskutiert.

Fraglich ist somit ob das SRI Protonen pumpt und was es in seiner Funktion als

Photosensor im Unterschied zu BR auszeichnet.

1.4 Phototaxis in H. salinarum

Die phototaktische Aktivitdt des Halobakterium salinarum wird durch die beiden
Photorezeptoren SRI und SRIl bestimmt. Das SRl (I nax. 587 nm) vermittelt die
photoattraktive Antwort auf Licht der Wellenlange > 520 nm (Bogomolni & Spudich, 1982)
und gleichzeitig die photophobe Antwort auf Licht der Wellenlange < 500 nm. In einem
zwei Photonenprozel3 vermittelt das langlebige M-Intermediat des SRI (Ss73, | max: 373 nm)
in Gegenwart von orange-farbenen Hintergrundlicht auf Blau-Licht bzw. UV-Licht die
photophobe Antwort (Spudich & Bogomolni, 1984). Die Bifunktionalitat dieses Rezeptors
in Bezug auf die Phototaxis ist einmalig unter den sensorischen Rhodopsinen.

Das SRII triggert die photophobe Antwort vornehmlich unter aeroben Bedingungen, unter
denen BR und SRI nur schwach exprimiert werden und BR keine maf3gebliche Rolle fur
die Energiekonversion spielt (Takahashi et al., 1990). Das Htrll fungiert zusatzlich Uber
eine extrazellulare Doméane als Chemorezeptor fir Serin (Hou et al., 1998).

Unter stationdren Bedingungen schaltet der Flagellarmotor des H. salinarum spontan alle
20 - 30 Sekunden zwischen einer Drehbewegung im Uhrzeigersinn und entgegen dem
Uhrzeigersinn um und das Bakterium zeigt eine zuféllige ungeordnete Schwimm-
bewegung (Marwan et al., 1991).

Ein attaktiver Reiz (z.B. orange-farbenes Licht) verringert die Schaltfrequenz des

Flagellarmotors, welches zu einer Bewegung in Richtung des Lichtreizes fihrt. Analog
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verkirzt ein abstoRender Reiz (z.B. Blaulicht) die Zeit zwischen zwei Schaltvorgdngen
und das Bakterium entfernt sich aus dem Bereich. Unter konstanten Lichtbedingungen
findet Adaptation an den Reiz statt und das Bakterium kehrt zur ungeordneten
Schwimmbewegung zuriick (Marwan et al., 1995). Andert sich jedoch die Reizstarke fiihrt
dies wiederum zur Deadaptation (Hildebrand & Dencher, 1975; Spudich & Stoeckenius,
1979).

Nach Absorption eines Photons durchlaufen die sensorischen Rhodopsine einen dem BR
analogen Photozyklus, wobei der Zerfall der M-Intermediate stark verlangsamt ist. Als
signalgebender Zustand dient daher vermutlich das M-Intermediat. Im Verlauf des
Photozyklus wird das Signal an den komplexierten Tranducer Htr weitergegeben (Spudich
& Spudich, 1989; Yao & Spudich, 1992).

Der genaue Mechanismus der Signaltransduktion vom SRI zum Htrl fir das photophile
bzw. photophobe Signal ist noch unklar. Es wird jedoch eine Bewegung einer Helix im
Verlauf des Photozyklus analog zum BR als Trigger vermutet. Flir den photophoben
Rezeptor pSRII aus N. pharaonis konnte dieser Mechanismus von Wegener et al. (2000)
nachgewiesen werden. Die Signalweiterleitung im Zytoplasma ist hingegen gut untersucht
und erfolgt analog zur Chemotaxis in E. coli (Rudolph & Oesterhelt, 1995, 1996).

Die Htr-Proteine zeigen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu den Chemorezeptoren
(MCP'’s) der Eubakterien wie z.B. dem Aspartatrezeptor (Tar) oder dem Serinrezeptor
(Tsr) (Yao & Spudich, 1992; Ubersicht eubakterielle Chemotaxis: Falke, 1997). Sie setzen
sich aus zwei transmembranen Helices und einer ausgedehnten zytoplasmatischen
Doméane zusammen. Insbhesondere der zytoplasmatische Teil zeigt eine hohe
Sequenzidentitat zu den verwandten Chemorezeptoren in den als Methylierungsdomane
und Signaldomane identifizierten Bereichen (Yao & Spudich, 1992; Yao et al., 1994).

Der Signaltransfer erfolgt tber eine Wechselwirkung der Signaldoméane des Htr mit einer
autokatalytischen Histidinkinase CheA (Yao et al., 1994; Rudolph & Oesterhelt, 1995).
Diese phosphoryliert anschlieBend das Regulatorprotein CheY, welches dann an das
Schalterprotein des Flagellarmotors binden kann und so die Schaltfrequenz kontrolliert
(Rudolph et al., 1995). Die Adaptation an einen kontinuierlichen Reiz wird durch die
Kinase CheB Uber Methylierung und Demethylierung der Methylierungsdoméne des Htr's
geregelt (Marwan et al., 1995). Eine dem CheR aus E. coli homologe Histidinkinase, die
ebenfalls in den Adaptionsmechanismus involviert ist, konnte bisher in H. salinarum nicht
nachgewiesen werden (Rudolph & Oesterhelt, 1996). Eine Deletion der einzelnen
Proteine fihrt zu einem vollstdndigen Verlust der phototaktischen und chemotaktischen
Fahigkeit (Rudolph & Oesterhelt, 1996).
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1.5 Sensorisches Rhodopsin | aus H. salinarum

Der Rezeptor-Transducer-Komplex ist insbesondere beziiglich seiner Bifunktionalitat, der
Steuerung der photophilen und photophoben Taxis, von besonderem Interesse.
Zahlreiche biochemische und biophysikalische Untersuchungen wurden in den letzten
Jahren an transducer-freien SRI und im Komplex mit Htrl durchgefiihrt um eine mégliche
Protonenpumpaktivitdt nachzuweisen und die Wechselwirkung mit dem Transducer zu
charakterisieren (Ubersicht: Sasaki & Spudich, 2000). Der Mechanismus des
Signaltransfers vom SRI auf das Hitrl ist jedoch noch ungeklart. Erschwerend ist hierbei,
daf3 bisher von keinem sensorischen Rhodopsin eine Kristallstruktur erhéltlich ist.

Das SRI durchlauft nach Absorption eines Photons einen dem BR-analogen Photozyklus
(Bogomolni & Spudich, 1987). Es konnten die einzelnen Intermediate K, L und M
identifiziert werden und Schmies et al. (2000) wiesen in neuesten Untersuchungen
ebenfalls ein N-Intermediat nach. Das langlebige M-Intermediat Siz;; wird als
signalgebender Zustand fiir die photophile Reaktion diskutiert (Yan & Spudich, 1991; Yan
et al., 1991). Das Retinal befindet sich hier in der 13-cis-Konfiguration und die Schiffbase
ist deprotoniert (Haupts et al., 1994).

Zusatzlich vermittelt dieses M-Intermediat durch Absorption eines zweiten Photons
(Wellenlange < 500 nm) die photophobe Antwort. Durch Isomerisierung des Retinals von
der 13-cis-Konfiguration in die all-trans Form bildet sich zunachst das Intermediat S0
(I max: 510 nm). Das SRI relaxiert anschlieBend unter Reprotonierung der SB in den
Grundzustand (Spudich & Bogomolni, 1994). Dieser Reaktionsweg wird als sogenannte
Kurzschlu3reaktion (,short-cut®) bezeichnet und ist auch fur das M-Intermediat des BR
bekannt (Dancshazy et al., 1978).

Die Relaxation in den Grundzustand erfolgt auf diesem Reaktionsweg deutlich schneller
(t=80 ms) als der rein thermisch-determinierte Zerfall des M-Intermediates im Ein-

Photonenprozel3 (t = 750 ms) (Bogomolni et al., 1987).
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Photozyklus des SRI

Die beiden geschlangelten Pfeile reprasentieren lichtinduzierte und die restlichen
thermische Ubergange. Die Absorptionsmaxima der Intermediate sind jeweils als
Indices angegeben. Die Halbwertszeiten der thermischen Ubergénge sind
eingezeichnet. Das SRI durchlauft nach Absorption eines Photons die Intermediate
Se10, Sseo Und Ss73 (entsprechen K, L, M). Das M-Intermediat Ss73 kann nun
thermisch in den Grundzustand relaxieren (photophile Antwort) oder durch
Absorption eines zweiten Photons Uber den alternativen Reaktionsweg unter
Bildung von S0 in den Grundzustand zurtickkehren (photophobe Antwort).
(Bogomolni et al. 1987; Spudich & Bogomolni, 1984)

Die Eigenschaften des SRI werden hierbei stark durch die Wechselwirkung mit dem
Transducer beeinflu3t. So zeigt die Kinetik des Photozyklus nur fir das Transducer-freie
SRI eine starke pH-Abhé&ngigkeit im Bereich von pH 5.0 — 8.5 (Olson et al., 1992; Spudich
& Spudich, 1993).

Elektrophysiologische  Untersuchungen hinsichtlich  einer moglichen  Protonen-
pumpaktivitdt des SRI lieferten zum Teil widerspriuchliche Aussagen (Bogomolni et al.
1994; Haupts et al., 1995, 1996). Schmies et al. (2000) konnten jedoch eine
Protonenpumpaktivitdt in einem Zwei-Photonenprozel3 fir das Transducer-freie SRI
bestatigen. Das SRI wurde hierflr in Xenopus Oocyten funktionell exprimiert und ein
kontinuierlicher Strom unter Belichtung mit Hilfe der Voltage-Clamp Technik
nachgewiesen. Durch Vergleich mit den Ergebnissen fur BR (Nagel et al., 1995, 1998)
ergab sich jedoch eine wesentlich geringere Effektivitat des Protonentransportes. Fir das
SRI im Komplex mit dem Htrl wurde hingegen kein Protonentransfer tber die Membran
beobachtet (Schmies et al., 2000).

Phylogenetisch stammt das SRI somit vermutlich von der lonenpumpe BR ab, hat aber im
Laufe der Evolution die Fahigkeit Protonen zu transportieren verloren, da dieser

Mechanismus flur die photosensorische Aktivitat nicht benétigt wurde.
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In pH-Titrationsstudien wurde nachgewiesen, daf} die Bindung des Htrl zu einer
Verschiebung des pK,-Wertes der Asparaginsaure 76 (analog dem Asp85 in BR) von 7.4
fur das freie SRI zu 8.5 im Komplex fihrt (Bogomolni et al., 1994). Eine Deprotonierung
des Asp76 resultiert in einer hypsochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums von
587 nm auf 552 nm.

Eine Mutagenese der Asparaginsaure (D) 76 zu Asparagin (N) bestatigte diese
Ergebnisse, das SRID76N zeigte ein pH-unabhangiges Absorptionsmaximum von
587 nm. Bei pH 6.0 liegen diese beiden Spezies bezogen auf das freie SRI im
Gleichgewicht nebeneinander vor, im SRI-Htrl Komplex ist das Asp76 hingegen
vollstandig protoniert (Rath et al., 1996). Das SRIsg; zeigt keine Protonenpumpaktivitat, so
dalR der beobachtete Protonentransfer des Transducer-freien SRI auf die SRIss>-Spezies
zuriickzufuhren ist (Bogomolni et al., 1994; Haupts et al., 1995).

Im BR ist das komplementdare Asp85 deprotoniert und fungiert als primarer
Protonenakzeptor und stabilisierendes Gegenion der Schiffbase. Die Mutante BRD85N
weist ein zum Wildtyp batochrom verschobenes Absorptionsmaximum (570 nm ®
590 nm) auf und zeigt keinen Photozyklus (Dunach et al., 1990). Im Gegensatz dazu
durchlauft die Mutante SRID76N einen zum Wildtyp nahezu unveranderten Photozyklus
unter Bildung eines M-Intermediates (Rath et al., 1994). Als alternativer Protonenakzeptor
wird das Histidin 166 im zytoplasmatischen Kanal diskutiert, welches unter den
sensorischen Rhodopsinen konserviert ist (Zhang & Spudich, 1998; |hara et al., 1999).
Als minimale Domane die das Htrl zu einer Wechselwirkung mit dem SRI befahigt,
nachweisbar durch die pH-Sensitivitit des Photozyklus, dienen die N-terminalen
147 Aminosauren des Htrl (Krah et al., 1994; Perazzona et al., 1996). Dieser im Vergleich
zur vollstdndigen Sequenz von 536 Aminosauren relativ kurze Bereich wird durch die
beiden transmembranen Helices und einer kurzen zytoplasmatischen helikalen Struktur
reprasentiert (Yao & Spudich, 1992).

Die Spezifitdt dieser Wechselwirkung konnte in Versuchen mit Chiméren des Htrl und
Htrll nachgewiesen werden (Zhang et al., 1999). Experimente zur Quervernetzung des
Htrl und SRI legen nahe, dal’ das Htrl als Homodimer &hnlich den Chemorezeptoren im
Komplex gebunden ist (Zhang & Spudich, 1998). Ob es sich hierbei um eine echte 1: 2
(SRI : Htrl) Stéchiometrie handelt oder mdglicherweise eine 2 : 2 Stdchiometrie vorliegt,
wie im Rezeptor-Transducer-Komplex pSRIl-pHtrll aus Natronobakterium pharaonis,
(Wegener et al., 2000) ist noch unbewiesen.

Der Mechanismus des Signaltransfers zwischen dem SRI und dem Hitrl bleibt jedoch
unklar. Eine Protonentransferreaktion als Trigger scheidet vermutlich aus, vielmehr wird
eine Auswartsbewegung der Helix F oder G im Verlauf des Photozyklus vergleichbar der

im BR als signalgebender Zustand vermutet. Fir den verwandten photophoben Rezeptor
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pSRIl aus N. pharaonis konnte diese Bewegung der Helix F in ESR-Experimenten
nachgewiesen werden (Wegener et al., 2000).

Ob dieser Mechanismus auch im Falle des SRI-Htrl Komplexes Bestand hat, ist zu
beweisen. Strukturelle Unterschiede bezliglich der photophilen bzw. photophoben Antwort

sind hier von besonderem Interesse.

1.6 Ziel der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Untersuchung der Struktur-Funktionsbeziehung an
archaebakteriellen Proteinen der oxidativen Phosphorylierung und Signaltransduktion.

Im ersten Teil soll das Cytochrom ba; aus Natronobakterium pharaonis heterolog in
Halobakterium salinarum exprimiert und synthetisiert werden. Als Grundlage dient das
von Luttenberg et al. (1998) fur das pSRII etablierte Expressionssystem in H. salinarum.
Die Synthese des Cytochrom bas; soll unter der Kontrolle des Promotors des
Bakterioopsins mit Hilfe des Expressionsvektors pBL7 erfolgen. Es sollen neben dem
Kernkomplex bestehend aus den Untereinheiten | und Il auch die Gene aller
Untereinheiten (I-1V) kloniert und exprimiert werden. Durch die Modifikation der terminalen
Sequenzen soll im folgenden eine Optimierung des Reinigungsverfahren Uber
Affinitatschromatographie erfolgen, um den Komplex in funktioneller Form zu isolieren.
Eine kinetische Charakterisierung der Wechselwirkung mit dem Halocyanin bzw.
Sauerstoff wird angestrebt. Ob das Cytochrom bas; zum aktiven Protonentransport
befahigt ist, soll Gber ,Black-Lipid-Membrane“-Messungen analog zur Cytochrom Oxidase
aus Thermus thermophilus erbracht werden. Im weiteren sollen Mutationsstudien der
Aminosduren im Bereich des D-Kanals, der fir den vektoriellen Protonentransfer
veranwortlich ist, Aufschlu3 Gber einen mdglicherweise alternativen Protonentransportweg
liefern. Im Fall eines fehlenden vektoriellen Protonentransfers soll durch Austausch der
inaktiven gegen funktionale Aminosaurereste diese Funktion regeneriert werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll der Mechanismus des Signaltransfers des sensorischen
Rhodopsin | auf seinen Transducer Htrl untersucht werden. Auf der Basis der von
Schmies et al. (2000) entwickelten Methode zur Expression des SRI in E. coli sollen
Cystein-Mutanten des SRI synthetisiert und anschlieBend durch ESR-Spektroskopie
charakterisiert werden. Durch ESR-Experimente sollen die ausgewahlten Helix-Bereiche
des SRI strukturell charakterisiert und mogliche strukturelle Anderungen unter Belichtung
untersucht werden.

Die Kinetik einer mdglichen Konformationsdnderung soll anschlieBend durch
zeitaufgeltste ESR-Spektroskopie erfolgen. Diese Experimente sollen sowohl mit dem

Transducer freien SRI als auch im Komplex mit dem Htrl durchgefihrt werden.
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Hierfur soll zunachst eine geeignete Expressionsstrategie fir den Rezeptor-Transducer-
Komplex in E. coli entwickelt werden.

Durch zeitaufgeloste Laser-Blitzlicht-Spektroskopie sollen die Photozyklen des SRI mit
und ohne Transducer sowie der Cysteinmutanten kinetisch analysiert werden.

In pH-Titrationsversuchen sollen zusatzlich die pH-abhangigen Gleichgewichte der
verschiedenen Spezies des Transducer—freien SRI-Wildtyps ermittelt werden. Darauf
aufbauend soll eine neue Strategie zur Separation der einzelnen Photozyklus-Kinetiken

der verschiedenen Spezies entwickelt werden.



Material und Methoden 20

2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von p.A.-Qualitdt oder molekularbiologische
Reagenzien und stammten von den Firmen Sigma (Steinheim), Aldrich (Heidenheim),
Baker (GroR-Gerau), Merck (Darmstadt), Gerbu (Gaiberg), GIBCO BRL (Eggenstein),
Serva (Heidelberg), Riedel-de-Haén (Seelze), Roth (Karlsruhe), Fluka (Neu-Ulm), Bio-Rad
(Miinchen).

N-Dodecyl-b-D-maltosid wurde von der Firma Calbiochem (Schwalbach am Taunus)
bezogen. Die Reagenzien fur die Polymerase Kettenreaktion wurden von Pharmacia
(Freiburg) und Boehringer (Mannheim) erhalten, fur die DNA-Sequenzierung von Applied-
Biosystems (Weiterstadt).

Es wurden DNA-modifizierende Enzyme von Boehringer, Pharmacia und New England
Biolabs (Schwalbach) eingesetzt. Die RNase A stammte von Boehringer. Die nicht-
radioaktive Markierung und Detektion von Nukleinsduren erfolgte mit einem PCR-DIG
DNA Markierungsmix sowie mit einem DIG-Detektionskit der Firma Boehringer. Fir die
Immobilisierung von Nukleinsduren wurden Nylon Membranen vom Typ Biodyne A der
Firma Pall (Dreieich) verwendet.

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA und Isolierung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen wurden Kits der Firma Qiagen (Hilden) verwendet.

Antibiotika sowie all-trans-Retinal stammten von Sigma, das Caseinhydrolysat (Pepton
140) sowie der Hefe-Extrakt von GIBCO BRL.

Fur die Reinigung der Histidin-Tag Proteine wurde Ni*-NTA Superflow von Qiagen
benutzt.

Der 1 kb DNA-Molekulargewichtsmarker sowie die T4-DNA-Ligase stammten von GIBCO
BRL. Es handelt sich um 12 Wiederholungen eines 1018 bp DNA-Fragmentes und
zusatzlich DNA-Fragmente der Grof3en 1636, 517/506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134
und 75 bp.

Der verwendete Protein-Molekulargewichtsmarker (Pharmacia) setzte sich zusammen
aus: Phosphorylase b (94 kDa), Rinderserum-Albumin (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa),
Carboanhydrase (30 kDa), Trypsin-Inhibitor (20.1 kDa) und a-Laktalbumin (14.4 kDa).

Der Spinlabel (1-Oxyl-2,2',5,5-tetramethylpyrrolin-3-methyl)methanthiosulfonat (MTSSL)

stammte von Toronto Research Chemicals (TRC, Toronto).
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2.2 Instrumentation

Die Inkubation der E. coli Zellen erfolgte in einem Schittler der Firma New Brunswick
(Nurtingen). Die Fermenter fur die Zellanzucht im Maf3stab von 10 L bzw. 30 L stammten
von der Firma Biotech International (Melsungen).

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen wurde durch Elektroporation mit einem
GenePulser der Firma BioRad (Munchen) in Elektroporationskivetten der Firma
Invitrogen (Leek) durchgefiihrt. Fur die Sedimentation und andere Zentrifugationsschritte
wurden die Zentrifugen RC28S und RC3BPIus der Firma Sorvall (Bad Homburg) mit den
Rotoren SS-34, F-28/36 und H6000A sowie die Zentrifugen J2-HC der Firma Beckman
mit dem Rotor JS-4.3 verwendet.

Der Aufschlu® der Zellen erfolgte mit dem Microfluidizer M-110S der Firma Microfluidics
Corporation (Newton, USA).

Polymerase-Kettenreaktionen erfolgten mit dem PCR-Express System von Hybaid
(Heidelberg) mit Deckelheizung und in-tube Temperatur-Kontrolle. DNA Sequenzierungen
wurden mit dem Sequenzierungsgerat 373 von Applied Biosystems durchgeftihrt.

Die Polyacrylamidgelelektrophoresen erfolgten mit dem Mini-Proteanll-System der Firma
BioRad. Der Elektrotransfer auf Membranen wurde mit dem Fastblot-Gerat der Firma
Biometra (Goéttingen) durchgefiihrt.

Proteinlésungen wurden mit Vivaspin der AusschluRgréRen 10 kDa und 30 kDa der Firma
der Firma Vivascience (Lincoln, UK) und mit Nanoseps der Firma Pall Filtron (Dreieich)
ankonzentriert.

Fur die UV/Vis Absorptionsmessungen wurden die Spektrophotometer Lambda 9
UV/Vis/NIR der Firma Perkin Elmer (Uberlingen) und DU 650 der Firma Beckmann (Palo
Alto, USA) benutzt.

Fur die pH-Messungen wurde das Labor pH-Meter 766 und die pH Elektrode Typ SE 101
der Firma Knick (Berlin) benutzt.

Die Beschallung aufgeschlossener Zellen erfolgte mit einem Ultraschall-Stab Branson
Sonifier 250 der Firma Heinrich (Schwébisch Gemiind) und die rekonstituierter Proteine

mit einem Bad Labson 200 von der Firma Bender und Hobein (Ismaning).
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2.3 Bakterienstamme und Plasmide

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

E. coli BL21(DE3) F opmT [lon] hsdSB (rg" mg) | (DE3) (Studier & Moffat, 1986)

Natronobakterium pharaonis SP1/28 hR*, sR-II*, Car™ (Bivin & Stoeckenius, 1986)
Halobakterium salinarum MPK40 bR’, sR-I", sR-II" (Krebs et al., 1991; 1993)
Es wurden die Vektoren pUC BM20 Boehringer (Ingelheim)
pET-27b" Novagen (Abingdon)
pET27bmod Klostermeier et al., 1998
pBL7N Luttenberg et al., 1998
pucBLMeY zur Verfuigung gestellt
von B. Littenberg
pET27bmodsoplHis zur Verfigung gestellt
von G. Schmies
pET27b thtrl zur Verfuigung gestellt
pET27bmodthtrl-His von A. Wegener

2.4 Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden von den Firmen Novagen bzw. Pharmacia

bezogen:
T7prom Primer 5' TAATACGACTCACTATAGGG 3'
T7term Primer 5 GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’

Die unten aufgeflihrten Oligonukleotide wurden auf einem Beckman Oligo 1000
synthetisiert und nach NAP-10 Gelfiltration (Pharmacia) ohne weitere Reinigung
verwendet. Die mit * gekennzeichneten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG

(Gottingen) bezogen. Der Synthesemalfistab betrug 0,01 pumol.
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Zur Einfihrung der Cysteinmutation in SRI-His nach der Methode von Ho et al. (1989)

wurden folgende Oligonukleotide verwendet:

rev

ACA CCG CGC ACA GAA GAA ATA CAC

Mutation | Orientierung 5’ Sequenz 3’ T/ Tired (°C)
hin GTG CCC GAC GTG TGT GAG CAG ATC GG

P154C 86 /68
rev CCG ATC TGC TCA CAC ACG TCG GGC AC
hin CGA CGT GCC CTG TCA GAT CGG GCT GT

E155C 86 /67
rev CAG CCC GAT CTG ACA GGG CACGTC G
hin ACG TGC CCG AGT GTATCG GGC TGT

Q156C 78167.5
rev ACA GCC CGA TAC ACT CGG GCA CGT
hin TGC CCG AGC AGT GTG GGC TGT TCAAC

1157C 84 /66
rev GTT GAA CAG CCC ACACTG CTC GGG CA
hin CGA GCA GAT CTG TCT GTT CAACCT G

G158C 76 /65
rev CAG GTT GAA CAG ACAGATCTGCTC G
hin GAG CAG ATC GGG TGT TTCAACCTGC

L159C 78167
rev GCA GGT TGAAACACC CGATCTGCTC
hin CAG ATC GGG CTG TGT AAC CTG CTG AA

F160C 80 /68
rev TTC AGC AGG TTA CAC AGC CCGATC TG
hin TCG GGC TGT TCT GTC TGC TGA AAAACC A

N161C 84 /68
rev TGG TTT TTC AGC AGA CAG AAC AGC CCG A
hin TGC CGT ACG TGT GTT TCT TCT ACG

Y210C 72168
rev CGT AGA AGA AAC ACA CGT ACG GCA
hin TGC CGT ACG TGT ATTGTT TCTACG C

F211C 74168.5
rev GCG TAG AAA CAA TAC ACG TAC GGC A
hin GTG TAT TTC TGT TAC GCG CGG CGT

F212C 74 /62
rev ACG CCG CGC GTA ACA GAA ATA CAC
hin GTG TATTTC TTC TGT GCG CGG CGT

Y213C 74 /62

Die Schmelztemperatur der Oligonukleotide wurde mit 4°C pro Base GC bzw. 2°C pro

Base AT berechnet.

Die reduzierte Schmelztemperatur mit Berlcksichtigung der

Basenfehlpaarung wurde anhand folgender Formel ermittelt (Suggs et al., 1981):

T - 2400 xAnzahl Fehlpaarungen
" g Gesamtzahl Basen

4.5°C
4]
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Fur die Einfihrung des Peptid-Linkers zur Synthese des Komplexes SRI-link-tHtrl-His als

Fusionsprotein wurden folgende Oligonukleotide verwendet:

Bezeichnung 5 Sequenz 3’ T/ Trrea (°C)
ik hin CG AGC AAC GGC GCG AGC GCG 72160
rev GC GCC GTT GCT CGC GCT CGC 72160
Peptidsequenz ASASNGASA
Oligonukleotide fur die Klonierung und Sequenzierung des Cytochrom bas
Bezeichnung Orientierung 5’ Sequenz 3’ T ! Tired (°C)
bas I (Ncol) hin GGG GGT GGT GCC ATG GCC ATC CAC 82 /63
bas Il (Hindlll) rev CCC GAC TAAGCT TCATCA GTG TGT CAC 82 /54
bas Il (BamHI) rev TGA CCC CGA TCA GGG ATC CAC CCC GA 86 /63
baz IV (Ncol) hin AAT CCC CGT CCATGG GTACGGACGT 80 /68
bas lI+1V (Hpal) rev CAC CAG GGT CAGCAAAGCCTGG 72
bas I+l (Pstl) hin AGA CAG CCGCTGACACCGTCGT 72
bas Il (BamHI) rev TGG CGG CGG GAT CCG TCG CCG CTG 86 /61
bag 11l (Hindlll) rev é(égr) GCC TTG GCAAGC TTATCA GTC GCC 96 / 61
His2 hin GAT CCC CAC CAC CAC CACCACCACTAATA *
rev GG GTG GTG GTG GTG GTG GTG ATT ATT CGA *
Sphcox hin AGC ATG GTG CCC GACAGC G 64
Sph3C rev TGT GCG TTG AGT TCG CCG AG 64
) CAT GGC TAG ATG GAG CCA CCC GCAGTT .
Strepll N hin CGA AAA AGA GCT
CTTTT TCG AAC TGC GGG TGG CTC CAG CTA
rev GC *
Sacl-Hpal hin TAT AAT CCC CGG AGC TCG GTACGG ACG T 88 /67
bopprom hin GGG TGG ATC CGT GAAGTC CG 68
bopprom rev CAC TGC TGT TGG CAATAACTC CA 68
BR hin GTT GGA GTT ATT GCC AAC AGC AGT 70
BR rev AGA CCG AGT GGG GGA CTC ATC G 72

*Die komplementéaren Oligonukleotide His2 und StreplIN wurden zur Einfihrung eines Histidin-

Tags bzw. Streptavidin-Tags zunachst hybridisiert und mit dem entsprechend restringierten Vektor

ligiert, daher wird hier keine Schmelztemperatur angegeben.
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2.5 Puffer, Losungen und Medien

LB-Medium

10g Pepton (140)-Hydrolysat
59 Hefe Extrakt

10g Natriumchlorid

ad 1L pH 7.2

Komplexmedium fir H. salinarum

LOsung I

250 g NacCl

20g MgSO4x 7 H,O
39 Na-Citrat

50 mL Tris (1M, pH 7.4)
ad 900 mL H,0O

Vollmedium

35M NaCl

80 mM MgSO,4 x 7 H,O
26 mM KCI

0,3% Na-Citrat x 2 H,O
1% (wiv) Bacto-Trypton
pH 7.0-7.2

Basalsalzpuffer

35M NaCl

80 mM MgSO,x 7 H,O
26 mM KCI

0,3 % (w/v) Na-Citrat

2 mM HEPES

pH 6.4 (ohne titrieren)

2TY-Medium

15g Pepton(140)-Hydrolysat
10g Hefe Extrakt

10g Natriumchlorid

adlL pH7.2

Losung I

159 Hefeextrakt
2,59 Bacto-Trypton
ad 200 mL H,O

Casalomedium flr Agarplatten

Aufgrund der hdheren Transparenz wurde
fur die Selektionsplatten das Bacto-
Trypton im Vollmedium durch NZ-Amine A
ersetzt. Zusatzlich wurden 1,5 % (w/v)

Agar vor dem Autoklavieren zugegeben.
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20 x SSC (,saline sodium citrate*) Puffer Alkalischer Transferpuffer:

3M NacCl 0,6 M NacCl

0,3 M Na-Citrat (pH 7.0) 0,4 M NaOH

SDS-Probenpuffer Agarosegel-Probenpuffer

200 mM SDS 25 % (W/v) Ficoll 400

35 % (v/v) Glycerin 3 X TBE-Puffer
3,5% (v/v)  Monothioglycerin 0,025 % (w/v) Bromphenolblau
120 mM Tris (pH:8.0) 0,025 % (w/v) Xylencyanol

0,05 % (w/v) Bromphenolblau

TE-Puffer TBE (Tris-EDTA-Borat)-Puffer
10 mM Tris/HCI (pH 8.0) 89 mM Trisbase
1mM EDTA 0,9 mM EDTA
89 mM Borsaure
pH 8.4

Gewinnung von Mevinolin aus Mevinacor Tabletten:

Die Tabletten fur die Extraktion von Mevinolin (Lovastatin) wurden von der Firma MSD
Sharp Dohme GmbH (Minchen) bezogen. 10 Tabletten wurden gemaorsert und in 20 mL
EtOH aufgenommen. Nach Zentrifugation fur 10 min bei 7000 x g wurde der Uberstand
mit einem 0,45 pum Filter steril filtriert und die Lésung bei —20°C gelagert. Die

Mevinolinkonzentration betrug ca. 10 mg/mL.
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2.6  Molekularbiologische Methoden

Sofern nicht anders erwahnt, wurden molekulargenetische Methoden nach Sambrook et
al. (1989) und Ausubel et al. (1987) angewendet.

2.6.1 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde in Agarosegelen von
0,8 — 1,5% Agarosegehalt in Flachbettkammern durchgefuihrt. Es wurde TBE-Puffer mit

60 ng/mL Ethidiumbromid fir die Agarosegele und als Kammerpuffer verwendet.

2.6.2 Isolierung chromosomaler DNA

Die Isolierung chromosomaler DNA aus H. salinarum wurde nach der Methode von Ng et
al. (1995) durchgefiihrt. Die Anzucht von H. salinarum erfolgte wie unter 2.7.1
beschrieben in einer 30 mL Kultur bis zu einer optischen Dichte von 1,5 bei 578 nm.
15 mL der Zellkultur wurde durch Zentrifugation (15 min, 4°C, 8000 x g) sedimentiert und
in 400 pL Basalsalzpuffer resuspendiert und durch Zugabe von 4 mL H,O lysiert. Nach
5 min vorsichtigem Schwenken bei RT wurde ein Proteinase K Verdau (40 pL/mL
Endkonzentration, 0.5 % SDS) flr 3h bei 37°C durchgefihrt.

AnschlieBend wurde ein Volumenaquivalent Roti-Phenol zugegeben und 1 h bei RT
geschwenkt. Zur Trennung der Phasen wurde 15 min bei 8000 x g zentrifugiert und die
phenolische Phase abgenommen und verworfen. Nach der zweiten Extraktion mit Phenol
schlossen sich zwei Extraktionen mit Chloroform an. Um Phenolreste aus der wassrigen
Phase zu entfernen wurde dann zweimal gegen 2 L TE-Puffer bei RT dialysiert. Dem
Dialysat wurden 20 pg/mL RNase A zugegeben und die Losung fir 2 h bei 37°C inkubiert.
Im Anschlufd wurde erneut gegen 2 L TE-Puffer dialysiert. Die Konzentration und Reinheit
der DNA wurde anhand der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm (Verhéltnis 1,8 : 1) und

gelelektrophoretisch bestimmt.

2.6.3 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus H. salinarum erfolgte nach der Guanidinium-
thiocyanat-Methode (Chomczynski & Sacchi, 1987) mit Hilfe des RNeasy-Kits der Firma
Qiagen.

Die erhaltene RNA wurde mit DNase | (RNase frei) unter Zugabe von 10 mM MgCl, fur
1 h bei 37°C behandelt und nochmals mittels des RNeasy-Kits nach den Angaben des

Herstellers gereinigt.
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2.6.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Préaparation der Plasmid-DNA wurde nach dem Verfahren der alkalischen Lyse von
Birnboim & Doly (1979) durchgefihrt.

Die praparative Isolierung von Plasmiden erfolgte unter Verwendung der
lonenaustauschersaulen A20 bzw. A100 der Firma Qiagen. Das vom Hersteller
angegebene Verfahren wurde leicht modifiziert, indem direkt vor der
saulenchromatographischen Reinigung ein RNase A Verdau (20 pg/mL) fir 30 min bei
37°C durchgefihrt wurde. Fir die lIsolierung von Plasmiden, die nur in niedriger
Kopienzahl in der Zelle vorliegen, wurden 15 mL Kultur fir die Reinigung Giber A20 Saulen
eingesetzt.

Die Konzentration und Reinheit der isolierten DNA wurde durch UV-Spektrophotometrie

bestimmt.

2.6.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das Gelextraktionskit der
Firma Qiagen (Hilden) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Detektion der

interessierenden Banden erfolgte unter UV-Licht der Wellenlange 360 nm.

2.6.6 Restriktion von DNA

Die Restriktion von Plasmid-DNA fir Klonierungen und PCR-Ansétze wurde in 10-15 pL
Gesamtvolumen in den vom Hersteller fur die jeweiligen Endonukleasen empfohlenen
Puffern durchgefuhrt. Der Verdau erfolgte jeweils bei 37°C fur 1% h.

Fur die Southern-Blot-Analyse wurden je 10 pg genomischer DNA mit je ca. 30 Einheiten
des Restriktionenzyms Sall in den vom Hersteller angegebenen Puffer fiir 4 h bei 37°C
restringiert. Nach Fallung mit 2,5 Volumenaquivalenten Ethanol und anschlieliendem
Waschen mit 70 %igem EtOH wurden die Reaktionsansatze in 30 pL H,O aufgenommen
und nach Zugabe von 1 Volumenaquivalent Agarosegelpuffer auf ein 0.8 %iges

Agarosegel (14 x 32 cm?) aufgetragen.

2.6.7 Ligation von DNA

Ublicherweise wurden 50 pg des restringierten Plasmids und ein 2 - 2,5 molarer
UberschuR des DNA-Fragmentes eingesetzt. Die Ligation erfolgte unter Zugabe einer
Einheit Ligase in 20 pL Ansatzen in dem entsprechenden Puffer fir mindestens 3 h bei
RT. Vor der Transformation wurde der Reaktionsansatz auf 50 yL mit H,O verdiinnt und

die Ligase fir 10 min bei 65°C inaktiviert.
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2.6.8 Polymerase-Kettenreaktion (Mullis & Faloona, 1987)

Die Herstellung der SRI-Cysteinmutanten mit je einem Basentriplettaustausch erfolgte
mittels PCR nach der Overlap-Extension-Methode von Ho et al. (1989). Im ersten
Amplifikationsschritt werden hierbei mit je einem Primer, der aul’erhalb der
interessierenden Sequenz liegt, und einem Primer, der die Mutation enthélt zwei DNA-
Fragmente strangaufwarts bzw. strangabwarts amplifiziert.

In einer zweiten PCR dienen dann die beiden gereinigten DNA-Fragmente nach
Hybridisieren als Matrize. Es wird mit den beiden &uReren Primern amplifiziert und man

erhalt die Sequenz des SRI mit der einzelnen ortsspezifischen Mutation.

Die PCR wurde jeweils in 50 pL-Reaktionsansatzen durchgefihrt:

10-20 ng DNA-Matrize

20 pmol je Primer hin und rev

10 pmol je dNTP

1,5 Einheiten Expand™ High-Fidelity-Polymerase (Boehringer Mannheim)
5uL 10x Polymerasepuffer

Die Polymerase wurde nach einem ersten Denaturierungsschritt bei 95°C fur 3 min und
anschlieRendem Abkuhlen der Anséatze auf Eis zugegeben. Als dul3ere Primer wurden die
Sequenzierungsprimer T7prom bzw. T7term verwendet, welche in der Promotorregion
bzw. im Terminatorbereich der T7 RNA Polymerase auf den verwendeten Plasmiden
hybridisieren. Die inneren Mutagenese-Primer sind unter 2.4 Oligonukleotide aufgefiihrt,
wobei ihre Bezeichnung die gegen Cystein ausgetauschten Aminosauren und die
jeweilige Position angibt. Als Standardbedingungen fiir die Reaktionszyklen wurden die

folgenden Temperaturschritte verwendet:

Denaturierung: 15 s bei 95°C
Hybridisierung: 30 s bei T\, - 5°C (~ 55°C)
Elongation: 45 s bei 72°C

15 Zyklen
Inaktivierung: 3 min bei 72°C

Die Schmelztemperatur der Primer fir den Hybridisierungsschritt berechnet sich nach der
Formel von Suggs et al. (1981). In den Fallen, in denen die Schmelztemperatur der
Primer ohne Berlcksichtigung der Basenfehlpaarung deutlich héher liegt, wurde die
Hybridisierungstemperatur nach 5 Zyklen um 5°C erhtht und die Reaktion fiir weitere 15
Zyklen durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch getrennt und nach

anschlieRender Gelelution in den Ncol/Hindlll restringierten Vekor pet27bmod kloniert.
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Fur die Konstruktion der Cytochrom baz; Expressionsvektoren wurden die entsprechenden
Untereinheiten mit den unter 2.4 aufgefiihrten Oligonukleotiden aus den Vektoren pSM-
2.7Pstl bzw. pSM-3.3Sall amplifiziert. Die durch die Einfilhrung neuer Schnittstellen
resultierende Basenfehlpaarung wurde analog zu oben bei der Wahl der Hybridisierungs-
temperatur beriicksichtigt. Die Zusammensetzung der PCR-Anséatze und die Reaktions-
zyklen entsprachen den oben angegebenen. Die einzelnen Klonierungsschritte der PCR-
Produkte nach Reinigung Uber Agarosegelelektrophorese sind im Anhang detailliert
dargestellt.

Eine Analyse der erhaltenen MPK40 Transformanden erfolgte zunachst tiber PCR. Hierflr
wurden Einzelkolonien 2 Tage in 6 mL Selektionsmedium angezogen und die Zellen
anschlieRend sedimentiert. Durch Resuspendieren in dest. H,O wurden die Zellen lysiert
und jeweils ein Aliquot (2 — 4 puL) fir eine PCR verwendet. Die Reaktionszyklen und

Temperaturen entsprachen den oben genannten Standardbedingungen.

2.6.9 Reverse Transkription und Polymerase Kettenreaktion

Die RT-PCR diente dem Nachweis der Transkripiton der genomisch insertierten Sequenz
des Cyxtochrom basz; und wurde nach der Methode von Kawasaki et al. (1988)
durchgefinhrt.

Der Reaktionsansatz fir die cDNA-Synthese enthielt folgende Komponenten:

2,5 ug Gesamt-RNA der H. salinarum Transformanden

1 pmol revers-orientierter Primer (Sph3Crev bzw. BRrev)

20 nmol je dNTP

20 Einheiten RNase-Inhibitor

40 Einheiten Moloney-Murine-Leukamie Virus Reverse Transkripitase

ad 20 uL H,O

RNA und Primer wurden zunachst zusammen 7 min bei 90°C inkubiert und dann auf Eis
abgekihlt. Nach Zugabe der restlichen Komponenten erfolgte die cDNA-Synthese flr
80 min bei 37°C. Zur Terminierung wurde der Reaktionsansatz 10 min auf 94°C erhitzt.

Fur die anschlieRende PCR wurden 10 pL des RT-Ansatzes verwendet.

Die PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 50 pL durchgefihrt:
10 pL RT-Reaktionsansatz

2 Einheiten  Tag-Polymerase

10 pmol je Primer

1pL 10x PCR-Puffer
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Die PCR wurde flir 25 Reaktionszyklen bei folgenden Temperaturen durchgefiihrt:

Denaturierung: 96°C 10s
Hybridisierung: 60°C 30s
Elongation: 72°C 45s

Der PCR war ein Denaturierungsschritt bei 90°C fiir 2 min vorgelagert.

Zur Kontrolle wurde die cDNA-Synthese ohne Zugabe von reverser Transkriptase
durchgefiihrt, um eine mdgliche Kontamination mit genomischer DNA nachzuweisen,
welche bei der nachfolgenden PCR ebenfalls ein positives Signal erzeugen wiirde.

Als Positivkontrolle diente der Nachweis der mRNA des validen Bacterioopsins, welches

im verwendeten Stamm genomisch kodiert ist.

2.6.10 Herstellung nicht-radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die nicht-radioaktive Markierung von DNA-Sonden erfolgte unter Verwendung eines PCR
DIG DNA Markierungsmixes (Boehringer Mannheim), der anstelle der dNTP’s in einem
Ublichen PCR-Ansatz verwendet wurde. Als Matrize diente der zur Transformation von
H. salinarum verwendete Vektor. Die Produkte wurden nach der PCR (ber
Agarosegelelektrophorese wie beschrieben getrennt und isoliert. Die isolierte Sonde
wurde in 1 mL TE-Puffer bei —20°C gelagert. Nach Denaturierung der Sonde bei 95°C fir

10 min wurden 100 pL des Ansatzes zu 1 mL Hybridisierungslésung gegeben.

Hybridisierungslésung: 5x SSC
1 % Blockierungsreagenz
0,1% N-Lauroylsarcosinat
0,02 % SDS

2.6.11 Southern Transfer (nach Southern, 1975)

Der Transfer der DNA auf Nylon-Membran erfolgte im Kapillarblotverfahren nach
Southern (1975) unter alkalischen Bedingungen fir 4 - 14h (Alkalischer Transferpuffer,
2.5). Fur einen Blot wurden jeweils 4 - 5 pg restingierte genomische DNA der H salinarum
Transformanden eingesetzt.

Vor dem Transfer wurde das Agarosegel 5 min mit 0,1 M HCI behandelt. Die Fixierung der
transferierten DNA erfolgte nach Neutralisierung durch Trocknen flir 2 h bei 80°C im
Vakuumofen. AnschlieBend wurde die Lage der Markerbanden im UV-Auflicht bei 254 nm

markiert.
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2.6.12 Hybridisierung filtergebundener DNA und Detektion

Die Hybridisierung mit DNA-Sonden wurde in Hybridisierungsbeuteln mit jeweils 3 mL
Hybridisierungslésung pro 100 cm? Blotflache durchgefiihrt. Der Southernblot wurde
zunachst in Hybridisierungslésung ohne Sonde fir 2 h bei 65°C prainkubiert. Die
Hybridisierung erfolgte dann mit frischer Losung mit der zuvor denaturierten DNA-Sonde
fur 16 h bei 65°C.

Die Membran wurde anschlieBend zweimal mit einem gro3en Volumen Waschpuffer
(2 x SSC, 0,1 % SDS) fir je 15 min bei RT gewaschen, gefolgt von zwei Waschschritten
unter stringenten Bedingungen mit 0,1 x SSC, 0,1 % SDS bei 65°C fir je 30 min. Der
Nachweis der mit den spezifischen DIG-DNA Sonden hybridisierten DNA-Fragmenten
erfolgte mit Hilfe des DIG-Luminiszenz Detektions Kits der Firma Boehringer Mannheim
(Mannheim) nach den Angaben des Herstellers. Die Expositionsdauer der Fuji
Rontgenfilme (RX) betrug 15 min — 3 h.

DIG-Hybridiserungslosung: 5 x SSC
1% Blockierungsreagenz
0,1% N-Laurylsarcosinat
0,02 % SDS

2.6.13 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Die Transformation von E. coli erfolgte durch Elektroporation nach der Methode von
Dower et al. (1988). Es wurden 80 pL kompetente Zellen mit einer ODs7gnm von 100-150
mit 20 pL des Ligationsansatzes bzw. 1 ng supercoil-DNA gemischt und durch
Elektroporation in einem Gene Pulser (BioRad, Minchen) mit 1,5 kV, 800 W, 25 pyF und
Zeitkonstanten von 5 - 15 ms transformiert. Die Zellen wurden anschlie3end sofort in
1 mL LB-Medium aufgenommen und nach Inkubation fir 1 h bei 37°C und 200 Upm in

verschiedenen Vedinnungen auf Selektionsplatten ausplattiert.

2.6.14 Transformation von H. salinarum

Eine Einzelkolonie des zu transformierenden H. salinarum-Stammes MPK40 wurde in
5 mL Komplexmedium bis zur stationdaren Phase bei 37°C und 200 Upm angezogen. Mit
2 mL der Vorkultur wurden anschlieBend 35 mL Komplexmedium angeimpft. Bei einer
ODszg von 1 — 1,5 wurden jeweils 2 mL der Zellkultur zum Animpfen einer neuen
Schiittelkultur (50 mL) verwendet. Ausgehend von dieser Kultur wurden die Zellen ca.
4 -5 mal in 50 mL Kulturen bis zu einer OD 1,0 angezogen. Durch dieses Verfahren

wurde eine optimale Generationszeit von 6 - 8h erzielt. Bei einer ODs75 von 0,9 — 1,3
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wurden nun fir jeden Transformationsansatz je 2 mL der Kultur durch Zentrifugation fir
5min bei 1300 x g bei RT geerntet. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 200 mL
Spéaroplastenldsung resuspendiert und anschlieBend 10 pL einer 0.5 M EDTA-LOsung
(pH 8.0) zugegeben. Die ansonsten stabchenférmigen Zellen nehmen hierbei eine
kugelartige Form ein, welches unter einem Mikroskop beobachtet werden konnte.

Dem Reaktionsansatz wurden dann 3 - 5 pg der zu transformierenden DNA in
Sphéaroplastenldsung zugesetzt und die Zellsuspension 30 min bei RT inkubiert. Nun
wurden 240 pL PEG-LOsung zugegeben und die L6sung vorsichtig durchmischt, wobei
auf eine zligige Vermischung zu achten ist.

Nach 20 mindtiger Inkubation bei RT wurde mikroskopisch Uberprift, ob die Zellen intakt
waren. Bei einer partiellen Lyse der Zellen sind diese perlschnurartig an der freigesetzten
genomischen DNA aufgereiht. Ansatze, bei denen mehr als ~50 % der Zellen lysiert
waren, wurden verworfen.

Nach Zugabe von 1,5 mL Spharoplasten-Puffer wurde der Reaktionsansatz vorsichtig
gemischt und die Zellen 5 min bei 1300 x g bei RT sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellsediment in 2 mL Vollmedium resuspendiert und die Kultur 4. N.
bei 37°C und 200 Upm geschiittelt. Je 200 uL des Transformationsansatzes wurden auf
Selektionsmedium ausplattiert und 0. N. bei 40°C getrocknet. AnschlieRend wurden die
Platten in Plastiktiiten verpackt um ein vollstéandiges Austrocknen zu verhindern und

weitere 10 - 30 Tage bei 40°C inkubiert bis Plagues erkennbar wurden.

2.6.15 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung des PRISM Ready
Reaction Big DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems,
Weiterstadt) nach den Angaben des Herstellers. Es wurden 25 PCR-Zyklen mit folgenden

Reaktionsschritten durchgefihrt:

Denaturierung: 96°C 10s
Hybridisierung: 55°C 5s
Elongation: 60°C 4 min

Zum Reaktionsansatz wurden anschlie@end 2 pL einer 5 %igen Dextranblau-Losung in
H,O und 10 pL einer 3,5 molaren Na-Acetat Losung (pH 5.5) zugegeben und mit H,O auf
50 pL aufgefiillt. Die DNA wurde mit 200 uL EtOH gefallt und sofort durch Zentrifugation
(15 min, 14000 Upm, RT) in einer Tischzentrifuge sedimentiert. Das Sediment wurde
einmal mit 75 %igem EtOH gewaschen und dann bei RT getrocknet. Die Auftrennung und

Auswertung der markierten DNA-Fragmente erfolgte durch denaturierende
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Polyacrylamidgelelektrophorese mittels eines automatisierten Sequenzanalysegerates

(Applied Biosystems, Weiterstadt)

2.7 Proteinchemische Methoden

2.7.1 Zellanzucht

Escherichia coli wurden aerob in LB-Medium fiir die Expression ansonsten in 2TY-
Medium angezogen. Zur Selektion wurden die Antibiotika Kanamycin (50 pg/mL) und
Ampicillin (100 pg/mL) verwendet. Fir die Proteinsynthese wurde ein Volumenverhaltnis
Kultur zu Kolben von 2 : 5 gewahlt. Die Anzucht der Zellen erfolgte in Erlenmeyerkolben
mit Schikane bei 37°C und 200 Upm im Rundschdttler.

Zur Synthese von Proteinen im gréReren MaRRstab wurden die Zellen in einem 10 L bzw.
30 L Fermenter Biostat C (Braun Biotech GmbH, Melsungen) unter Kontrolle der

Sauerstoffsattigung und des pH-Wertes kultiviert.

H. salinarum MPK40 wurden bei 37°C und 200 Upm in Vollimedium angezogen. Die
transformierten Zellen wurden mit Mevinolin selektiert. Es wurde ein Verhdltnis von 1 : 5
von Kultur- zum Kolbenvolumen gewahlt. Fir die Proteinsynthese wurden die Zellen bis

zur stationaren Wachstumsphase kultiviert.

2.7.2 Proteinsynthese in E. coli

Die Synthese der SRI-Cysteinmutanten und des verkirzten Transducers Htrl erfolgte
durch Transformanden des E. coli Stammes BL21 (DE3). Es wurden die
Expressionsplasmide pet27b und pet27bmod (Novagen) verwendet, in denen das zu
exprimierende Gen unter der Kontrolle des T7 Promotors steht.

Die Kulturen wurden mit einer Vorkultur angeimpft, so daf3 sich rechnerisch eine optische
Dichte von 0,05 — 0,06 ergab. Die Induktion erfolgte bei einer Zelldichte von ~1.2 x 108,
welche einer optischen Dichte von 0,6 bei 578 nm entspricht, durch IPTG mit einer
Endkonzentration von 1 mM. Bei der Synthese der Mutanten des sensorischen
Rhodopsin | wurden gleichzeitig 10 pM all-trans-Retinal in ethanolischer Losung
zugesetzt. Nach Inkubation fur 3 h wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 5000 x g
sedimentiert und nach Waschen mit Puffer Rl (500 mM NaCl, 50 mM Mes pH 6.0) als
Sediment bei —80°C eingefroren. Es konnten durchschnittlich 1 g Zellsediment pro Liter

Kultur erhalten werden.
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2.7.3 Praparation der Membranproteine SRI und tHtrl

Das E. coli Zellsediment aus 4 L Kultur wurde in 30 mL Puffer R1 resuspendiert und mit
Hilfe eines Microfluidizers (Microfluidics, Newton, Ma., USA) mechanisch aufgeschlossen.
Zum Zellysat wurde 1 mg DNase | zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Anschliel3end
wurde bei 100.000 ~ g und 4°C fir 1 h zentrifugiert.

Der Uberstand enthélt alle zytoplasmatischen und periplasmatischen Komponenten und
wurde hier verworfen. Im Sediment sind die Membran und andere schwerldsliche
Komponenten wie Inclusionbodies angereichert. Um die Membran zu solubilisieren, wurde
das Sediment in 20 mL Puffer S2 homogenisiert und 2 - 3 h bei 4°C langsam gerihrt. Die
ungeltsten Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 100.000 = g (4°C, 45 min)
abgetrennt. Der Uberstand enthalt die solubilisierten Membranproteine.

Das Solubilisat wurde im folgenden im Gravitationsflul3 auf eine zuvor in Puffer W3
aquilibrierte Saule (&£ 3 cm) mit Nickel-NTA-Agarose (Typ Superflow) aufgetragen. Die
Menge des verwendeten Saulenmaterials wurde an die unterschiedliche Proteinausbeute
der verschiedenen Cysteinmutanten angepasst (1 - 2 mL/L Zellkultur).

Um unspezifisch gebundene Proteine abzutrennen, folgten Waschschritte mit 5 - 10
Saulenvolumina mit den Puffern W4 und W5 bis im Eluat nahezu keine Absorption mehr
bei 260 nm und 280 nm zu detektieren war.

AnschlieRend wurde mit Puffer E6 eluiert (ca. 2 - 3 Saulenvolumina) und das Eluat sofort
mit 1 M NaOH auf pH 6.0 titriert.

Die Proteinlésung wurde mittels VIVASPIN (30 kDa) bei 4500 Upm und 10°C auf 1 - 2 mL
ankonzentriert und danach je nach weiterer Verwendung sofort mit dem ESR-Spinlabel
versetzt bzw. in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

Puffer:

R1: 500 mM NacCl, 50 mM Mes pH 6.0

S2. 4 M NaCl, 50 mM Mes pH 6.0, 2% DM
W3: 4 M NacCl, 50 mM Mes pH 6.0, 0,05% DM
wW4: W3+ 30 mM Imidazol

W5: W3, pH5.5

E6: 4 M NacCl, 50 mM Mes pH 4.0, 0,05% DM

Die Reinigung des verkirzten Htrl mit Histidin-Tag erfolgte analog zu der des SRI, jedoch
unter Verwendung der unten aufgefiihrten Puffer. Das farblose HtrlHis wurde im letzten
Schritt durch Erhdéhung der Imidazolkonzentration auf 300 mM im Puffer (E6*) von der

Saulenmatrix eluiert.
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Das Imidazol wurde durch Dialyse des Eluates gegen 2 x 2 L 500 mM NaCl, 50 mM NaPi
pH 6.5 in einer Dialysemembran (PorengréRe 12 - 14 kDa) entfernt. Die Konzentrations-
bestimmung erfolgte spektroskopisch wie unter 2.8.2 beschrieben. Uber SDS-

Gelelektrophorese wurde zusétzlich die Reinheit der Proben tberpriift.

Puffer:

R1*: 500 mM NacCl, 50 mM Mes pH 6.0

S2*; 500 mM NacCl, 50 mM Mes pH 6.0, 2% DM

W3*: 500 mM NacCl, 50 mM Mes pH 6.0, 0,5% DM

W4*:  W3* + 20 mM Imidazol

E6*: 500 mM NacCl, 50 mM Mes, 300 mM Imidazol, pH 6.0, 0,5% DM

Die Reinigung der SRI-Htrl Komplexe erfolgte unter den fur das SRl gewahlten
Bedingungen. Dies gilt sowohl fir den Uber den Peptidlinker verbundenen Komplex
SRI-link-HtrlHis als auch fir die Koexpressionen (sopl + htrlHis, soplHis + htrl) und die

nach getrennter Synthese vereinigten Membranfraktionen.

2.7.4 Kopplung mit Spinproben

Zur Kopplung des Spinlabels wurden 1 - 2 mL der konzentrierten Proteinlésung der
Cysteinmutanten des SRI mit 1/100 Volumenéaquivalent einer 100 mM Ldsung des (1-
Oxyl-2,2',5,5'-tetramethylpyrrolin-3-methyl)methanthiosulfonat  Spinlabels (MTSSL) in
DMSO versetzt und i. N. bei 4°C im Dunkeln leicht geschwenkt. Uberschiissiger Label
wurde dann durch eine weitere Ni-Affinitdtschromatographie abgetrennt. Die Volumia der
Waschschritte wurden auf 2 - 3 Saulenvolumina verringert.

Waschpuffer W4 wurde hierbei ausgelassen. Fir die ESR-Messungen wurden je 20 -
50 nmol der solubilisierten Proteine auf etwa 400 - 500 uM ankonzentriert. Je 800 ug —
1 mg der gelabelten SRI-Mutanten wurden wie unten beschrieben in polaren Lipiden

rekonstituiert.

2.7.5 Isolierung und Verarbeitung polarer Lipide aus H. salinarum

Zur Isolierung von Lipiden aus ganzen Zellen wurde eine nach Kates et al. (1982)
modifizierte Methode verwendet mit dem Unterschied, dal nur die gereinigte Purpur-

membran verwendet wurde.
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2.7.6 Rekonstitution der Membranproteine in die Lipid-Doppelschicht

Die Rekonstitution der Membranproteine erfolgte in Anlehnung an das von Holloway
(1973) und Rigaud et al. (1997) beschriebene Verfahren. Die solubilisierten, gereinigten
Proteine wurden in einem molaren Verhaltnis von 1 : 25 mit Lipiden, suspendiert in
Puffer S1 (4 M NaCl, 50 mM Mes pH 6.0), gemischt. Nach leichtem Schwenken wurden
Detergenzadsorber-Beads (Boehringer Mannheim) ebenfalls in Puffer S1 suspendiert
zugegeben. Der DM-Gehalt der konzentrierten Loésungen schwankt je nach
Elutionsvolumen zwischen 0,5 - 1%. Die Bindungskapazitat der Detergenzadsorber-
Beads betragt nach Herstellerangaben 100 mg DM/ 1 g Beads.

Unter den gewahlten Bedingungen muf3ten jedoch bis zu der dreifachen Menge Adsorber-
Beads verwendet werden. Die Reaktionsansatze wurden U.N. bei 4°C unter
LichtausschluBR geschwenkt. Die erfolgreiche Rekonstitution kann man anhand der
starken Eintribung des Ansatzes erkennen. Die Membranen wurden nach Abtrennen des
Adsorbermaterials in einer Tischzentrifuge bei 14.000 Upm und 4°C sedimentiert und

nach zweimaligem Waschen mit Puffer S2 in diesem in ca. 50 pL resuspendiert.

2.7.7 Reinigung des Cytochrom bas; synthetisiert in H. salinarum MPK40

Die Zellen der Transformanden des Stammes H. salinarum MPK40 wurden durch
Zentrifugation bei 5000 x g sedimentiert und in Basalsalzpuffer aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde anschlieBend unter Zugabe von DNasel in eine Dialysemembran
mit einer PorengroRe von 12-14 kDa uberfihrt und gegen 2 x 5 L destilliertes H,O
dialysiert. Die Zellen nehmen aufgrund der hohen Salzkonzentration in ihrem Zytoplasma
soviel Wasser auf, daf} sie durch den osmotischen Druck platzen. Das Dialysat wurde
15 min bei 5000 x g zentrifugiert um Zelltrimmer abzutrennen. Zur Isolierung der
Membran wurde anschlief3end 1 h bei 100.000 x g und 4°C zentrifugiert.

Ein Aliquot des Uberstandes bestehend aus dem Zytoplasma wurde firr die Analyse lber
SDS-Gelelektrophorese abgenommen und der Rest verworfen. Das Sediment bestehend
aus Membranfragmenten und zum Teil Resten der genomischen DNA wurde in Puffer
CR1 gewaschen und erneut durch Zentrifugation sedimentiert. Die Membran wurde dann
in Puffer CS2 (300 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8.0, und 1,5 % DM) zun&chst homogenisiert
und durch Ruhren dber Nacht bei 4°C schlie3lich solubilisiert. Durch Zentrifugation bei
100.000 x g wurden nicht solubilisierte Komponenten sedimentiert. Meist wurde ein
farbloses glasiges Sediment erhalten, welches zum grof3ten Teil aus nicht verdauter
genomischer DNA bestand. Der Uberstand enthalt die solubilisierten Membran-

komponenten und ist deutlich orange-rot gefarbt.
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Das Solubilisat der Cytochrom ba; Komplexe mit Histidin-Tag wurde im folgenden im
Gravitationsflu® auf eine in Puffer CW3 &quilibrierte S&ule (£ 3 cm) mit Nickel-NTA-
Agarose aufgetragen. Es wurden durchschnittlich 500 pL bis 1 mL Ni-Agarosematerial fiir
ein Kulturvolumen von 2 L verwendet. Die Saule zundchst mit 3 Saulenvolumina
Aquilibrierungspuffer CS2 gewaschen und anschlieRend mit ebenfalls 3 Saulenvolumina
Puffer CW3. Da nicht bekannt war, bei welcher Imidazolkonzentration der Cytochrom bas
Komplex von der S&ule gewaschen wird, wurde in 2 Schritten eluiert. Zun&chst wurde
wieder mit 3 Saulenvolumina des Puffers CE5 gewaschen und schliel3lich mit Puffer CE6.
Diese beiden Eluate wurden ebenso wie die Waschfraktionen in Aliquots gesammelt und
spektroskopisch untersucht. Die UV-Vis Spektren wurden im Bereich von 250 bis 600 nm

aufgenommen.

Puffer:

CR1: 300 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0

CS2: 300 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1,5 % DM
Cw3: 300 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 0,1 % DM
Cw4: CW3 + 20 mM Imidazol

CE5: CW3 + 100 mM Imidazol

CE6 CW3 + 200 mM Imidazol

Die Membransolubilisate der Cytochrom bas; Komplexe ohne Histidin-Tag wurden ebenso
wie der Komplex mit N-terminalem Streptavidin-Tag zunachst nicht weiter gereinigt. Es
wurden jeweils Aliquots fir eine Analyse Uber SDS-Gelelektrophorese mit
anschlieendem Western-Transfer und immunologischem Nachweis verwendet. Die
Sedimente, die nach der Zentrifugation der solubilisierten Membranen erhalten wurden,
wurden in Puffer CR1 resuspendiert und ebenfalls Aliquots fiir eine Analyse Uber SDS-

Gelelektrophorese wie oben verwendet.

2.8 Analytische Methoden

2.8.1 SDS-Gelelektrophorese

Die analytische SDS-Gelelektrophorese wurde in 0,7 mm Flachgelen nach der Methode
von Schagger und von Jagow (1987) durchgefuhrt. Es wurden hier Trenngele mit einer
Acrylamidkonzentration von 12 % und 3 % Vernetzungsgrad verwendet. Die Proben
wurden nach Zugabe des Probenpuffers ohne weitere Vorbehandlung auf die Gele
aufgetragen. Nur die Expressionskontrollen wurden zuvor mit Ultraschall behandelt um

die genomische DNA zu scheren. Die Farbung der Gele erfolgte mit Coomassie.
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2.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte im Falle der Cysteinmutanten des
SRI Uber die Absorption des Chromophors Retinal bei 580 nm mit einem
Extinktionskoeffizienten von e = 54000t./(mol cm) (Spudich & Bogomolni, 1984). Manche
Mutanten wiesen ein leicht hypsochrom verschobenes Absorptionsmaximum auf, hier
wurde jedoch zum  Abschatzen der Konzentration mit dem  gleichen
Extinktionskoeffizienten gerechnet. Ein Vergleich zur Absorption der aromatischen
Aminoséauren bei 280 nm liefert eine Aussage Uber die Reinheit der Probe. Fiir stark
angereichertes SRI wird idealerweise ein Verhaltnis von Asge/Asgo = 1,65 erreicht (Krebs et
al., 1995).

Eine Konzentrationsbestimmung des verkirzten Transducers Htrl Uber die Absorption bei
280 nm oder mit Hilfe der Ublichen Farbassays ist nicht mdglich, da nur eine aromatische
Aminoséaure im Protein enthalten ist. Daher erfolgte die Proteinkonzentrationsbestimmung
nach der Methode von Ehresmann et al. (1973) Uber die Absorption bei 228,5 nm und

234,5 nm mittels folgender Formel: Ao~ Prus _ X g‘%g
314 7]

2.8.3 Préaparation von Polyklonalen Antikérpern

Fur die Produktion von Cytochrom bas-Antikdrpern werden 100 pL einer Ldsung von
1 mg/mL gereinigtem nativem Cytochrom ba; intrakutan als Deposit einem Kaninchen der
Rasse Neuseeland injiziert. Das Antiserum gewinnt man durch Koagulation des Blutes mit
anschlieRender Zentrifugation bei 10.000 x g aus dem Uberstand. Nach 4-6 Wochen wird
zur Titerbestimmung das Antigen in Aliquots von 20 ug auf Microtiter-ELISA-Platten
(NUNC) gebunden und mit mehreren Verdinnungen des Antiserums inkubiert.

Die Detektion erfolgt lber einen an alkalische Phosphatase gekoppelten zweiten
Antikorper (Ziege-Anti-Kaninchen IgG[H+L] der Firma Johnson Immunochemicals) durch

Farbreaktion (Boehringer Screening Kit).

2.8.4 Immunologische Nachweise nach Western Transfer

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden nach dem Semi-dry Verfahren mit
dem Puffersystem von Schagger und von Jagow auf Nitrocellulose-Membran
elektrotransferiert. Der Blot wurde anschlieBend in einer 5 %igen Lésung von
Trockenmilch in TBS-Puffer U.N. bei 4°C gelagert, um freie Bindungsstellen der Membran
abzusattigen. Die Reaktion mit dem primaren Antikérper (Anti-Cytochrom ba; aus
Kaninchen) erfolgte durch Inkubation des Blots in 5mL der Antikdrperverdiinnung
1: 5000 in TBS unter leichtem Schwenken in einem Plastikbeutel bei RT fiir 1 h.
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Nach zwei Waschschritten a 30 min in 100 mL TBS-Puffer + Tween (TBS-T) wurde der
sekundare Antikdrper (Ziege-Anti-Kaninchen-Antikérper 1gG [H+L] konjugiert mit
Peroxidase; Johnson Immunochemicals) in einer Verdinnung von 1 : 2000 zugegeben.
Nach 1 h folgten wieder zwei Waschschritte in TBS-T. Die Detektion erfolgte nach
Betraufeln des Blots mit 1,5 - 3 mL Chemoluminiszenz-Substrat (Boehringer), je nach
GroBe des Blots, durch Auflegen von Rontgenfilmen. Die Expositionsdauer wurde

abgeschatzt, so daR am Ort des grof3ten Signals eine vollstandige Schwarzung erreicht

wurde.
TBS: 150 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8.0 (HCI)
TBS-T: TBS + 0,05% Tween

2.8.5 pH-Titration des SRIwt-His und SRI-link-tHtrl-His

Die pH-Titrationen des SRIwt-His bzw. SRI-link-tHtrl-His wurden mit Proben rekonstituiert
in PM-Lipiden durchgefuhrt. Die Proteinproben wurden durch mehrmalige Sedimentation
und anschlieendem Resuspendieren in eine 1 M NaCl-Lésung umgepuffert. Es wurden
Suspensionen mit einer ODsg; Von ~ 0,5 verwendet, die U.N. bei 4°C im Dunkeln adaptiert
wurden. Die pH-Titrationen erfolgten im Dunklen bei 25°C in einer Probenkivette mit
Rihrer in einem Beckman-Photometer (Palo Alto, USA) mit einer festinstallierten
pH-Elektrode. Es wurden jeweils 5, 10 bzw. 20 ul einer 10 mM NaOH bzw. HCI-Lésung
zugegeben und solange geriihrt bis ein konstanter pH-Wert erreicht war. Ausgehend von
pH 6.0 wurden die Proben zunachst schrittweise auf pH 3.5 bzw. 3.0 titriert und
anschlieBend auf ~ pH 9.0. AbschlieBend wurde die Probe wiederum auf pH 6.0
eingestellt.

Die Aufnahme der Absorptionsspektren erfolgte jeweils ohne Ruhren. Die
Rayleighstreuung wurde ebenso wie der Verdunnungsfaktor rechnerisch eleminiert (vgl.
3.2.4).

2.9 Biophysikalische Methoden

2.9.1 Elektronen-Spin-Resonanzspektroskopie (ESR)

Theoretische Grundlagen

Die Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR) ist eine Absorptionspektroskopie bei der
durch die Aufnahme von Energie in Form von Mikrowellenstrahlung (I = 3cm) durch

paramagnetische Molekille Ubergange zwischen verschiedenen Energieniveaus der

Elektronenspins induziert werden.
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Der Gesamtdrehimpuls J eines Elektrons setzt sich aus dem Bahndrehimpuls L und dem

Eigendrehimpuls S zusammen:
J=L+S @

Der Betrag der Drehimpulsvektoren wird durch die Impulsquantenzahlen dargestellt:

NENMEES
L =JL(L+Dn mit L =0,1,2,3.... )
|9 =S(S+)n mitS=1/2,1,3/2,2..

Die bewegte Ladung des Elektrons erzeugt ein magnetisches Moment p;, welches sich

aus den Anteilen der magnetischen Momenten aus dem Bahnumlauf p. und der
Eigenrotation pus zusammen setzen: n, =m_+ng 3

Der Bahndrehimpuls kann fiir organische Radikale vernachlassigt werden, d.h. man
betrachtet ,bahnlose” freie Elektronen. Der Gesamtdrehimpuls ist somit gleich dem
Eigendrehimpuls und fiir den Betrag des magnetischen Momentes resultiert folgende

Gleichung:
my | =|my| = - g>m, 4 (4)

mit Yz = Bohrsches Magneton und g = Landé-Faktor

Der Landé-Faktor hangt von den jeweiligen Impulsquantenzahlen ab und vereinfacht sich
hier durch die Beschrankung auf den Eigendrehimpuls auf einen Wert von g » 2.
Wird ein Radikal mit einem als frei zu betrachtenden Elektron in ein zeitlich konstantes
homogenes Magnetfeld mit der magnetischen Flu3dichte B, gebracht, ergeben sich aus
der Wechselwirkung des magnetischen Moment des Elektrons zwei Orientierungen des
Eigendrehimpulsvektors (Spin), parallel und antiparallel zur Magnetfeldrichtung im
quantenmechanisch erlaubten Winkel.
Die Projektion des Elektronenspins S auf die Bo-Achse bezeichnet man als magnetische
Quantenzahl mg , die durch die Spin-Quantenzahl gegeben ist durch:

ms =S, S-1, S-2, ..... -S

Es ergeben sich somit 2S+1 Einstellmdglichkeiten im Magnetfeld, d.h. fur ein Elektron mit
S = Y resultieren zwei Orientierungsmoglichkeiten mit mg = + %4.

Fur die Energie eines magnetischen Dipols im Magnetfeld gilt:

=-ng B, >cosd (5)



Material und Methoden 42

. Mg : . —
mit cosd =-—— und Gleichung 5 fir m, folgt: E = g>xm, B, xmg (6)

S

Ein ungepaartes Elektron kann daher im &uReren Magnetfeld zwei Energiezustande
entsprechend mg + %2 einnehmen, deren Differenz DE = g Ug Bg betragt und somit von der
Starke des Magnetfeldes abhangt. Diese Aufspaltung entarteter Energiezustande durch
ein aulleres Magnetfeld wird als Zeeman-Effekt bezeichnet.

Zeeman-Effekt Fuohrt man dem  System diese Energie durch

E " elektromagnetische Strahlung zu, findet ein Absorptionsprozef}
A mg = +%
statt und die Elektronen werden auf das energetisch hohere

fE e Niveau angeregt. Fur den Resonanzfall gilt:
=TIV

DE =h>n = gn; B, 7

=.y  D.h.im Resonanzfall entspricht durch Variation des By-Feldes

» die eingestrahlte Frequenz der elektromagnetischen Strahlung

_gn;pB,
_ der sogenannte Lamorfrequenz N =——
Resonanz-Bedingung: h

AE=hv =gy B,

B,

& und der Elektronenspin kann zwischen den beiden
Einstellungsmdglichkeiten wechseln.
Die magnetischen Dipolibergdnge koénnen hierbei in beide

Richtungen erfolgen, d.h. es findet sowohl Absorption als auch

Absorption

Emission von Strahlung statt.

B Die Zahl der Absorptions- und der Emissionsprozesse hangt
jedoch von der Besetzungszahl der Zeeman-Niveaus ab.
Die Besetzungszahlen des oberen (n.) bzw. unteren (n.) Energieniveaus sind durch die
Boltzmannverteilung gegeben. Fir Messungen bei Raumtemperatur ist n. > n, und es wird
eine Absorption beobachtet.
DE

n,=n x (8)
Durch Relaxation der Spins wird nach Absorption die urspringliche Besetzungverteilung
der Energieniveaus wiederhergestellt. Man unterscheidet hier zwei
Relaxationsmechanismen. Zum einen die Spin-Gitter-Relaxation, hier wird die bei
Relaxation freiwerdende Energie des Spinsystems durch seine Umgebung, dem Gitter,
aufgenommen. Die Spin-Gitter-Relaxationszeit T, ist in Festkoérpern aufgrund der
besseren Kopplung mit der Umgebung kirzer als in Flussigkeiten. Die Spin-Spin-
Relaxation bezeichnet den Spinaustausch paramagnetischer Nachbarmolekiile tber
magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkungen. Der Spinaustausch beeinflul3t somit die

Lebensdauer eines  Spinzustandes, aber nicht das  Besetzungverhaltnis.
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Die Relaxationszeit ist in Ldsungen fast ausschlieBlich durch die Spin-Spin-
Relaxationszeit T, bestimmt. Die Linienbreite der Resonanzlinie ist hierbei proportional zu
1/T,. Die Absorptionslinie im ESR-Spektrum wird durch die Wechselwirkung der
Elektronen mit den magnetischen Momenten der benachbarten Atomkerne, der
sogenannten Hyperfeinwechselwirkung, aufgespalten.

Die Kerne erzeugen ein lokales B-Feld das sich mit dem auf3eren By-Feld Uberlagert
und zu einem effektiven Feld Bet = By + Bjok addiert. Ein Kern mit einem Kernspin | kann
(21+1) Einstellungen zum externen Magnetfeld annehmen, die als Kernspinquantenzahl m,
charakterisiert sind. Das B-Feld kann somit ebenfalls drei Werte annehmen und die
Absorptionslinie wird in 2S(2I+1)Linien, gemar den Auswahlregeln Dms = 1 und Dm, = 0,

aufgespalten. Die jeweilige Resonanz wird bei einem Resonanzfeld von

Bres = Bres’ —a m, 9)

beobachtet, mit B’

als Resonanzstelle ohne Elektron-Kern-Wechselwirkung, a als
Abstand der Hyperfeinlinien, die Hyperfeinkopplungskonstante, und m, als magnetisches

Moment des Kerns.

' = Hyperfein-Aufspaltung

1l

Abb. 7: Hyperfeinaufspaltung der Zeeman-Niveaus durch Wechselwirkung mit dem
Kernspin am Beispiel des Stickstoffs (I = 1). Das resultierende Spektrum des freien
Spinlabels zeigt drei Hyperfeinlinien geman (21+1) = 3.

0 +

=h

=112

+
-

Spinsonden

Fur die ESR-Spektroskopie werden paramagnetische Molekile wie bestimmte
Ubergangsmetalle und Radikale verwendet. Zur Untersuchung von Proteinen, die
Ublicherweise keine paramagnetischen Eigenschaften besitzen, werden stabile
organische Nitroxidradikale, sogenannte Spinsonden, kovalent an eine Aminosaure des
Proteins gebunden und so in das System eingefiihrt.

Die Kopplung des Spinlabels erfolgt nach ortsspezifischer Mutagenese des Proteins,

wobei eine Aminosdure an gewinschter Position z. B. gegen ein Cystein ausgetauscht
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wird. Der Spinlabel wird anschlieBend Uber einen Linker kovalent im Falle des MTS-
Spinlabels Uber eine Disulfid-Briicke an die reaktive SH-Gruppe des Cysteins gebunden.
Dieses Verfahren wird als ,site directed spin labelling“ (SDSL) bezeichnet (Hubbell &
Altenbach, 1994).

In der folgenden Abbildung ist schematisch die Reaktion des in dieser Arbeit verwendeten

MTS-Spinlabels (1-Oxyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolin-3-methyl)methan-thiosulfonat dargestellt.

Methylthiosulfonat-Spinlabel - Cystein-Seitenkette
(MTSSL) : B
y O \
S Ys; CH; , HS C, Protin
N
O
| 0
- H g CH;3
o

S—S CB Protein

2

Abb. 8: Schematische Darstellung der Kopplungsreaktion des MTS-Spinlabels
an die Cysteinseitenkette eines Proteins

Das ESR-Spektrum des MTS-Spinlabels wird durch die Lokalisierung des Elektrons im p,-

Hybridorbital zwischen Stickstoff und Sauerstoff der Nitroxidgruppe bestimmt. Durch die

Wechselwirkung mit dem Kernspin des Stickstoffs (I = 1) werden die Zeeman-Niveaus wie
beschrieben in drei weitere Niveaus aufgespalten und man erhélt drei Resonanzlinien.

Die Lokalisierung des freien Elektrons im p,-

Z Hybridorbital bedingt im Falle des MTS-Spinlabels eine

E anisotrope Wechselwirkung mit dem Kernspin des

Stickstoffs. Diese Anisotropie beeinflut je nach

Mobilitdt des Labels die Spektrenform. Im vollstandig
immobilisierten Grenzfall, z.B. einem polykristallinen

Pulver, liegt eine statistische Verteilung aller
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Orientierungen des p,-Orbitals vor. Das resultierende Spektrum ist eine Superposition der
gewichteten Einzelspektren der Nitroxidlabel. Die Hyperfeinaufspaltungen sind hier gréf3er
und die Linien stark verbreitert (vgl. Abb. 9, unten).

Im Gegensatz hierzu zeigt der Spinlabel in Losung ein isotropes Spektrum mit drei
schmalen charakteristischen Linien (Abb. 9, oben) mit geringerem Abstand zueinander.

In Losung kann sich der Spinlabel schnell und willkiirlich um seine Achse orientieren, d.h.
er zeigt eine nahezu isotrope Rotationsdiffusionsbewegung.

Die Rotationskorrelationszeit tg hangt gemall dem Stokesschen Gesetz von der
_dphx?®
3T

k : Boltzmann-Konstante ; T : Temperatur

Visokositat h in Losung und dem Radius r des Molekiils ab: t (20)

Q , Ist die Rotationskorrelationszeit  klein
a gegenliber der Zeit fir den Absorptionsprozel3
1 ‘1 ‘ 100 ps mittelt sich die Anisotropie heraus und das
Spektrum  wird unabhangig von der

—’V\ﬁ\f— s Orientierung zu By.
Fur den in dieser Arbeit verwendeten MTS-
Spinlabel beobachtet man auch nach
J\/\/\/’ 7ns Kopplung an ein Protein ein isotropes
Spektrum. Die Bindungsrotation um die C,-S-
'/\/v__f 20 ns S-C-Bindung ist ausreichend schnell flr eine
Mittelung der Anisotropie (Altenbach et al.,
J\_\/\/_\/_ 70 ns 1989). Die Spektrenform des an ein Protein
gekoppelten Labels wird daher nur durch
/\/\/V' Festkérper Wechselwirkungen  mit  Sekundar-  und

Tertiarstrukturen auf seine Mobilitat beeinfluf3t.

Abb. 9: Spektrenéanderung bei abnehmender Rotationsdiffusion des Spinlabels
t = 100 ps entspricht dem Spinlabel in Lésung (isotropes Spektrum)
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MeRaufbau fir ESR-Spektroskopie

Die Messungen werden an selbstgebauten (PD Dr. H.J. Steinhoff/Ruhr-Universitat
Bochum) X-Band-Spektrometern durchgefiihrt. Im folgenden soll zunéachst naher auf die

Mefl3technik eingegangen werden.

T Det

kHz Lock |
e Lok
MF [Feess)

Abb. 10: Schematischer Aufbau eines ESR-Spektrometers:

A Abschwécher zur Leistungsregulierung, AFC Schaltung zur automatischen Frequenzkontrolle
des Klystron B Netzteil zur Bo-Feld Regelung, K Klystron (Mikrowellensender),

Det Detektordiode mit Mikrowellenvorverstarker, hier wird die im Resonanzfall auftreffende
Mikrowellenstrahlung in ein elektrisches Signal umgewandelt,

M Elektromagnet fur das By-Feld, Mds Modulationsspulen, 50kHZ Modulationsfrequenz-Generator,
die Modulation des statischen Magnetfeld ist mit einem phasenempfindlichen Verstarkersystem
Lock In zur rauscharmen Signalaufzeichnung gekoppelt.

MF Magnetfeldmesser, f Phasenschieber, R Resonator, hier bildet sich eine stehende
elektromagentische Welle aus, die Probe befindet sich an der Position des max. magnetischen
Feldes, Tune Slide-Screw-Tuner zur Abstimmung des Resonators, Z Zirkulator, P Einweg-
Hohlleiter zur verlustfreien Weiterleitung der Mikrowelle.

Die zur Messung notwendige Mikrowellenstrahlung wird in den verwendeten Aufbauten
durch ein Reflexklystron (Thomson-Varian) erzeugt. Im X-Band liegt die Frequenz bei
etwa 9,8 - 10 GHz entsprechend einer Wellenlange von ca. 3 cm.

Nach geeigneter Anpassung an ein Hohlleitersystem passiert die Mikrowelle einen
Einwegleiter, der ein Zurticklaufen der Welle in das Klystron verhindert.

Im ESR-Experiment wird bei einer konstanten Mikrowellenfrequenz gearbeitet. Um Driften
zu verhindern, ist eine automatische Frequenzkontrolle (AFC) notwendig. Dazu wird ein
Teil der Welle direkt nach dem Klystron als Referenz ausgekoppelt (20 dB-Koppler) und

zu einem Teil der aus dem Resonator reflektierten Welle in Bezug gesetzt.
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Die im Verstarkersystem der AFC verarbeiteten Signale dienen zur Nachregelung der
Reflektorspannung des Klystrons. Im folgenden wird von der Anregungswelle ein weiterer
Teil ausgekoppelt, der an der Nachweisdiode eine Vorspannung erzeugt, die sich tber
einen Abschwacher in der Intensitat und Uber einen Phasenschieber in der Phasenlage
einstellen laft.

Mit dem sich anschlieBenden sogenannten Hauptabschwacher wird die Mikrowel-
lenleistung eingestellt, die in den Resonatorzweig gelangt. Sie liegt mit Ausnahme der
Sattigungsmessungen bei etwa 1 mW. Durch den Zirkulator besteht ausschliel3lich eine
elektrische Kopplung zwischen den in Pfeilrichtung benachbarten Eingadngen der
Mikrowellenbriicke.

Vor der eigentlichen Messung muf3 der Resonator so an das Hohlleitersystem angepal3t
werden, dalR die eingestrahlte Energie durch Dampfung vollstandig verbraucht wird und
daher keine Reflexion auftritt.

Die Abstimmung erfolgt durch Variation der

T b — c
%% = Reflektorspannung am Klystron sowie der
wﬁ Ty i i
¥ / n “'L J" Einkopplung der Mikrowelle in den Resonator.
b =
é 5 % iV Im Falle einer resonanzbedingten Absorption
o < o
e > durch die im Resonator positionierte Probe
MaEwtfeld _ kommt es zu einer Verstimmung des
@
% & %E 49  Resonators, und ein der Absorption
3 ) E% "“IF|rL|i|||L|i|JIJ'|"IF|I|I|1|||I‘ILI‘!|' proportionaler Anteil der Mikrowelle wird
7] U v
- i . . . .
. el reflektiert. Diese gelangt Uber den Zirkulator
Q @
2 IRefe,enz_ in den Nachweiszweig der Mikrowellenbriicke
Ph - ;
o ase und erzeugt an der Detektordiode ein
c
g% elektrisches Signal. Zur weiteren
wm s
%g Zeit Verbesserung des Signal/Rausch
[
U]

Verhaltnisses wird der Diode ein X-Band
Mikrowellenverstarker vorgeschaltet.
Abb. 11: Durch Magnetfeldmodulation erzeugtes Mef3signal.

Die geringe Signalamplitude der im Resonanzfall auftretenden Leistungséanderungen
macht fur die Aufzeichnung eine Verstarkung des Mef3signals notwendig. Dazu verwendet
man das Verfahren der Feldmodulation. Dabei wird dem B,-Feld ein um drei
GroRRenordnungen  kleineres  Wechselfeld (Abb. 11a) (berlagert, dessen
Modulationsfrequenz etwa 50 kHz betragt. Das modulierte Mikrowellensignal (Abb. 11b,c)
kann von einer Detektordiode im rauscharmen Wechselspannungsbetrieb umgewandelt

werden.
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Die Signalspannung mit der Modulation als Tragerfrequenz laft sich dann besonders
rauscharm und frei von Drift Gber einen Wechselspannungsverstarker verarbeiten
(Abb. 11d). Das resultierende Signal wird dann phasenempfindlich gleichgerichtet und
weist die Form der ersten Ableitung der urspriinglichen Resonanzlinie auf.

Bei der Wahl der Wechselfeldamplitude muf3 darauf geachtet werden, daf3 diese nicht die
halbe Linienbreite Ubersteigt, da es sonst zu artifiziellen Linienverbreiterungen kommen
kann. Bei den durchgefihrten Experimenten liegt sie bei 1,5 - 2 Gauss. Die
Datenaufnahme erfolgt Uber eine AD-Karte mit einen Rechner. Dieser dient auch zur

zeitsynchronen Magnetfeldsteuerung.

Lichtinduzierte ESR-Messungen

Fur photoinduzierte Messungen wurden eine Halogenlampe mit einem Kaltglasfilter und
einem Filter mit einem cut-off bei 520 nm verwendet.

Fur die Aufnahme der Differenzspektren wurde die Probe zunédchst wie fiir die CW-
Messungen abgestimmt und anschlieBend jeweils abwechselnd ein Spektrum ohne und
mit Belichtung mit einem Mel3punktabstand von 0,5 Gauss und einer Zeitkonstante von
100 ms aufgenommen. Zwischen den Spektren wurde jeweils 1 min gewartet, um die
Probe auf die jeweiligen Mel3bedingungen zu &quilibrieren.

Zur Aufnahme der zeitaufgeldsten Spektren an einer spezifischen Position des B-Feldes
wurde vor die Halogenlampe eine Blende montiert, die Uber eine schnelle DA/AD-Karte
mit einem Rechner getriggert wurde, so daf? sich eine Belichtungszeit von 100 ms ergab.
Die Datenaufnahme erfolgte bei einer Zeitauflésung von 100 ms am Nachweis-Lock-In
und einem zeitlichen Abstand von 1 ms zwischen den Messpunkten fir die Dauer von 8 s.
Vor der jeweiligen Photoinduktion wurde das Signal fir 2 s zur Basislinienbestimmung
aufgenommen. Zwischen der Aufnahme der einzelnen Kinetiken lag jeweils eine Sekunde

Wartezeit. Es wurden fir jede Messung 5000 Transienten gemittelt.

Leistungssattigungsmessungen
Theoretische Grundlagen

Detailliertere Informationen Uber die Umgebung des Nitroxidspinlabels und damit der
Aminoséaureseitenkette erhalt man aus der Bestimmung der Zuganglichkeit gegenuber frei
diffundierenden  paramagnetischen  Molekilen.  Die  Kollisionshaufigkeit  des
Nitroxidspinlabels mit diesen Molekilen beeinfluf3t hierbei die Spinrelaxationszeit.

Die unterschiedliche spezifische Verteilung der paramagnetischen Zusatze in den
verschiedenen Milieus, der waRrigen Umgebung, der Membran und dem Proteininneren,

und die damit verbundene unterschiedliche Kollisionsfrequenz gibt somit Aufschluf® Uber
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die Orientierung des Spinlabels. In einer regularen Struktur wie z. B. einer Helix mit
anisotroper Umgebung spiegelt der Zuganglichkeitsparameter P des Spinlabels die
Periodizitat in Abhangigkeit von der Sequenz wieder.

Somit bietet diese Methode gerade fur Membranproteine, die anderen
strukturautklarenden Methoden wie der Kiristallisation schwer zugénglich sind, die
Mdoglichkeit, die lokale Topographie zu bestimmen.

Molekularer Sauerstoff und Chromoxalat sind hierbei gerade fir Membranproteine haufig
verwendete paramagnetische Reagenzien. Sauerstoff zeichnet sich durch seine hohe
Loslichkeit und Diffusionsfahigkeit in Lipiddoppelschichten aus, wohingegen seine
Konzentration im Proteininneren sehr gering ist. Chromoxalat ist dagegen nur im
wanRrigen Milieu l6slich und aufgrund seiner Ladung weder in der Membran noch im
Proteininneren gegenwartig.

Zur Bestimmung der Kollisionsfrequenz mit den unterschiedlichen paramagnetischen
Molekiilen wird das Verfahren der Leistungssattigung bei statischen ESR-Messungen
verwendet. Die Leistungssattigungskurven ergeben sich aus der Abhangigkeit der
Signalamplitude der ersten Ableitung der Mittelfeldlinie als Funktion der eingestrahlten
Mikrowellenleistung (P). Wie auf Seite 43 beschrieben werden durch die Absorption von
Mikrowellenstrahlung Ubergange zwischen den Zeeman-Niveaus induziert. Das
urspriingliche Besetzungverhéltnis wird anschlieBend durch Relaxationsprozesse
wiederhergestellt. Sattigung wird dann erreicht, wenn bei hinreichend hoher Leistung die
Absorptionstibergange die Relaxationsiibergéange Ubertreffen.

Die Kollisionsfrequenz mit paramagnetischen Molekilen erhéht nun die Relaxationsrate
des Spins des Nitroxidlabels, so dal3 erst bei hoherer Mikrowellenleistung die Sattigung
erreicht wird.

Als Maf fir das Sattigungsverhalten wird die Mikrowellenleistung P, verwendet, hier hat
die gemessene Amplitude die Hélfte des Wertes ohne Sattigung erreicht. Wie erlautert

andert sich dieser Wert in Gegenwart relaxierender paramagnetischer Molekiile.
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Abb. 12: Sattigungsverhalten des ESR-Signals in Abhéangigkeit von der Mikrowellenleistung

P in Gegenwart und Abwesenheit von Austauschwechselwirkungen mit
paramagnetischen Molekdlen.

Der Schnittpunkt der Hilfslinie mit der Sattigungskurve mit Sattigung entspricht dem
halben Wert der Mikrowellenleistung der Kurve ohne Sattigung. Hier entspricht dies

einem Wert von +/P = 35.

Um die Mikrowellenleistung P, zu berechnen, werden die Amplituden der Mittelfeldlinie in
Abhangigkeit von der Mikrowellenleistung aufgenommen und der Verlauf durch Gleichung
(1) gemalR der Methode von Altenbach et al. (1994) mit einem Programm von Schweika

(1997) mathematisch angepal3t.

| /P

A(B) =+ 1 1
(B) L+ 2V - 1P/ R, ] @
A'(B) : Amplitude der 1. Ableitung der Mittelfeldlinie
(abhangig von der Starke des magnetischen Feldes)
l: Skalierungsfaktor
e: Faktor der Homogenitat der Sattigung der Resonanzlinie (homogen 1,5; inhomogen 0,5)
P: Mikrowellenleistung
Pi,:  Leistung bei der die Amplitude der 1. Ableitung die Hélfte des Wertes ohne Sattigung
betragt

Es werden dann zunéchst die DPy, Werte aus den Differenzen der gemessenen Py,
Mikrowellenleistungen in Gegenwart und Abwesenheit relaxierender Substanzen ermittelt.
Der Einflu3 unterschiedlicher Mobilitaten der Spinlabels wird durch Division durch die
Mittelfeldliniebreite eliminiert.

Nach abschlieRender Normierung mit Hilfe des Referenzradikals Diphenylpikrylhydrazyl
(DPPH) (Farahbaksh et al., 1992) erhalt man den dimensionslosen Zuganglichkeits-

parameter P.
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Experimentelle Durchfihrung

Fur Leistungssattigungs-Experimente wurden die Proben in eine gaspermeable
Kunststoffkapillare aus Polymethylpenten, TPX, (Jagmar Ltd., Krakéw, Polen) gefllt.
Durch Umspulen mit Sauerstoff bzw. Stickstoff fir ca. 15 min wurden die Proben auf die
gewilnschten MeRbedingungen eingestellt. Messungen mit 50 mM Chromoxalat (CROX)
wurden in Gegenwart von Stickstoff durchgeflihrt. Der spektrale Bereich um die Mittelfeld-
Linien wurde daraufhin bei 10 verschiedenen Mikrowellenleistungen im Bereich von 0,5
bis 60 mW gemessen. Aus der maximalen Amplitude konnten dann unter Verwendung
des Programms ,sattdata“ (Schweika, 1997) die Datenpunkte der Sattigungskurve
ermittelt werden. Die Analyse der Daten wurde mit dem Programm ,satfit* (Schweika,

1997) durchgefiihrt, das eine Anpassungsfunktion analog zur Methode von Altenbach et

al. (1994) erzeugt und daraus den Sattigungsparameter Pl/2 gewinnt. Die Normierung

erfolgte auf einen DPPH-Standard mit einer Linienbreite von 2,2 Gauss, P]/2= 42 mW aus

Schweika (1997).

2.9.2 Laser-Blitzlicht Absorptionsspektrometrie
Experimentelle Durchflihrung

Die transienten Absorptionsmessungen wurden mit der in Abb 13 gezeigten
rechnergestreuerten MeRanordnung aufgenommen (Chizhov et al., 1996).

Mit einem Laserpuls (Nd-YAG-Laser, Wellenlangenbereich 410 - 800 nm, 10 ns
Pulsdauer, 2 mJ/cm?, ILTI40E, UDSSR) wird die Probe angeregt. WeiRes Licht einer
Xenon-Kurzbogenlampe (Osram XBO 75 W/2, 75 Watt) wird durch einen
Gittermonochromator (Firma Oriel Corp., Modell 7240) in der Wellenléange selektiert und
Uber ein Linsensystem auf die Probe im rechten Winkel zum Laserpuls fokussiert. Das
monochromatische Licht trifft anschlielBend auf die Probenkivette (Quarz, Schichtdicke
0,5 cm) und wird nach einem zweiten Monochromator (MDR4-LOMO, UDSSR), der zur
Eleminierung von Laserartefakten dient, von einem Photomultiplier (FEU-100, UDSSR)
detektiert.



Material und Methoden 52

Die Signale des Detektors werden in
D Computer zwei digitalen Ozilloskopen (Le Croy
N E— 9361 und Le Croy 9400A) mit zwei

\ linearen Zeitfenstern (50 ns — 1,5 ms

| " | Oszilloskope und 0,4 ms — 10 s) gespeichert und zur

Datenverarbeitung an einen Rechner
‘ Verstarker weitergeleitet. Zur Verbesserung des

| Photomultiplier Signal zu Rausch Verhaltnisses

wurden jeweils 10 Signale pro

/- Monochromator . .
T Wellenlange gemittelt.

A

| Uber ein automatisiertes Steuer-

I F—’_‘A Spiegel .
Trigger programm wird der Wellenlangen-

T Probe

T bereich von 360 - 660 nm in Schritten

Monochromator I von 10 nm durchschritten und die
il transienten Absorptionsveranderungen

( Nd-YAG Laser (5320m) gemessen.

Xenon-Kurzbogenlampe

Abb 13: Schematischer Aufbau der Laserblitzlicht-Absorptionsapparatur

Die transienten Absorptionsdnderungen des SRIwtHis, SRID76N-His und des Komplexes
SRIwt-link-tHtrIHis wurden im Wellenl&angenbereich von 350 bis 650 nm in 10 nm
Schritten fiir zwei Anregungswellenlangen (600 nm und 500 nm) aufgenommen.

Die Abhangigkeit des Photozyklus von der Anregungswellenlange wurde fir das SRIwtHis
und fir den Komplex SRI-link-tHtrIHis im Bereich von 410 nm bis 600 nm ermittelt. Es
wurden hierbei drei Wellenlangen fur die Absorption (580 nm: Grundzustand, 530 nm:
Grundzustand deprotonierte Asp76 und 400 nm: M-Intermediat) aufgenommen. Fir die
Messungen wurden in DM solubilisierte Proteinproben (Puffer: 4 M NaCl, 50 mM Mes;
pH 4,5 — 6,5) mit einer ODsgy von ~ 0,5 (d = 0,5 cm) verwendet.

Fur die Mutanten wurden die Kinetiken des Photozyklus bei drei indikativen Wellenlangen
aufgenommen. Die Konzentrationen der verwendeten Proteinlésungen (in DM; 4 M Nacl,
50mM Mes, pH 6.0) variierten hierbei stark. Die jeweiligen Absorptionen im
Grundzustand lagen zwischen 0,2 und 1,0 bei 580 nm bzw. 560 nm und bis zu 2,0 bei
280 nm in Abhangigkeit von der Stabilitdt der Mutante.

Alle Messungen wurden bei 30°C durchgefihrt.
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Datenverarbeitung

Die Zahl der MeRRdaten wurde zunachst auf eine logarithmische Zeitskala reduziert (250
Datenpunkte) und deren Standardabweichung anhand des Fehlers des Grundsignals
abgeschatzt. Die experimentellen Daten wurden anschlieRend nach dem Verfahren der
globalen multiexponentiellen Analyse mit Hilfe des MEXFIT-Programms (Mdller & Plesser,
1991) ausgewertet. Hierbei wird nach der Methode der kleinsten Quadrate fiir nichtlineare
Systeme ein Satz von Exponentialfunktionen ermittelt, deren Summe die
Absorptionsédnderungen mathematisch beschreibt. Es wird hierbei angenommen, daf3
unabhangig von der Wellenlange, die fur die Anregung bzw. fir die Beobachtung des
Photozyklus verwendet wird, dieselben Intermediate in derselben zeitlichen Abfolge
durchlaufen werden. Damit [aRt sich die Bedingung einflihren, dal3 bei allen Wellenlangen
identische Exponentialfunktionen auftreten und lediglich die Amplituden variieren.

Als Kriterium fir die Gulte der erhaltenen Anpassungsfunktionen dienten die
Standardabweichungen des geschatzten Fehlers und die Oberflache der gewichteten
Differenzen der gemessenen und berechneten Daten. Eine Anpassungsfunktion wurde
akzeptiert, wenn diese Oberflache keine systematischen Abweichungen zeigt und die
Standardabweichung sich nicht durch hinzufiigen eines weiteren Exponentialterms
signifikant verbessern lieR. Diese Datenauswertung lieferte die apparenten
Halbwertszeiten der Intermediate und ihre Amplitudenspektren. Hieraus wurde unter
Annahme, dal3 der Photozyklus dem kinetischen Modell irreversibler Folgereaktionen

erster Ordnung geniigt, die absoluten Spektren der Intermediate ermittelt.

Theoretische Grundlagen des Photozyklus-Modells

Die Auswertung der absorptionsspektrometrischen Daten wurde nach der standartisierten
Methode nach Chizov et al. (1996) durchgefiihrt. Grundlage der Analyse ist das Lambert-

Beer'sche Gesetz:
| 0
=-|09|—=aei < d 1)
0

Die Absorption ist demnach als der negative dekadische Logarithmus des Quotienten der
Strahlungsintensitat vor (lp) und nach Passieren (I) des absorbierenden Mediums definiert.
Sie setzt sich aus der Summe der Produkte der Extinktionskoeffizienten g, der
Konzentration ¢; aller absorbierenden Komponenten und der Schichtdicke d der Kivette

Zusammen.
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Die Interpretation der Absorptionséanderungen wird dadurch erschwert, dal’ zu keiner Zeit
nur ein einziges Intermediat vorliegt, sondern vielmehr eine Verteilung zwischen den
verschiedenen Intermediaten. Die Bestimmung der Anzahl der Intermediate stellt hierbei
ein zentrales Problem dar (Maurer et al., 1987).

Durch einen systematischen Ansatz konnen die Absorptionsanderungen DA(l ,t) durch

eine Summe von Exponentialfunktionen mathematisch beschrieben werden:

DA( 1) =& b (1l ) @

i
Setzt man voraus, dal3 die Zerfélle der Intermediate einer Kinetik erster Ordnung folgen,
mul3 die dafur notwendige Zahl der Exponentialfunktionen der Anzahl n der Intermediate
entsprechen. Die multiexponentielle Analyse der Absorptionsédnderungen nach der
Methode der kleinsten Quadrate fir nichtlineare Systeme liefert einen Satz von
apparenten Geschwindigkeitskonstanten k; der einzelnen Zerfalle. Aus diesen lassen sich
die Halbwertszeiten (t = 1In2/k) der Intermediate sowie deren differentielle
Amplitudenspektren bi(l ) berechnen (Miller und Plesser, 1991). Dieser Ansatz gilt
unabhangig von der Anzahl der Reaktionswege und der korrespondierenden intrinsischen
Geschwindigkeitskonstanten k; (Xie et al., 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 Ubergéange erster Ordnung aus (Nagle; 1991).
P, ¥#4® P, ¥#® ... %%® P ¥%#4® ... ®3)

Dieses Modell besitzt als einziges eine exakte mathematische Ldsung. Bei seiner
Gultigkeit lassen sich Spektren der Intermediate wie folgt berechnen.

Die Kinetik der Sequenz wird durch die Differentialgleichung (4) beschrieben:

d—ti:-kiPi +ki 1P, (4)
Unter der Annahme, dald sich zur Zeit t = O alle Molekiile im Grundzustand befinden,
lautet die exakte Lésung von (4):

R = é a; e o (5)

i=1
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mit PR(0)=LPR,(0)=0und a;=—"—— (6)
1 (kp - k;)

m=

mt j
Pi(t) ist die Wahrscheinlichkeit mit der ein Molekil zur Zeit t im Zustand i zu finden ist. Bei
n Reaktionsschritten erhalt man fur den préexponentiellen Faktor a; eine n x n Matrix.
Eine Konsequenz der Irreversibilitat der Ubergéange ist, dafl im Wahrscheinlichkeitswert P;
alle Informationen der vorangegangenen Reaktionsschritte, sowie des direkt folgenden
enthalten sind. Damit nehmen die Elemente auf der Diagonalen der Matrix den Wert Null
an.Fir die Relaxation ergeben sich damit n exponentielle Komponenten.
Die Differenzspektren Dg der Intermediate P; sind gegeben durch De = g - &, mit g als
Absolutspektrum des Zustandes P; und & als Absolutspektrum des Grundzustandes.

Somit folgt aus Gleichung (2) fur die Absorptionsanderungen:

DA( 1)=& b (1 )¢ =F. & De,(1 RV )
i=1 i=1

Die ,cycling fraction* F. (mit F. = N./No) ist der Anteil der Molekile, der nach Anregung
durch den Laserpuls den Zustand i = 1 erreicht und somit den Photozyklus durchlauft.
Ordnet man die experimentell ermittelten apparenten Geschwindigkeitskonstanten ki* den
intrinsischen k; zu, laf3t sich die Matrix a; berechnen und die Ableitung der Spektren der
Intermediate hangt nur noch von einem unbekannten Parameter ab, der ,cycling fraction®
F.. Der Minimalwert fir F. kann anhand der Spektren mit hinreichender Genauigkeit
abgeschatzt werden. Als einziges Kriterium dient hierbei die Abwesenheit von negativen
Absorptionen in den absoluten Spektren der Intermediate (Chizov et al., 1996).
Aus der Kombination der Gleichungen (5) und (7) folgt fur die differentiellen spektralen

Amplituden by(l ):

n

[o]
b.(l ):Fca. ajiDej(l ) (8)

j=1
Die einzelnen differentiellen spektralen Amplituden b;(I ) beinhalten jeweils das Spektrum
des Intermediates P; sowie aller weiteren Intermediate (j = i...n) bis zum Ende des
Photozyklus. Daher lassen sich alle differentiellen Spektren Dg(l ) rekursiv aus den

Amplitudenspektren bi(l ) beginnend mit dem des letzten Intermediates P, berechnen:

bi(l )' _é ajiDej(I )
De, (1 )= o (©)




Material und Methoden 56

Ein Ubergang zwischen zwei spektroskopisch identischen Zustanden (De = De.;) kann
prinzipiell in einer Amplitude ungleich Null resultieren. Dies wiirde physikalisch bedeuten,
dalR dieser spektral unsichtbare Ubergang ein mogliches Quasigleichgewicht der
Zustande nicht verandert, sondern als geschwindigkeits-bestimmender Schritt fungiert.

Die absoluten Spektren g der einzelnen Intermediate ergeben aus der Addition des
experimentell leicht zugénglichen Spektrums des Grundzustandes und den einzelnen

differentiellen Spektren De(l ):
e =De(l)+e, (10)

Ein prinzipielles Problem bei der Ableitung eines kinetischen Modells des Photozyklus
aufgrund absorptionsspektrometrischer Daten ist, dal} die experimentell gewonnenen
Informationen zur eindeutigen Bestimmung des Systems nicht ausreichen, d.h. die Zahl
der unbekannten GroR3en Ubertrifft die Zahl der bekannten GroéRen. Durch die freie
Wahlbarkeit von Parametern sind generell mehrere Modelle in der Lage, die Mel3daten
mathematisch zu erklaren. Daher ist es wichtig, sorgfaltig zu uUberprifen, ob ein

Reaktionsschema physikalisch sinnvolle Vorhersagen zulafit.

Abhéangigkeit des Photozyklus von der Anregungswellenlange

Die mulitexponentielle globale Datenanalyse wurde hier erstmals fur die Auswertung von
Aktionsspektren transienter Absorptionen angewendet.

Mit dem MEXFIT-Programm wurde jeder Datensatz nach der Methode der kleinsten
Quadrate flr nichtlineare Systeme analysiert (Muller & Plesser, 1991; Chizov et al., 1996).
Die Datenpunkte wurden hierbei von 1 ps bis 20 s nach dem Laserpuls unabhangig far
alle drei Absorptionswellenlangen durch eine Summe von Exponentialtermen simuliert.

Das Aktionsspektrum einer spezifischen transienten Absorption entspricht hierbei

o K
ebenfalls der allgemeinen Formel (Gleichung 7): DA(I ,t) =Q b (| )e <
i

Die Variable | ist allerdings durch die variable Wellenlange des Aktivierungslichtes
besetzt. Die Amplitudenspektren bi(l) sind hierbei nicht mit denen der
Photozyklusuntersuchungen unter Variation der Absorptionswellenlange gleichzusetzen.

Sie reprasentieren vielmehr die Amplitude eines Intermediates, festgelegt durch die
Auswahl der Wellenlange der Beobachtung (Absorption), in Abhéangigkeit der

Anregungswellenlange, d.h. mit variierendem Beitrag der verschiedenen Grundzustande.
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3. Ergebnisse

3.1 Heterologe Expression des Cytochrom bas in H. salinarum

Die Klonierung und Analyse der Transkriptionseinheit der Cytochrom ¢ Oxidase aus
N. pharaonis durch Mattar (1996) lieferte den Nachweis, dalB es sich um einen
Enzymkomplex bestehend aus 4 Untereinheiten handelt. Im Sequenzvergleich zu
anderen Ham-Kupfer Oxidasen zeigt sich, dal3 einige hochkonservierte Aminoséauren
fehlen, welche als essentiell fir den vektoriellen Protonentransport diskutiert werden. Die
Charakterisierung der elektrochemischen Elektronentransportkette durch Wittenberg
(1995) deutet im weiteren daraufhin, dal3 als Redoxpartner hier anstelle des (blichen
Cytochrom ¢ das Halocyanin, ein kleines iber eine Lipidmodifikation in der Membran
verankertes blaues Kupferprotein, dient.

Eine heterologe Expression und Synthese des Cytochrom baz in H. salinarum auf der
Basis der bekannten Daten soll daher die Mdglichkeit fir Mutationsstudien im Hinblick auf
den aktiven Protonentransport erdffnen. Desweiteren kdnnten nach einer Reinigung des
funktionellen Enzyms, die kinetischen Daten der Wechselwirkung mit dem potentiellen

Redoxpartner Halocyanin und mit Sauerstoff ermittelt werden.

3.1.1 Klonierungsstrategie des Cytochrom ba; fur die Transformation von

H. salinarum

Auf der Grundlage der erfolgreichen Expression von Bakteriorhodopsin-Mutanten und der
heterologen Expression des pSRIl aus N. pharaonis (Luttenberg et al., 1998) in
H. salinarum wurde der von Littenberg konstruierte Expressionsvektor pBL7"°"
verwendet. Das zu exprimierende Gen wird hierbei unter die Kontrolle des natirlichen
Promotors des Bakterioopsins (bop) gestellt. Der bop-Promotor ist der starkste Promotor
der 4 Retinalproteine aus H. salinarum und wird in der spaten logarithmischen Phase
durch Lichteinfall und O,-Mangel induziert (Yang und DasSarma, 1990; Shand und
Betlach, 1991). Die Verwendung des zur genomischen Sequenz homologen bop-
Promotors ermdglicht eine ortsspezifische genomische Insertion des verwendeten
Expressionvektors durch homologe Rekombination (Mankin et al., 1992).

Die Sequenz des genomisch kodierten Bakterioopsins des fiir die Transformation
verwendeten Stammes H. salinarum MPK40 ist von Krebs et al. (1993) beschrieben.
Durch die Insertion eines synthetischen Oligonukleotids ist das Gen inaktiviert. Die
Verwendung des Stammes MPK40 bedingte weiterhin den Austausch der Novobiocin-
Resistenz auf dem Expressionsvektor gegen die Mevinolin-Resistenzkassette.

In der folgenden Abbildung ist die resultierende physikalische Karte des fir die Klonierung

des Cytochrom baz verwendeten Expressionsvektors pBL7"" dargestellt.
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Ncol/BamHI*
\ Ncol
bopprom15 | Hindil
W
Xbal/Xhol* - £
[ pBL7Mev
6,2kb
©
2.2
\\v‘:\ ) Amp ) o /
Abb. 14: Physikalische Karte des Expressionsvektors pBL?Me"

Im nativen System wird BR zunéchst als ein Vorlauferprotein synthetisiert, welches erst
kurz vor dem Einbau in die Membran posttranslational modifiziert wird, indem die ersten
13 Aminosauren enzymatisch abgespalten werden (Dunn et al., 1981; Seehra und
Khorana, 1984). Diese Vorlaufersequenz erhdht nach Xu et al. (1995) die Stabilitat der
MRNA und ermdglicht damit einen hohen Transkriptionslevel, so dal3 dieser Bereich fir
die Klonierung des Cytochrom bas analog zum pSRII (Littenberg et al., 1998) beibehalten
wurde. Nach Ergebnissen von Heymann et al. (1993) und Ferrando et al. (1993) ist davon
auszugehen, dal3 das resultierende Fusionsprotein ebenfalls posttranslational gespalten
wird. Die Vorlaufersequenz und die daraus resultierende Aminosauresequenz ist in
Abbildung 15 dargestellt. Fir die Synthese des Cytochrom bas; wurden verschiedene
Klonierungs und Synthesestrategien verfolgt, wobei die kodierende Sequenz jeweils

2 Aminosauren stromabwarts der BR-Vorlaufersequenz mit einem Methionin beginnt.

Met Leu Glu Leu Leu Pro Thr Ala Val Glu Gly Val Ser GIn Ala Met
TTGC ATG TTG GAG TTATTG CCA ACA GCA GTG GAG GGG GTA TCG CAG GCC ATG

® bop Vorlaufersequenz - ® bas
- bop-Promotor Ncol
Abb. 15: Sequenz des N-terminalen Fusionspeptids

Die Sequenz des bop-Promotors zusammen mit der Vorlaufersequenz ergibt die im
Expressionsvektor pBL?Mev als bopprom15 bezeichnete Region. Die posttrans-
lationale Spaltung erfolgt wie markiert nach dem Serin. Das zu exprimierende Gen
der Cytochrome Oxidase wird Uber die Schnittstelle Ncol angefiigt.
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Im nativen System N. pharaonis liegt das Cytochrom bas; Operon als Transkriptionseinheit
vor. Die einzelnen Leserahmen der 4 Untereinheiten des Enzymkomplexes der

Cytochrom Oxidase Uberlappen direkt mit ihren jeweiligen Start und Stopcodons.

— IV Il cytba, | Il —
‘
| |
0 161 670 2415 2661
ATG  GTGA ATGA TGATG  TGA
Abb. 16: Genomische Organisation des Cytochrom bas

Durch Northern Blot und RT-PCR konnte Mattar (1996) zeigen, da3 das bas-Operon in
Form einer polycistronischen mRNA transkribiert wird. Potentielle ribosomale Bindestellen
(rbs) ergaben sich im Vergleich mit der 3‘-OH Sequenz der 16S rRNA des verwandten
Natronobacterium magadii (Lodwick et al., 1991) und sind zusammen mit der
vollstandigen Sequenz des Cytochrom bas; in der Dissertation von S. Mattar (1998)

dargestellt.

3.1.2 Konstruktion der Expressionvektoren

Aus Untersuchungen der Cytochrom Oxidase aas; aus Paracoccus denitrificans geht
hervor, dal3 der funktionelle Kernkomplex lediglich aus den Untereinheiten | und Il
besteht. Hendler et al. (1991) zeigten, dal3 der Verlust der beiden Kkleineren
Untereinheiten Ill und 1V die Enzymaktivitat nicht beeintrachtigt. Flr die Klonierung in den
Expressionsvektor wurden eine Ncol-Schnittstelle an der Position des Startcodons des
Gens cytbas-1l mittels PCR wie unter 2.6.8 beschrieben eingefiihrt. Die ribosomale
Bindestelle (rbs) des Gens cytbas-ll wird somit eliminiert, da das Cytochrom jedoch als
Fusionsprotein mit der Vorlaufersequenz des BR synthestisiert werden soll, wird sie durch
die rbs des Bakterioopsins komplementiert.

Fur eine Synthese des Cytochrom bas mit Histidin-Tag wurde das Stopcodon des Gens
cytbas-lI eliminiert und eine BamHI Schnittstelle eingefuihrt. Das durch PCR erhaltene
DNA-Fragment des Cytochrom bas-Gens, welches die Untereinheiten | und Il kodiert,
wurde anschlieBend in den Vektor pet27bmod Uber die Schnittstellen Ncol/BamHI
subkloniert. Die Sequenz des Histidin-Tags wurde mit Hilfe der Oligonukleotide His2 tUber
BamHI/Hindll eingeflihrt und die Expressionkassette anschlieBend tber Ncol und Hindlll

in den Expressionvektor umkloniert.
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Die sechs angefligten Histidine ermdglichen im folgenden eine leichte und schnelle
Reinigung des Proteinkomplexes Uber Nickel-Affinitatschromatographie. Zur Kontrolle
sollte der Cytochrom bas; Kernkomplex (I+1I) ohne Histidin-Tag synthetisiert und Uber eine
Antikorperreaktion nachgewiesen werden. Hierfir wurde an der Position des Stopcodons
des cytbas-l eine Hindlll Schnittstelle eingefiihrt. Alle Modifikationen wurden durch PCR
mit den im Material und Methoden Teil aufgefiihrten Oligos wie beschrieben
vorgenommen und die Sequenzen Uber DNA-Sequenzierung verifiziert.

Analog wurde der Gesamtkomplex der Cytochrom Oxidase bestehend aus allen 4 Unter-
einheiten kloniert. Untersuchungen des Cytochrom aas; aus Paracoccus denitrificans
lassen vermuten, daf3 der Untereinheit Ill eine ,Chaperone-artige® Funktion bei der
Faltung der einzelnen Proteine des Komplexes und bei der Formierung des
Gesamtkomplexes zukommt (personliche Mitteilung M. Libben).

Das Gen des Cytochrom baz; wurde in seiner nativen polycistronischen Anordnung
kloniert. Fir eine leichtere Aufreinigung wurden wiederum sechs Histidine angefugt, hier
bedingt durch die genomische Anordnung an der Untereinheit Ill. Die Klonierung erfolgte
analog zu dem oben erlauterten Verfahren Uber Insertion der benétigten Schnittstellen
durch PCR.

Rumbley et al. (1997) zeigten jedoch, dal’ diese Modifikation der Untereinheit Il im Falle
der Cytochrome Oxidase bos; aus E. coli zu einem inaktiven und potentiell instabilen
Komplex fihrt. Zur Kontrolle wurde daher zum einen der Gesamtkomplex ohne
Modifikation kloniert, das Genprodukt sollte spater Uber eine Antikdrperreaktion
nachgewiesen werden, zum anderen wurde mittels synthetischer Oligonukleotide
N-terminal ein Streptavidin-Tag an die Untereinheit IV angefligt, welcher anstelle des
Histidin-Tags eine leichtere Reinigung des Komplexes Uber die entsprechende
Affinitétssdule ermoglichen sollte.

Die genauen Schemata aller Klonierungen sind im Anhang aufgefihrt.
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Ncol
bopprom15 y

W 4
¥r
. Hindill
pBL7Mev
6,2kb + xkb
%
¥
Amp
Die Expressionskassette ba,x entspricht:
Ncol BamHI Hindlll
\ \
v I cytba, | Il His —— ~26kb
‘Ncol BamHI‘ Hindlll
Il . cytha, | His ~2,2kb
‘Ncol Hindlll
—Strep IV Il ; cytba, | i ~2,7kb
Abb. 17: Schematische Darstellung der verschiedenen Expressionsvektoren.
Die Untereinheiten | bzw. 1l der Komplexe ohne Histidin-Tag enthalten in

Abénderung zu denen mit Tag C-terminal ein Stopcodon und die Restriktions-
schnittstelle HindllI.

3.1.3 Transformation von H. salinarum MPK40

Zunachst wurde der Stamm H. salinarum MPK40 mit den Expressionsvektoren
pBL7"basl-1IHis und pBL7"*'bagl-1l (iber Spéaroplastenbildung mit Hilfe von EDTA und
PEG600 wie beschrieben transfomiert. Die Transformationseffizienz differierte stark
zwischen verschieden Ansatzen, da auch ausgehend von der gleichen Kultur die Zellen
jeweils unterschiedlich stark lysierten. Daher kann hier kein Richtwert angegeben werden.
Analog wurden die Expressionsvektoren pBL7"*'bagl-IVHis bzw. pBL7“®'basl-IV und
pBL7"'basl-IVStrep transformiert.

Die erhaltenen Kolonien wurden mittels PCR analysiert, um maogliche Transformanden
von spontan-resistenten Klonen zu unterscheiden. Hierfiir wurden einzelne Kolonien in
6 mL Selektionsmedium 2 Tage kultiviert, jeweils ein Aliquot sedimentiert und fir eine
PCR (s. 2.6.8) eingesetzt.

Mit den beiden bas-spezifischen Primern boppromhin und Sph3crev sollte fur das
Konstrukt basl+ll ein 2,3 kb grol3es Fragment der genomisch insertierten Sequenz des

Cytochrom baz amplifiziert werden konnen.
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Fur die Transformanden des Gesamtkomplex basl-IV wurde ein 2,5 kb groRes PCR-
Produkt erwartet. Zur Kontrolle diente genomische DNA des MPK40-Wildtyps (wt). Mit
den Primer boppromhin und boppromrev konnte unter gleichen Bedingungen das
erwartete Amplifikat des bop-Promotors in der Gréf3e von 350 bp erhalten werden (Daten
nicht gezeigt). Die Primer boppromhin und Sph3crev ergaben ebenfalls ein prominentes
PCR-Produkt jedoch in einer GrolRe von 1,6 kb, welches leicht von dem Amplifikat
positiver Transformanden unterschieden werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Weitere Untersuchungen ergaben, daf? dieses PCR-Produkt alleine mittels des Primers
Sph3crev amplifiziert werden konnte und daher auf unspezifische Hybridisierung
zurickzufuhren ist.

Exemplarisch ist hier ein Agarosegel der PCR-Produkte der Analyse einer Transformation
mit pBL7"*'bal-IV His und pBL7""*'basl-IV Strep gezeigt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 122 13 14 15 16 17 M

kb

2.5 >

Abb. 18: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-ReMaktionsansétze
ev

(1-10) Kolonien der Transformation mit pBL7"" "basl-1VHis und
(11-17) pBL7"*'bagl-IVStrep
(M) 1kb-DNA-Marker

Die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Ansatze in Abb. 18 zeigt, daf3 fur die
Klone in den Spuren 2,3,7,8,9,12,17 DNA-Fragmente in der erwarteten Grof3e von 2,5 kb
erhalten wurden. Die mit Hilfe der PCR ermittelten Transformanden wurden Uber

Southern-Blot Analyse genauer genetisch charakterisiert.

3.1.4 Genetische Charakterisierung der Transformanden

Aus den nach der PCR-Analyse positiven Transformanden wurde die Gesamt-DNA
isoliert und mit Sall restringiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Ergebnisse der
Southern-Blot-Analyse der mit den Plasmiden pBL7"*'ba; I-Il, -bal-Il His, -bagl- IVHis und
-basl-IVStrep transformierten Klone mit den Sonden bopprom (350 bp) und Cytbas; (353
bp) sind in Abb. 19 dargestellt. Die Sonde bopprom wurde wie unter 2.6.11 beschrieben
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mittels einer PCR mit DIG-markierten Nukleotiden des Vektors pBL7"*'bagl-IVHis mit den
Primern boppromhin und boppromrev generiert. Die Synthese der Sonde Cytba; erfolgte
analog mit den Primern Sphcoxhin und Sph3crev. Die Analyse der pBL7"'bagl-IV

transformierten Klone wurde analog durchgefiihrt und ist hier nicht gezeigt.

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
a) kb b) kb

-4.072
-3.054 - -3.054

2.8 > e —
-2.036 1.9 - [ e -2.036
-1.636 1.7 > - - -1.636

- — - 14 —
ik - 1.1

-1.018 -1.018

Abb. 19: Southern-Blot Analyse der mit Sall restringierten genomischen DNA

der Transformanden des Stammes H. salinarum MPK40.

(1) MPK40/bagl- IVHis,
(3) MPK40/bagl-Il,

(5) MPK40 Wildtyp

a) Sonde Cytbas (25ng/pL), Expositionszeit des Films 20 min

b) Sonde bopprom (25ng/uL), Expositionszeit des Films 35 min

stringente Waschbedingungen: 65°C, 0,1 x SSC, 0,1 % SDS

Die hybridisierenden Banden sind mit Pfeilen und der korrespondierende Grof3e
des DNA-Fragmentes gekennzeichnet.

(2) MPK40/basl-1His,
(4) MPK40/basl-1VStrep,

Zunachst wurde der Southern-Blot mit der fir das Cytochrom bas spezifischen Sonde
Cytbas hybridisiert (a). Der Wildtyp MPK40 zeigt hierbei wie erwartet kein Signhal und fir
die Transformanden in den Spuren 1,2,3 und 4 ergibt sich jeweils eine positive Bande in
der Grof3e von 1,1 kb bzw. 1,15 kb fir die Konstrukte basl-l1l bzw. basl-lIHis und fir die
Transformanden MPK40/basl-IVHis und MPK40/basl-IVStrep je eine Bande in der Grol3e
von 1,4 kb.

Derselbe Blot wurde nach Entfernen der Cytba; Sonde anschlieBend mit der Sonde
bopprom hybridisiert (b). Hier ergibt sich fiir den Wildtyp MPK40 ein positives Signal fur

den genomisch kodierten bop-Promotor in einer Gréfze von 2,8 kb. Die Transformanden
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zeigen jeweils zwei hybridisierende Banden, einmal fiir den bereits im Wildtyp vorhanden
bop-Promotor in der Grof3e von 3 kb und desweiteren fur den durch die genomische
Insertion des Plasmids eingefilhrten in einer GréBe von 1,9 kb bzw. 1,8 kb fir die
Transformanden MPK40/basl-IVStrep bzw. MPK40/basl-IVHis, sowie fiir die beiden
Transformanden MPK40/basl-1l mit und ohne Histidin-Tag in einer Groéf3e von 1,7 kb. Die
schwachen Signale bei 1,1 kb und 1,4 kb sind auf eine unvollstdndige Entfernung der
Cytbas-Sonde zuriickzufihren.

Die Auswertung der Ergebnisse der Southern-Blots in Kombination mit den bekannten
Schnittstellen lassen jeweils auf eine ortspezifische Rekombination des gesamten
Expressionsvektors pBL7basx schlielen und es ergibt sich somit folgende genomische

Organisation der Transformanden:

bop
P e
Sall 15AS Sall
—_— bopprom MPK40 wt
o 2,8kb
bopprom15
Sall. pp /y:SaII
A Y
N 4 ) sall
3
pBL7" I sall
6,2kb + xkb |
2
‘Y?\_\ _Amp .~ g
Sall Sall Sall Sall Sall Sall
| ‘ ‘ 15AS
bopprom15 bax — Mev bopprom m
0,75kb | 387 kb ;
L= MPK40/ba,I-IVHis
1,8 bzw. 1,9kb 1,4kb 3 kb | MPK40/ba,l-IVStrep
MPK40/ba,l-IV
| 0.75kb | 3,87 kb
1,7kb 1.1kb 3 kb MPK40/ba,|-II
: | MPKA40/ba,-IIHis
bopprom-Sonde Cytba,-Sonde bopprom-Sonde
Abb. 20: Ortspezifische homologe Rekombination (,Cross-over-event*) der Expressions-

vektoren pBL7"*'bag-x in den bop-Locus von H. salinarum MPK40 und die daraus
resultierende genomische Organisation der Transformanden.
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Die Transformanden wurden im folgenden fiir die Synthese des Cytochrom ba; gemaRi
der klonierten unterschiedlichen Untereinheitenzusammensetzung in gréRerem Maf3stab

angezogen.

3.1.5 Synthese des Cytochrom bas; durch heterologe Expression in H. salinarum
MPK40

Zur Synthese des Cytochrom bas; wurde jeweils eine Einzelkolonie der Transformanden
des H. salinarum Stammes MPK40 unter Selektionsdruck angezogen. Ausgehend von
einer 5 mL Kultur wurden die Zellen in Komplexmedium durch mehrmaliges Uberimpfen in
bis zu 2 - 4 L kultiviert. Der Zeitpunkt der Ernte wurde anhand der Wachstumskurven
bestimmt. Um eine Induktion des bop-Promotors zu gewahrleisten, wurden die Kulturen in
der stationdren Phase und damit unter Sauerstoffmangel mit Belichtung bis zu 24 h
geschattelt. In Abb. 21 sind exemplarisch die Wachstumskurven der Transformanden
MPK40/basl-IVHis und MPK40/basl-1V sowie die des Wildtyps gezeigt.

3,5 1
@ --rinannn °
3,0 -
BT
o B R *
2,5 et
- 2,0
S
=
2 1,5 3
27 ®
4
1,0
¢=,.'
i ---@--- MPK40/ba IV
089 ¥ MPK40/ba,|IVHis
T - ---@--- MPK40/ba,wt
0,0 = T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Zeit/h
Abb. 21: Wachtumskurven vom MPK40wt, MPK40/basl-IVHis, MPK40/basl-IV in 2 L Kultur-
volumen

Nach Ernte der Zellen und Isolierung der Membran wurde zundchst ein
Absorptionsspektrum  der in  Dodecylmaltosid (DM) solubilisierten Membran
aufgenommen. Da fir die Expression kein Cytochrom-defizienter Stamm verwendet
wurde, zeigte das Membransolubilisat des Wildtyps H. salinarum MPK40 bereits eine
Absorption in dem fur Cytochrome typischen Bereich von 400 — 430 nm (Soret-Bande).
Auch im Vergleich mit den Absorptionspektren der Solubilisate der Transformanden

konnte so keine fur das Cytochrom bas typischen Bande identifiziert werden.
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Die Cytochrom bas-Komplexe mit Histidin bzw. Streptavidin-Tag sollten daher zunachst
Uber die entsprechenden Affinitatssdulen angereichert werden. Gleichzeitig wurde ein
immunologischer Nachweis der Cytochrome Oxidase mit Cytochrome bas; spezifischen

Antikorper aus Kaninchen angestrebt.

3.1.6 Reinigung der Proteinkomplexe

Die Membransolubilisate des Cytochrom ba; Komplexes bestehend aus den
Untereinheiten | und Il sowie des Gesamtkomplexes (Untereinheiten I-IV), beide mit
angefligtem Histidin-Tag, sollten durch eine Affinitaétschromatographie tUber das Nickel-
NTA-Material der Firma Qiagen angereichert werden.

Die Bindung der Proteine an die Nickel-Matrix erfolgte hierbei durch Schwenken der
Membransolubilisate mit der Gelmatrix flir 3 h bei 4°C. Dies garantiert gerade fir kleine
Proteinmengen eine hohere Bindungswahrscheinlichkeit im Gegensatz zum normalen
Verfahren, indem die Probe im DurchfluBverfahren an das aquilibrierte Séaulenmaterial
gebunden wird. Das Nickel-Matrix wurde anschlieBend in eine Saule Uberfiihrt und
zunachst mit dem Aquilibrierungspuffer und unter Zusatz geringer Imidazolkonzentration
(s. 2.7.7) zum Puffer gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu eluieren. Eine
Verfarbung des Saulenmaterials in der fir das native Cytochrom bas typischen grinlich-
braunen Farbe konnte nicht beobachtet werden. Trotzdem wurde das potentiell
gebundene Cytochrom bas; mit 200 mM Imidazol eluiert. Es wurden die Absorptions-
spektren aller Fraktionen aufgenommen, jedoch zeigten weder die Waschfraktionen noch
das Eluat eine fir die Cytochrom c Oxidase typische Absorptionsbande bei 413 nm
(Soret-Bande). Das Eluat zeigte zudem nicht einmal die fir Proteine mit aromatischen
Aminosauren typische Absorptionsbande bei 280 nm. Die Analyse des Eluates Uber SDS-
Gelelektrophorese bestétigte, dalR diese Fraktion kein Protein enthalt. Folglich ist ein
Verlust der prostetischen Gruppen, des Ham a und b, oder ein Zerfall des Komplexes
wahrend der Reinigung auszuschlieRen.

Von einer Reingung der Komplexe ohne Tag mittels herkbmmlicher Chromatographie-
methoden wie Anionenaustauschchromatographie wurde abgesehen. Da kein Cytochrom-
defizienter Stamm fir die Synthese verwendet wurde, ware eine Trennung des
Cytochrom basz von den intrinsischen Cytochromen, speziell der Cytochrom Oxidase aas
aus H. salinarum, schwierig und zeitaufwendig. Die Membransolubilisate dieser Trans-
formanden und die des MPK40/basl-IV Strep wurden zunachst nur fir den
immunologischen Nachweis verwendet um auszuschlieRen, da? das Anfiigen des
Histidin-Tags an die Untereinheit | bzw. 11l nicht zu Problemen bei der Synthese oder der

Komplexbildung und Insertion in die Membran fihrt.
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3.1.7 Immunologischer Nachweis des Cytochrom bas

Fur den Nachweis selbst kleinster Mengen eines spezifischen Proteins bietet sich
aufgrund der hohen Empfindlichkeit ein immunologischer Nachweis, ein Western-Blot mit
Hilfe eines spezifischen Antikorpers an.

Fir die Immunisierung der Kaninchen wurde das native aus N. pharaonis isolierte und
gereinigte Cytochrom baz verwendet. Wie die meisten archaebakteriellen Proteine weist
die Cytochrom Oxidase eine hohe Anzahl geladener Aminosauren auf und sollte daher
ein groRRes antigenes Potential besitzen, welches die Bildung polyklonaler Antikdrper
erleichtert. Fir die Herstellung des Antiserums wurde hier das Cytochrom baz; in DM
solubilisiert ohne weiteren Zusatz als Antigen appliziert.

Nach der primaren Immunisierung der Kaninchen nach den ublichen Methoden wurde der
Titer der Blutseren der verschiedenen Immunisierungsstufen in einem ELISA (Enzyme-
Linked-Immunosorbent Assay) wie unter 2.8.3 beschrieben Uberprift. Als sekundarer
Antikérper wurde der aus Ziege gegen Kaninchen verwendet, an dem die alkalische
Phosphatase gekoppelt ist, welche dann eine Farbreaktion katalysiert. Selbst bei einer
hohen Verdiinnung von 2% des primaren Antikérpers konnte hier eine Farbreaktion im
Sattigungsbereich der Intensitat erreicht werden. Der Antikdrper besitzt somit eine hohe
Affinitéat zum verwendeten Antigen dem Cytochrom bas, so daf? das Serum noch in einer
Verdinnung von 1 : 5000 eine hinreichende Empfindlichkeit fir den Nachweis der
antigenen Proteine im Western-Blot besitzen sollte.

Fur den Nachweis, dafl} der Cytochrom ba; Komplex jeweils in der durch die Klonierung
bedingten Zusammensetzung von den Transformanden synthetisiert wurde, wurden
jeweils 10-15 pL des Gesamtzellaufschlusses (V = 50 mL) bzw. je 10 pL des isolierten
Zytoplasma und der Membranfraktion auf ein 12%iges SDS-Gel aufgetragen (Abb.22).
Zur Kontrolle wurden die gleichen Mengen der Fraktionen des Wildtyps MPK40 und 2 g
des nativen gereinigten Cytochrom ba; auf das Gel aufgetragen. Anschlieend an die
Elektrophorese des SDS-Gels wurde im Semi-Dry Verfahren fir 20 min geblottet
(5 mA/lcm?). Der Western-Blot wurde wie unter 2.8.4 beschrieben entwickelt. Der primére
Antikérper (Anti-Cytochrom bas; aus Kaninchen) wurde hierbei in einer Verdiinnung von
1:5000 verwendet und der sekundare Antikérper (Anti-Kaninchen aus Ziege) in einer
Verdiinnung von 1 : 2000. Nach Inkubation des Blots mit der Chemilumineszenzlésung fir
eine Minute wurde die Luminiszenzreaktion der an die antigenen Proteine gebundenen
Antikérper durch Belichtung eines Roéntgenfilms sichtbar gemacht.

In der folgenden Abbildung ist stellvertretend ein SDS-Gel mit dem entsprechenden
Westernblot der Transformanden MPK40/basl-IV und MPK40/basl-IVHis im Vergleich mit
dem Wildtyp MPK40 und dem nativen Cytochrom bas gezeigt.
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Abb. 22: a) SDS-Gel der Fraktionen b) entsprechender Westernblot des SDS-Gels
Gesamtzellaufschluf3: Zytosol: Membransolubilisat:
Q) 4) (7) Transformande basl-IVHis
(2) (5) (8) Transformande basl-1V
3) (6) (9) Wildtyp MPK40

(baz) Cytochrom bas nativ (1min belichtet)
(M) Proteinmarker
Belichtungszeit 30 s, Cytochrom baz nativ 1 min

Im rechten Gel sind der Gesamtzellaufschluf3, das Zytoplasma und die Membran-
fraktionen des Wildtyps MPK40 und der Transformanden MPK40/basl-IV sowie
MPK40/basl-IVHis aufgetragen. Im Ausschnitt des linken Gels ist das Bandenmuster des
nativen gereinigten Cytochrom bas gezeigt. Fir das native Cytochrom bas ist hier nur eine
Bande in der GroRe von 40 kDa fur die Untereinheit | erkennbar. Die Untereinheit Il
(apparentes Molekulargewicht 28 kDa im SDS-Gel) ist aufgrund schlechterer
Anfarbbarkeit (Mattar 1996) hier nicht erkennbar, da nur 2 ug Cytochrom bas; aufgetragen
wurden.

Die beiden kleinen Untereinheiten in einer berechneten GréRe von 8,6 kDa (lll) und
5,9 kDa (IV) sind hier ebenfalls nicht erkennbar, da sie wahrend der herkdmmlichen
Reinigung stark abgereichert werden.

Im Westernblot zeigt sich, dal3 gerade eine dieser kleinen Untereinheiten bzw. beide den

antigenen Charakter des Cytochrom ba; zu bestimmen scheinen. Eine genauere
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Zuordnung konnte hier nicht getroffen werden. Der Westernblot zeigt fir die
verschiedenen Fraktionen der Transformanden keine prominente Bande. In den Spuren
7 - 9 sind die Membransolubilisate aufgetragen. Das Bandenmuster der Transformanden
zeigt hierbei keine Abweichung zu dem des Wildtyps, so daf} die Signale einer
Kreuzreaktion mit den Proteinen des Halobakterium salinarum zuzuordnen sind. Dies laft
sich darauf zurtckfuhren, dal? das fur die Immunisierung verwendete Cytochrom bas
bedingt durch die Reinigung aus dem nativen Organismus mdoglicherweise noch andere
Proteine unterhalb der Nachweisgrenze im SDS-Gel enthielt, welche nun zu dieser
Kreuzreaktion fuhren kénnen. Desweiteren ist auch eine Kreuzreaktion mit der Cytochrom
Oxidase aus H. salinarum MPK40 mdglich, hier aber durch das von Blot zu Blot
unterschiedliche Bandenmuster nicht identifizierbar. In den Spuren der Gesamt-
zellaufschlusse sind hingegen keine Signale sichtbar, da hier eine geringere Menge der
Membranproteine im Vergleich zu den Solubilisaten aufgetragen wurde. Die diffusen
Signale in den Spuren 3 und 4 sind auf unspezifische Wechselwirkungen mit der
Blotmembran zurlickzufihren.

Letztendlich zeigt sich im Vergleich aller Transformanden mit dem nativen Cytochrom bas
keine Bande in der fiir das Cytochrom typischen GréRe. Von einer Uberprifung der
Transformanden MPK40/I-1I(His) mit dem hier verwendeten Antikdrper wurde aufgrund
der fehlenden antigenen Untereinheiten Il und IV abgesehen.

Unter Berlcksichtigung der Nachweisgrenze von 0,01 ug (mittels Dot-Blot ermittelt) ergibt
sich somit eine Synthesemenge des Cytochrom bas in den Transformanden von weniger
als 5 ug/L, d.h. es wird praktisch kein Cytochrom bas synthetisiert. Auch eine Modulation
der Kulturbedingungen zur Optimierung der Synthese wie die Variation der
Schiittelgeschwindigkeit, des Lichteinfalls sowie des Zeitpunktes der Ernte fiihrten nicht
zum Erfolg.

Damit blieb letztendlich nur nachzuweisen, ob die fehlende Synthese an der Aktivierung
des bop-Promotors und damit der Synthese der mRNA scheitert oder das synthetisierte

Protein durch die proteolytische Aktivitat des verwendeten Stammes abgebaut wird.

3.1.8 RT-PCR Analyse der Transformanden

Fur die Synthese des Cytochrom bas; Komplexes in unterschiedlicher Zusammensetzung
wurde der aus H. salinarum stammende bop-Promotor vor das zu exprimierende Gen
kloniert. Die Induktion des Promotors erfolgt in der stationaren Wachstumsphase einer
Kultur, d.h. in semiaeroben Atmosphére, unter Lichteinfall. Um den Nachweis zu
erbringen, daf’ unter den gewahlten Kulturbedingungen (s. 2.7.1) die messenger-RNA des

Cytochrom baz; in den Transformanden synthetisiert wurde, wurde eine reverse
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Transkription (RT) auf der Basis isolierter GesamtzelllRNA mit anschlielender PCR
durchgefihrt.

Das Prinzip der Methode beruht darauf, zunachst eine cDNA-Synthese mit einem revers
orientierten (,antisense“) Primer durchzufiihren. Die auf der Basis der mRNA
synthetisierten cDNA kann in einer nachfolgenden PCR dem in Leserichtung orientierten
(,sense") Primer nur dann als Matrize dienen, wenn beide Primer eine identische mRNA
erkennen. Um Fehlinterpretationen durch Verunreinigungen mit genomischer DNA in der
Gesamtzell-RNA trotz DNasel Verdau zu vermeiden, wurde als Kontrolle jeweils eine RT-
Reaktion ohne Reverse Transkriptase durchgefiihrt. Kann in der anschlieBenden PCR ein
Produkt amplifiziert werden, ist dieses eindeutig auf eine Verunreinigung durch
genomische DNA zurtckzufuhren.

Wie von Stephan Mattar (1996) gezeigt wurde, wird das Gen der Cytochrom Oxidase
bestehend aus den 4 Untereinheiten als polycistronisches Transkript abgelesen. Sollte es
moglich sein mit den Primern Sph3crev und Sphcoxhin, beide lokalisiert auf der Unter-
einheit I, ein Amplifikat in der PCR zu erhalten, dient dies als Nachweis fur Transkription
des gesamten Komplexes. Zur Kontrolle wurde eine RT-PCR mit der Gesamtzell-RNA
des Wildtyps MPK40 mit den oben genannten Primern durchgefiihrt, um Produkte durch
Hybridisierung der Primer an anderer Stelle zu unterscheiden. Desweitern wurde als
Positivkontrolle fiir die Aktivierung des bop-Promotors eine RT-PCR der Gesamtzell-RNA
der Transformanden und des Wildtyps mit den Primern BR hin und BRrev durchgeflihrt,
mit denen die mRNA des inaktiven genomisch kodierten Bakterioopsin nachgewiesen
werden kann. Dies dient auBerdem zum Nachweis einer ausreichenden Qualitat der
isolierten RNA. In der folgenden Abbildung sind die gelelektrophoretischen Auftrennungen

der PCR-Ansatze gezeigt.

a) 1“1 2* 2 3 3 4" 4 5 5 M

Abb. 23: RT-PCR mit den Primern a) BRrev (RT), BRrev + BRhin (PCR)
b) Sph3crev (RT), Sph3crev + Sphcoxhin (PCR)
(1) MPK40/bagl-1IHis (2) MPK40/bagl-1VHis
(3) MPK40/bagl-1IHis (4) MPK40/basl-IVStrep
(5) MPK40 Wildtyp
Die mit * gekennzeichneten Ansétze wurden zur Kontrolle ohne Reverse
Transkriptase in der RT Reaktion durchgefiihrt.
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Fur alle Transformanden (MPK40/basl-Il, basl-lIHis, basl-IVHis, basl-IVStrep) wurde je eine
Bande in der erwarteten GrolRe von 460 bp mit den Cytochrom bas; spezifischen
Primern (b) erhalten. Im PCR-Ansatz der Wildtyp MPK40 RNA, welche mit dem Primer
Sph3crev in die cDNA Ubersetzt wurde, zeigt sich nur eine schwache Bande in einer
Grofe von nur 390 bp (vgl. vergroRBerter Ausschnitt in Abb. 23), die deutlich von dem
Signal der Transformanden zu unterscheiden ist. Die RT-PCR Ansatze ohne Reverse
Transkriptase zeigten keine Bande, so dal ein falsches positives Signal durch eine
Verunreinigung mit genomischer DNA ausgeschlossen werden konnte.

Die RT-PCR mit den Bakterioopsin spezifischen Primern (a) zeigt fiur die Transformanden
und den Wildtyp eine schwache Bande im Bereich von 200 bp (berechnete GréRe: 185
bp) und liegt im unteren Trennbereich des verwendeten 1,5 %igen Agarosegels. Trotzdem
ist ein Unterschied zu der noch diffuseren Bande in den Ansatzen ohne Reverse
Transkriptase erkennbar, die durch die im Ansatz enthaltene RNA (~250 ng) und den
Primern hervorgerufen wurde.

Somit konnte nachgewiesen werden, daR der verwendete bop-Promotor unter den
angegebenen Bedingungen aktiviert wird und die nachfolgende Genabfolge kodierend fur
das Cytochrom baz; unabhanging von der Untereinheitenzusammensetzung transkribiert
wird. Uber die Stabilitat des mRNA Transkriptes kann hier jedoch keine Aussage gemacht

werden.
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3.2 Synthese und Charaketrisierung des SRI und Hitrl

3.2.1 Klonierung des SRI und tHtrl fur die Synthese in E. coli

Fur die Synthese der im folgenden verwendeten Proteine wurde der Expressionsvektor
pet27bmod verwendet. Dieser leitet sich von den pET-Vektoren des von Studier und
Moffat (1986) entwickelten Expressionssytem ab. Das interessierende Gen wird hierbei im
Expressionsvektor unter die Kontrolle des aus dem Bakteriophagen T7 stammenden
Promotors, des sogenannten T7 Promotors, gestellt. Dieser Promotor wird durch die
T7-RNA-Polymerase induziert, welche in dem verwendeten Expressionsstamm
E. coli BL21 (DE3) (Grodberg & Dunn, 1988) chromosomal kodiert ist. Die Induktion des
T7-RNA-Polymerase Gens unter der Kontrolle des lacUV5-Promotors erfolgt gezielt durch
Zugabe von lIsopropylthiogalactosid (IPTG) zum Kulturmedium. Dieses Expressions-
system ermdglicht es das Zielgen selektiv in hoher Rate zu exprimieren und somit grof3e
Mengen Protein zu synthetisieren.

Als Expressionsvektor fir das sopl wurde das Plasmid pET27bmod-sopl-His (Schmies et

al. 2000) verwendet.
Ncol

\  T7-promotor

N
o°

EcoRl 4 ° w\

(\o _

Hindlll . X 5

pET27bmod-sopl-His
6,1kb
X ~ Kan
Abb. 24: Physikalische Karte des Expressionvektors pET27bmod-sopl-His

Durch die Fusion mit einem Histidin-Tag und die Einfihrung der Schnittstellen Ncol und
EcoRl ergibt sich folgende zum nativen SRI N-terminal und C-terminal modifizierte

Peptidsequenz:

SRI-His: IMDAV............. TAADE**°NSHHHHHHH
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Fur die Untersuchung der Wechselwirkung des Rezeptors SRI mit seinem Transducer Htrl
sollten die beiden Gene sopl und htrl koexprimiert werden. Hierfir wurde eine verkirzte
Form des htrl im folgenden thtrl genannt gewéahlt. Wie Perazzona et al. (1996) zeigten,
sind die ersten 147 Aminosauren des Htrl, bestehend aus den beiden transmembranen
Helices (TM1 + TM2) und einem kurzen zytoplasmatischen Bereich, ausreichend flir eine
Wechselwirkung mit dem Rezeptor SRI. Am Beispiel des sensorischen Rhodopsins |l
(pSRII) aus Natronobakterium pharaonis konnte A. Wegener (2000) zeigen, dal® eine
Koexpression mit dem Transducer phtrll mdglicherweise bereits in der Wirtszelle zur
Bildung des stabilen Rezeptor-Transducerkomplexes fuhrt. Dies ermdglichte
anschlielend die Reinigung des PpSRIl im Komplex mit dem pHtrll durch
Affinitithitschromatographie Uber nur einen Histidin-Tag an einer Komponente in
stochiometrischer Zusammensetzung.

Fur die Synthese des SRI-His-tHtrl Komplexes wurde das Gen des SRI-His in den
Expressionsvektor pET27b*-thrtl (zur Verfligung gestellt von A. Wegener; physikalische
Karte im Anhang) kloniert. Hierfur wurde der Vektor pET27bmod-sopl-His mit den
Restriktionsenzymen Bglll/Hindlll geschnitten. Das gelelektrophoretisch gereinigte DNA-
Fragment des sopl-His mit dem vorgeschalteten T7 Promotor in einer Gré3e von 740 bp
wurde anschlieBend mit dem BamHI/HindIll geschnittenen Vektor pET27b*-thtrl ligiert. Es

resultiert der Expressionsvektor pET27b*-thtrl-sopl-His:

Ncol Bglll/BamHI
\  T7-promotor ;
e
soQ\ é&"/ Ncol
EcoRI
o =\
Hindin < o)
2
PET27b’-thrtl-sopl-His &
‘ 6,6kb | — Ndel
A s Kan
Abb. 25: Physikalische Karte des Expressionsvektors pet27b*-thtrl-sopl-His

Zur Vereinfachung sind weitere Steuerungsregionen weggelassen.

Die terminalen Proteinsequenzen des verkirzten tHtrl sind:

tHtr: MTIAWAR. ..o EREAREL
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Die Synthese und Reinigungsstrategie des Komplexes wurde zusatzlich variiert, indem
der Histidin-Tag an den verkiirzten Transducer tHtrl anstelle des SRI angefligt wurde.
Eine Reinigung Uber den Histidin-Tag des tHtrl bietet den Vorteil, dal3 kein nicht-
komplexiertes SRI angereichert wird, welches besonders fir anschlieRenden Photo-
zyklusmessungen essentiell ist. Der Expressionsvektor pet27bmod-sopl-thtrl-His wurde
analog zu dem oben erlauterten Verfahren ausgehend von den Vektoren pET27bmod-
htrl-His (zur Verfugung gestellt von A. Wegener; Klonierungsschema und schematische

Karte im Anhang) und pET27bmod-sopl (s. unten) konstruiert.

Ndel Bglll/BamHI
\  T7-promotor ’
<&
‘{\(\ % Ncol
EcoRI e

A

9 =

Hindill X 2
;‘ pET27mod-sopl-thrtl-His 2

\ 6,6kb
¥ Kan
Abb. 26: Physikalische Karte des Expressionsvektors pet27b*-sopl-thtri-His

Zur Vereinfachung sind weitere Steuerungsregionen weggelassen.

Der Vektor pET27bmod-htrl-His wurde zusétzlich flr eine separate Expression des
thtr-His mit anschlieRender Reinigung verwendet.

Durch die eingefuihrten Modifikationen ergeben sich folgende terminale Peptidsequenzen:

tHtrl-His: IMTIAWAR. .....oeovee., EAREL**'NSHHHHHHH®

Fur die unabhangige Synthese des SRI mit anschlieRender Reinigung im Komplex mit
dem tHtrl-His wurde das sopl ohne Histidin-Tag in den Vektor pET27bmod kloniert.

Uber eine PCR mit den Primern T7prom und srlwt(-his) wurde das SRI-Gen ausgehend
von dem Vektor pET27bmod-sopl-His modifiziert. Durch die Einfuhrung zweier
Stopkodons am C-Terminus der fir das SRI kodierenden Sequenz und einer BamHI-
Schnittstelle stromabwarts wurde die Sequenz des Histidin-Tags elemeniert. Das DNA-
Fragment des sopl wurde anschlieBend mit dem Ncol/BamHI restringierten Vektor
pET27bmod ligiert. Die terminale Proteinsequenzen entsprechen denen des SRI-
Wildtyps:

SRI: 'MDAV............. EATAAD**
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3.2.2 Préaparation des SRI und tHtrl
Praparation des SRI-His

Die sensorischen Rhodopsine SRI und SRII sind im Vergleich zu den beiden
lonenpumpen, Bakteriorhodopsin und Halorhodpsin, aus H. salinarum sehr empfindlich
gegenlber externen Bedingungen, wie Salzkonzentration und pH-Wert.

Shimono et al. (1997) gelang es erstmalig ein sensorisches Rhodopsin, das pSRII, in
E. coli funktionell zu exprimieren. Die Synthese und Reinigung des pSRIl konnte
anschlielend von Hohenfeld et al. (1999) optimiert werden. Auf der Basis dieser
Untersuchungen entwickleten Schmies et al. (2000) die heterologe Expression des SRI in
E. coli und dessen Reinigung. Zur Stabilisierung des Proteins enthielten alle verwendeten
Puffer 4 M NaCl. Die Reinigung erfolgte in einem Schritt Uber Nickel-Affinitats-
chromatographie Uber einen angefligten Histidin-Tag. Diese Chromatographie-Methode
bietet den Vorteil, dalR sie gegenlber hohen Salzkonzentrationen unempfindlich ist. Das
von Schmies et al. (2000) entwickelte Verfahren wurde hier leicht modifiziert
Ubernommen.

Die Expression des sopl erfolgte durch Induktion der Zellen mit IPTG unter Zugabe von
10 mM all-trans-Retinal zum Kulturmedium (2.7.2). Nach Inkubation fiir 3 h wurden die
Zellen geerntet. Das erhaltene Zellsediment zeigte bereits die fir das SRI
charakteristische Blaufarbung und deutet daraufhin, dal das SRI in hohen Ausbeuten
synthetisiert wurde. In Abbildung 27 ist ein Foto der geernteten Zellen mit und ohne

Induktion gezeigt.

Abb. 27: Foto der Zellsedimente der mit pET27bmod-sopl-His transformierten E. coli BL21
(DE3) 3 h nach Induktion unter Zugabe von all-trans-Retinal (rechts) und der
Kontrollkultur ohne Induktion (links).

Fur eine Kontrolle der Expression wurden jeweils 0,1 ODs;s der Zellsuspension
unmittelbar vor Induktion, 1 h und 3 h nach Induktion sowie eine nichtinduzierte

Kontrollkultur in den gleichen Zeitabstanden auf ein 12% SDS-Gel aufgetragen (Abb.28).
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Es laBt sich jedoch auch in der Spur der Zellsuspension 3 h nach Induktion keine
prominente Bande erkennen, obwohl ca. 200 ng SRIwt-His (Menge basierend auf der
Kalkulation der gereinigten Proteinmenge) im Auftrag enthalten waren.

Krebs et al. (1995) beobachteten dies analog fur die Expression von SRIwt-His in

H. salinarum.
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Abb. 28: SDS-Gel der Expressionskontrollen der mit pET27bmod-sopl-His transformierten

E. coli BL21(DE3). Es sind jeweils 0,1 ODs7g der Kulturen aufgetragen.
0 h, 1 hund 3 h nach Induktion mit IPTG und Zusatz von all-trans-Retinal
K 1 h,K 3 h Kontrolle ohne Induktion, gleiche Kulturzeit

Die Zellen wurden mit dem Microfluidizer mechanisch aufgeschlossen und die
genomische DNA zunéchst durch Zugabe von DNasel 10 min verdaut. Zusatzlich wurde
die Lésung unter Kihlung kurz mit Ultraschall mit einem Microtip behandelt, um Reste
genomischer DNA zu zerstéren. Der Zellaufschlu3 wurde dann sofort bei 100.000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand bestehend aus dem Zytoplasma wurde verworfen und das
Sediment aus Membran und Zelltrimmern in Puffer mit 2 % DM fur 2 h bei 4°C
solubilisiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 100.000 x g wurde das Solubilisat auf eine
aquilibrierte Ni-NTA-Séaule im Dunkeln bei 4°C aufgebracht. Alle weiteren Waschschritte
wurden wie unter 2.7.3 beschrieben im Dunkeln bei 4°C durchgefiihrt. Die Elution erfolgte
durch Absenken des pH-Wertes auf pH 4.0 und das Eluat wurde im Anschluf3 direkt auf
pH 6.0 mit 1 N NaOH titriert.

Im Vergleich zu Praparationen bei RT und unter Lichteinflu3 konnte so die Ausbeute an
SRI um ca. 1/3 gesteigert werden. Es wurden bis zu 2 mg Protein pro L Zellkultur
erhalten. In Abbildung 29 ist eine SDS-Gel mit den verschiedenen Fraktionen der

Préparation wiedergegeben.
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Abb. 29: 12% S+J SDS-Gel der Praparation des SRI
(1) Membransolubilisat (2) Durchbruch
(3) Waschfraktion 1 (Puffer R1) (4) Waschfraktion 2 (Puffer W2)
(5) Eluat (M) Proteinmarker

In der Spur des Eluates zeigen sich drei prominente Banden. Die Bande bei einem
apparenten Molekulargewicht von 26 kDa entspricht dem monomeren SRIwt-His mit einer
berechneten GroRe von 25,3 kDa. Die beiden Banden bei htherem Molekulargewicht
(~50 kDa, 70 kDa bzw. 95 kDa) sind mdoglicherweise auf eine Dimerisierung bzw.
Oligomerisierung des SRI zuriickzufiihren, die durch das SDS nicht aufgeldst wird. Ein
analoges Verhalten wurde von Krebs et al. (1995) fur das homolog in H. salinarum
exprimierte SRIwt-His beobachtet. Die hohe Hintergrundfarbung bzw. das Verschmieren
der Banden wird durch den hohen Gehalt an Detergenz, bedingt durch die Reinigung
verursacht. Die schwache Bande bei 14 kDa wird méglicherweise durch ein Abbauprodukt
oder Verunreinigungen durch ein Fremdprotein verursacht.

Die Reinheit des isolierten SRI wurde daher zuséatzlich durch UV-Vis-Spektroskopie
ermittelt. In Abbildung 30 ist das Absorptionsspektrum des Eluates bei pH 4.0 und pH 6.5
gezeigt. Das Verhdltnis der Absorption des Chromophors bei 580 nm zu der des
Proteinriickgrates, speziell der aromatischen Aminosauren, bei 280 nm ist ein Malf3 fir die
Reinheit des SRI und betragt im Idealfall 1 : 1,6 (580 nm : 280 nm; pH 5.0) (Krebs et al.,

1995). Somit konnte hier eine Anreicherung des SRI-His von 3 95 % erreicht werden.
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Abb. 30: Absorptionsspektrum des SRI-His aus E. coli bei pH 4.5 und pH 6.5.

Das Absorptionsmaximum des Chromophors all-trans-Retinal im SRI ist 590 nm
bei pH 4.5; 580 nm bei pH 6.0 und 560 nm bei pH 6.5.

Die pH-abhéangige Hohe der Absorption bei 400 nm konnte bisher nicht eindeutig
zugeordnet werden. Die starke hypsochrome Verschiebung &hnlich wie im M-
Intermediat des Photozyklus des SRI (vgl. 2.3.5) laBt vermuten, dal3 eine
deprotonierte Schiff-Base (SB) jedoch mit Retinal in all-trans-Konfiguration vorliegt
(Krebs et al., 1993).

Der Einflu des pH-Wertes auf die Absorption des Chromophors lber Protonierungs-
gleichgewichte der Schiff-Base und benachbarter Aminosauren wird unter 2.3.4 néher

erlautert.

Koexpression und Reinigung des SRI und tHtrl

Die Koexpression des sopl-His mit dem verklrzten Transducer thtr erfolgte in
Transformanden des Stammes E. coli BL21(DE3) unter den gleichen Bedingungen wie fir
das sopl beschrieben. Nach Induktion mit 1 mM IPTG und Zugabe von 10 uM all-trans-
Retinal wurde die Kultur weitere 3 h inokuliert. Im Vergleich zu einer nicht induzierten
Kontrollkultur, die bis zu einer ODs7g 2 5 wuchs, konnte fur die induzierte Kultur ledigliche
eine Verdopplung der Zelldichte (ODs7s ~ 1,2 - 1,4) beobachtet werden.

Analog erfolgte die Koexpression beider Proteine fir die Fusion des Histidin-Tags an den
verkirzten Transducer. Zur Kontrolle der Synthese wurden jeweils 1 mL Aliquots der
induzierten und der nichtinduzierten Kultur abgenommen und das Zellsediment in SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Durch Ultraschall wurden die Zellen lysiert und die
genomische DNA geschert. AnschlieRend wurden Aliquots der Zelllysate, jeweils

0,1 ODs7g entsprechend, auf ein SDS-Gel aufgetragen.
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Das Coomassie gefarbte SDS-Gel der Kontrollen der Expression des sopl-His zusammen

mit dem thtrl ist in Abbildung 31 gezeigt.
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Abb. 31: SDS-Gel der Expressionskontrollen der Koexpression von sopl-His mit thtrl,

jeweils 0,1 ODs7g der Kultur aufgetragen, Farbung mit Coomassie

0 h, 1 h und 3 h nach Induktion;

Kontrolle nach 1 h und 3 h, ohne Induktion

(M) Proteinmarker

® prominente Bande nach Induktion in der fur das tHtrHis erwarteten GréRRe

Im Vergleich zu den Spuren der Kontrollkultur und der Spur vor Induktion zeigt sich in der
3 h nach Induktion deutlich eine prominente Bande in der GroRe von ~18 kDa.
Korrespondierend hierzu wurde fur das verklrzte Htrl eine GroRe von 15,83 kDa
berechnet, so dal? diese Bande dem tHtrl zugeordnet werden kann.

Die Zellen wurden wie beschrieben (2.7.2) geerntet. Auffallig war hierbei, daf das Zell-
sediment fur beide Expressionskonstrukte keine Blaufarbung sondern vielmehr eine
orange-rote Farbe aufwies. Die Zellen der Kontrollkultur zeigen hingegen unter Zugabe
von all-trans-Retinal jedoch ohne Induktion eine gelbliche Farbe.

Der AufschluR der Zellen und die Isolierung der Membran wurde flr beide
Synthesevariationen analog zur Praparation des SRI durchgefihrt.

Die Membran wurde in Puffer mit 2 % DM fir 2 h solubilisiert und das Solubilisat
anschliel3end durch Zentrifugation fur 1 h bei 100.000 x g isoliert.

Das Sediment war deutlich gro3er als bei der Praparation des SRI-His und wies eine
graulich-orange Farbe auf.

Es lies sich daher vermuten, dafd es nicht nur aus Resten genomischer DNA oder nicht-
solubilisierten Membrankomponenten bestand sondern auch aus Proteinaggregaten
sogenannten inclusion-bodies”. Eine Analyse des Sedimentes (ber SDS-Gel-
elektrophorese zeigte keine prominenten Banden in den fir die beiden Proteine

korrespondierenden Grof3en, sondern tber den gesamten Trennbereich verteilte Banden.
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Eine Anreicherung der Proteinkomponente mit Histidin-Tag aus diesem Sediment Uber
Nickel-Agarose unter denaturierenden Bedingungen (7.5 M Harnstoff) konnte nicht
erreicht werden. Bedingt durch die proteolytische Aktivitat des verwendeten Stammes
wurden die Ziel-Proteine vermutlich vor Aggregation unterschiedlich stark abgebaut. Die
Praparation der Membransolubilisate erfolgte identisch zu der des SRI-His Uber Nickel-
NTA Agarose.

Im Vergleich zur Praparation des SRI-His zeigte sich fur die Expression des sopl-His
zusammen mit dem thrtl jedoch nur eine sehr dinne Bande mit schwacher Blaufarbung
auf der Saulenmatrix. Das UV-Vis-Spektrum des Eluates zeigte nur eine sehr kleine
Bande bei 580 nm, charakteristisch fur die Absorption des SRI, hingegen eine hohe
Absorption bei 413 nm, die flir Cytochrome typische Soretbande, und bei 280 nm fir die
aromatischen Aminosauren des Proteins. Alle Waschfraktionen zeigten keine Absorption
bei 580 nm, so dal eine friihzeitige Elution des SRI-His-tHtrl Komplexes ausgeschlossen
werden konnte.

Fur die Reinigung des Komplexes Uber den an das thtrl fusionierten Histidin-Tag wurde
keine Verfarbung der Saulenmatrix beobachtet. Das UV-Vis Spektrum des Eluates zeigte
lediglich eine schwache Absorption bei 280 nm. Das SRI konnte im Durchbruch der
Nickelsaule aufgrund der leichten Blaufarbung vermutet werden.

Eine Uberpriifung der verschiedenen Fraktionen mittels SDS-Gelelektrophorese ergab fiir
das Eluat des SRI-His-tHtrl Komplexes je eine schwache Bande in der Gré3e des SRI-His
und des ko-gereinigten tHtrl. In den Spuren flir den Durchbruch der Saule und den

Waschfraktionen konnte eine Bande in der Grof3e des tHtrl ermittelt werden.
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Abb. 32: SDS-Gel der Fraktionen der Praparation des SRI-His im Komplex mit dem tHtrl
(1) Zytosol (2) Sediment nach Solubilisierung
(3) Membransolubilisat (4) Durchbruch
(5) Waschfraktion, ohne Imidazol (6) Waschfraktion, 20 mM Imidazol
(7) Waschfraktion, pH 5.5 (8) Eluat, pH 4.0

(M) Proteinmarker
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In der Spur des Eluates wurden ca. 1/10 des Gesamtvolumens aufgetragen. Es wird somit
deutlich, daR die Syntheserate des SRI bei der Koexpression mit tHtrl sehr gering ist.
Desweiteren sind noch zahlreiche Banden von Fremdproteinen zu erkennen. Werden die
Waschschritte analog zur Reinigung des SRI durchgefuhrt, bis der DurchfluR keine
Absorption mehr bei 280 nm zeigt, ist das tHtrl im Verhaltnis zum SRI stark abgereichert.
Trotzdem wurden auch dann Banden von Fremdproteinen im SDS-Gel beobachtet.

Das SDS-Gel der Fraktionen der Reinigung des SRI-tHtrl-His Komplexes zeigte ein
analoges Bild. Das Eluat zeigte eine schwache Bande in der korrespondierenden Groi3e
des tHtrl-His und eine im Vergleich deutlich schwéachere Bande fir das SRI. Zudem
wurden Banden von Fremdproteinen verteilt Gber den gesamten Trennbereich erhalten.
Der Komplex konnte auch hier nicht bis zur Homogenitat gereinigt werden.

Es laRt sich daraus schlieRen, dalR die Koexpression bzw. die gemeinsame Synthese des
SRI mit dem tHtrl, unabhéngig davon an welcher Komponente der Histidin-Tag angefiigt

wurde, wesentlich geringer ist als fur die Expression des SRIwt-His.

Separate Expression und Koreinigung des Rezeptor-Transducer Komplexes

Da eine Koexpression des sopl mit dem thtrl nicht méglich scheint, wurde eine getrennte
Synthese beider Proteine mit anschlieender Reinigung als Komplex angestrebt.

Es wurden zwei unterschiedliche Ansatze verfolgt, zum einen wurde das SRI mit Histidin-
Tag synthetisiert und mit dem verkirzten Transducer ohne Affintitatstag fur die Reinigung
kombiniert, zum anderen sollte die Reinigung umgekehrt Gber das tHtrl mit Histidin-Tag
zusammen mit dem SRI erfolgen. Die Expressionskontrollen des tHtrl mit und ohne
Histidin-Tag zeigten bereits 1 h nach Induktion je eine prominente Bande in der

erwarteten Grol3e in annahernd gleicher Intensitat.
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Abb. 33: SDS-PAGE der Expressionskontrollen des htrl-His
1) Htrl-His vor Induktion mit IPTG
(2),(3) Htrl-His 1 h und 2 h nach Induktion
4) Htrl zum Vergleich 3 h nach Induktion
(M) Proteinmarker

(5),(6),(7) Kontrolle Htrl-His ohne Induktion nach 1 h, 2 hund 3 h
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Die Syntheseraten des SRI mit und ohne Histidin-Tag konnten aus den oben genannten
Grinden nur abgeschatzt werden. Ein Vergleich der Intensitdt der Blaufarbung der
Zellsedimente deutete auf eine etwas geringe Syntheserate fiir das SRI ohne Histidin-Tag
hin. Trotzdem wurden zunachst ohne Berilicksichtigung der absoluten Proteinmengen je
2 L der Expressionkulturen kombiniert.

Die Proteine wurden einzelnen synthetisiert und nach Aufschluf? und Solubilisierung der
Membran zunachst das Protein mit Histidin-Tag SRI bzw. tHtrl an die Ni-NTA-Matrix
gebunden. Es wurden hierbei die fur die Reinigung des SRI-His verwendeten Puffer
benutzt. AnschlieRend sollte der Wechselwirkungspartner im DurchfluBverfahren an das
bereits an der Saule adsorbierte Protein binden. Dies schlug in beiden Féallen fehl. Sowohl
das SRI als auch das tHtrl passierten die beladene Séule ohne zu binden.

Daraufhin wurde das Verfahren modifiziert, indem bereits die Zellsedimente der jeweiligen
Expressionsanséatze kombiniert wurden und der Zellaufschlu3 und die Solubilisierung
gemeinsam erfolgte. Durch die langere Inkubationszeit sollte sich hierbei idealerweise der
Komplex bereits wahrend der Solubilisierung bilden. Allerdings konnte auch hier
wiederum nur das Protein mit Histidin-Tag Uber die Saule isoliert werden.

Die Salzkonzentration in den verwendeten Puffern wurde auf 1M NaCl gesenkt, da
vermutet wurde, daf die hohe lonenkonzentration eine Dimerisierung der Proteine Uber
die hydrophobe Interaktionsfliche favorisiert, die normalerweise durch den
Wechselwirkungspartner besetzt ist. Der Komplex konnte jedoch nur in sub-
stdchiometrischer Zusammensetzung isoliert werden, wobei das Protein ohne Affinitats-
Tag stark abgereichert war. Problematisch war hierbei zuséatzlich die geringe Stabilitat des
SRI in Puffern mit weniger als 4M NaCl, so dal3 dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wurde.
Die SDS-Gele der Fraktionen der Praparation beider Varianten, d.h. SRI bzw. tHtrl mit
Histidin-Tag, sind in Abbildung 34 wiedergegeben.

Letztendlich blieb festzustellen, dalR der Rezeptor unter den verwendeten
Pufferbedingungen keinen stabilen Komplex mit seinem Transducer ausbildet. In einer
personlichen Mitteilung bestétigte diese Beobachtung J. Jung auch flr den nativ aus

H. salinarum isolierten SRI-His Htrl Komplex (4 M NacCl in allen Puffern).
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Abb. 34: SDS-Gele der Praparation des SRI-His + tHtrl (a) und des tHtrl-His + SRI (b)
(1) solubilisierte kombinierte Membranfraktion/Auftrag auf die Nickelsaule
(2) Durchbruch (3) Waschfraktion 1
(4) Waschfraktion 2 (5) Waschfraktion 3
(6) Eluat (M) Proteinmarker

3.2.3 Klonierung und Praparation des SRI-link-tHtrl-His Komplexes

Um die oben erlauterten Schwierigkeiten bei Isolierung und Reinigung des SRI im
Komplex mit seinem Transducer Htrl zu umgehen, wurde das SRI C-terminal Uber einen
Peptidlinker mit dem N-Terminus des tHtrl-His verbunden.

Eine Fusion des SRI mit dem Transducer tHtrl ermdéglicht die Reinigung im stabilen
Komplex und garantiert zudem eine 1 : 1 Stochiometrie beider Komponenten. Im Gegen-
satz zu bakteriellen Chemorezeptoren, in denen ein Homodimer den funktionalen
Komplex bildet, konnte A. Wegener zeigen, dal} das sensorische Rhodopsin Il (pSRII) aus
N. pharaonis im Komplex mit seinem Transducer eine 2 : 2 Stochiometrie aufweist. Ob
eine Dimerisierung fur die Funktion essentiell ist, wurde aber bisher nicht gezeigt.

Fur den verwandten archaebakteriellen Rezeptor-Transducer Komplex pSRII-pHtrll
konnten J. Jung und J.L. Spudich (persénliche Mitteilung) zeigen, daf3 eine Fusion dieser
beiden Proteine tber einen Peptidlinker einen funktionalen Komplex ergibt.

Die Peptidsequenz des Linkers wurde daher fiir die Synthese des SRI-link-tHtrl-His
Komplexes Ubernommen und ist in der folgenden Abbildung zusammen mit der

abgeleiteten DNA-Sequenz wiedergegeben.
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Abb. 35: Peptidsequenz des Linkers und die davon unter Beriicksichtigung des Kodon

Verwendung in E. coli abgeleitete DNA-Sequenz.

In griin und rot ist die Lage der fir die Klonierung verwendeten Oligonukleotide

markiert. Die uUberhdngenden Enden sind jeweils kompatibel zum SRI bzw.

tHtrl-His. Die sich anschlieRenden Proteinsequenzen des SRI bzw. tHtrl-His

entsprechen denen unter 3.2.1 angegebenen. Die vollstandige DNA-Sequenz ist

im Anhang gezeigt.
Die Insertion des Linkers erfolgte (lber PCR nach dem Verfahren von Ho et al. (1989),
welches ebenfalls zur Darstellung der Cysteinmutanten verwendet wurde und unter 3.2.6
ausfuhrlich erlautert wird. Die beiden Primer SRIlinkrev und tHtrl-Hislinkhin zur Einfuhrung
des Linkers wurden hierbei so konzipiert, dal3 sich eine Uberlappende Sequenz aus
13 Basen ergibt. Stromabwarts hiervon befindet sich entsprechend die zum sopl bzw.
thtrl-His kompatible Sequenz in einer Léange, daf} sich trotz der nicht kompatiblen
Sequenz am 5'-Ende eine Schmelztemperatur von 60°C flr die erste PCR ergab.
Zunéchst wurde das sopl-Gen im Vektor pET27bmod-sopl mit Hilfe der Primer T7prom
und SRIllinkrev amplifiziert. Die PCR fur das thtrl-His aus dem Vektor pET27b-thrtl-His
wurde analog mit den Primern T7term und tHtrl-Hislinkhin durchgefiihrt. In einer zweiten
PCR wurden nun die beiden gereinigten Amplifikate kombiniert und in einem
vorgelagerten Schritt aufgeschmolzen und anschlieRend durch Abkuhlen hybridisiert. Die
PCR wurde anschlieBend mit den Primern T7prom und T7term wie beschrieben
durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz wurde Uber Agarosegelelektophorese aufgetrennt und das
Amplifikat in einer GréRe von 1,5 kb isoliert. Nach Restriktion mit Ncol/Hindlll wurde der
Reaktionsansatz wiederum Uber ein Agarosegel aufgetrennt und das DNA-Fragment sopl-
link-thtrl-His in einer GréRe von 1,2 kb eluiert. Durch Ligation mit dem Ncol/Hindlll
restringierten Vektor pET27bmod ergibt sich folgender Expressionsvektor pET27bmod-

sopl-link-thtrl-His:
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Abb. 36: Physikalische Karte des Expressionsvektors pET27bmod-sopl-link-thtrl-His

Die DNA-Sequenz des klonierten Gens wurde durch DNA-Sequenzierung verifiziert.

Die Expression erfolgte wie beschrieben in E. coli BL21(DE3) (vgl. 2.7.2). Auf einem SDS-
Gel der Expressionkontrollen war im Vergleich zur Kontrollkultur keine prominente Bande
nach Induktion analog zum SRI-His zu erkennen. Das Zellsediment zeigte jedoch eine
deutliche Blaufarbung. Die Reinigung des SRI-link-tHtrl-His Komplexes erfolgte identisch
zu der des SRI-His. In der folgenden Abbildung ist ein SDS-Gel des gereinigten

Komplexes im Vergleich zum SRI-His gezeigt.

M 1 M 2 kDa
et s —i67
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Abb. 37: 12% SDS-Gel des gereinigten SRI-linktHtrl-His im Vergleich zum SRI-His

In der Spur fur den Komplex SRI-link-tHtrl-His zeigen sich zwei prominente Banden. Die
Bande entsprechend einer Grof3e von 43 kDa korrespondiert gut mit der fir den Komplex
berechneten GroRRe von 43,2 kDa. Die zweite Bande bei wesentlich hdherem Molekular-
gewicht von ca. 94 kDa ist moglicherweise dem Dimer des Komplexes zu zuordnen.

Fur das auf 3295 % angereicherte SRI-His (Kalkulation Uber die Absorptionsbanden bei

280 nm und 580 nm) zeigen sich im SDS-Gel wie oben erlautert drei charakteristische
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Banden. Das Signal bei einem apparenten Molekulargewicht von 26 kDa ist dem
monomeren SRI-His zuzuordnen (berechneter Wert: 25,3 kDa).
Das Absorptionsspektrum des gereinigten SRI-link-tHtrl-His (Abb.38) zeigt ein nahezu

identisches Bandenmuster im Vergleich zu dem des SRI-His.

T —— SRI-His
—— SRI-link-tHtrl-His

rel. Absorption

T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700
Nnm

Abb. 38: Absorptionspektrum des solubilisierten SRI-link-tHtrl-His bei pH 6.0 (I max: 587 nm)
Zum Vergleich ist das Spektrum des SR-His bei pH 6.0 gezeigt (I max: 590 nm).
Puffer: 4 M NaCl, 50 mM Mes

Die charakteristische Absorptionsbande des Chromophors liegt auch im Komplex des SRI
mit seinem Transducer bei ~590 nm (pH 4.0). Bei pH 6.0 ist diese Bande im Vergleich
zum SRIwt-His leicht hypsochrom zu 580 nm verschoben. Ebenso wie fur das SRI-His
zeigt sich hier eine Absorptionsbande bei 400 nm, die vermutlich der deprotonierten
Schiffbase zuzuordnen ist. Analog zum separaten Rezeptor nimmt die Intensitat dieser
Bande bei langerer Lagerung im Dunkeln bei 4°C ab, verschwindet jedoch nie ganz. Das
Verhéltnis der Absorptionsbande bei 280 nm zu der bei 580 nm betr&gt hier 1 : 2. Dieses
Verhéltnis dient wie erwahnt als Mal3 fir die Reinheit und betragt fir den separaten
Rezeptor idealerweise 1 : 1,6 (pH 5.0). Dieses Verhaltnis konnte fir das SRI-link-tHtrl-His
nicht erreicht werden, obwohl die Bindung des Transducers zumindest auf die
Absorptionsbande bei 280 nm keinen EinfluB haben sollte, da das tHtrl-His nur eine
aromatische Aminosaure besitzt.

Ob mdoglicherweise die Fusion der beiden Proteine einen Einflu} auf die Bindung des
Chromophors all-trans-Retinal hat ist unklar, so dafl} ein partieller Verlust des
Chromophors bei der Praparation nicht ausgeschlossen werden kann, wodurch sich das
Absorptionsverhaltnis verschlechtert. Die Uberpriifung der Funktionalitat des Rezeptor-
Transducer-Komplexes erfolgte wie unter 3.2.4 beschrieben Uber die pH-Abh&ngigkeit

des Photozyklus.
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3.2.4 Rekonstitution von SRI in Purpurmembran-Lipide und Préaparation des
tHtrl-His

Fir Untersuchungen des SRI in seiner ,nattrlichen® Umgebung wurde das Protein in
Purpurmembran-Lipide rekonstituiert. Diese Lipide werden aus H. salinarum aus der
sogenannten Purpurmembran (PM), welche aus Bakteriorhodopsin-Clustern mit Lipiden
besteht, isoliert. Die Uberfilhrung des Proteins aus Detergenz-Micellen in PM-Lipide,
Rekonstitution genannt, ermoglicht es, den Zustand des Proteins in seiner nativen
Umgebung zu imitieren. Sowohl SRI als auch der Komplex SRI-link-tHtrl-His wurden
hierfiir mit PM-Lipiden in einem molaren Verhaltnis von 1 : 20 bzw. 1 : 30 (Protein : Lipide)
zusammen mit Biobeads wie beschrieben (2.7.6) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach
Abfiltrieren der Biobeads lassen sich die Proteine rekonstituiert in den
Membranfragmenten  durch  Zentrifugation sedimentieren. Nach  erfolgreicher
Rekonstitution ist der Uberstand klar und farblos, wohingegen das Membransediment die
fur das SRI typische Blaufarbung aufweist. Die so praparierten Proben wurden unter
anderem fur Photozyklusexperimente verwendet. Wie die Versuche zur gemeinsamen
Reinigung des verkirzten Transducers mit dem SRI gezeigt haben, bilden die
solubilisierten Proteine keinen stabilen Komplex aus. Um jedoch einen Vergleich zu dem
uber den Peptidlinker verbundenen SRI-tHtrl-His Komplex zu haben, sollte das SRI-His
zusammen mit dem Transducer tHtrl-His rekonstituiert werden. Moéglicherweise ist die
Bildung des Komplexes in der hydrophoben Umgebung der Lipide wahrscheinlicher.
Hierfir wurde das thtrl-His zunachst wie oben beschrieben ausgehend vom Vektor
pPET27b"-thtrl-His exprimiert. In Abanderung zur Expression des sopl-His wurde kein all-
trans-Retinal bei der Induktion zugesetzt.

Die Reinigung des tHtrl-His erfolgte Uber eine Nickel-NTA-Saule mit den im Methoden-
Teil aufgelisteten Puffern. In Abanderung zur Préparation des SRI-His wurde in allen
Puffern 0,5% DM verwendet, da das tHtrl-His sonst, wie in Vorversuchen gezeigt werden
konnte, ausféllt. Die Elution unspezifisch an die Saulenmatrix gebundener Proteine
erfolgte hier durch den Zusatz von Imidazol zu den Puffern.

Das tHtrl-His wurde anschlieBend mit 200 mM Imidazol bei pH 6.0 eluiert. Die
Konzentration des Proteins erfolgte mit VIVA-Spin-Filtereinheiten mit einer
AusschluRgréRe von 10 kDa. Es mufite hierbei beachtet werden, dal3 das tHtrl-His nicht
zu stark ankonzentriert wurde, da es sonst als unloslicher Niederschlag ausfiel.

Die Konzentration wurde, da nur eine aromatischer Aminosauren enthalten ist, Uber die

Absorption bei 228,5 nm und 234,5 nm mit Hilfe folgender Formel (Ehresmann et al.,

" A5 = Pous / o
1973) abgeschatzt: —= __— = =X =
) abg 314 g ml g
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Die so ermittelte Proteinmenge stellt insofern nur eine grobe Schatzung dar, da hier ein
fur alle Proteine typischer Absorptionsbereich gewahlt wurde, so dafd eine Beitrag durch
andere Proteine nicht ermittelt noch ausgeschlossen werden kann. Es konnten 1-2 mg
tHtrl-His pro Liter kultivierter Zellen isoliert werden.

In der folgenden Abbildung ist ein SDS-Gel der Fraktionen der Reinigung des tHtrl-His
abgebildet.

kDa 1 2 3 4 M 5
- ! i —
67—
43—
30_ ——
20.1— -<«— tHtrHis
14.4 -
Abb. 39: SDS-Gel der Fraktionen der Praparation des tHtrl-His
(1) Solubilisat tHtrl-His (2) Durchbruch
(3) Waschfraktion 1 (4) Waschfraktion 2
(5) Eluat (M) Proteinmarker

In den Spuren des Solubilisates, des Durchbruchs und der Waschfraktion 1 zeigt sich eine
prominente Bande bei 20 kDa, die ebenfalls im Eluat erkennbar ist. Sie entspricht der in
den Expressionkontrollen nach Induktion erscheinenden Bande. Im Eluat sind neben der
Bande des tHtrl-His Banden verunreinigender Proteine bzw. von proteolytischen
Spaltprodukten des tHtrl-His zu erkennen.

Aufgrund der Gréf3e konnte die Bande bei 40 kDa mdéglicherweise auf eine Dimerisierung
des tHtrl-His zurtckzufihren sein. Das Protein konnte in einer anschlie@enden DEAE-
Chromatographie weiter angereichert werden.

Auffallig war weiterhin, dal das Sediment nach Solubilisierung der Membran noch
grolRere Mengen des verkirzten Transducers enthdlt (nicht gezeigt). Moglicherweise
handelt es sich hierbei um ,inclusion-bodies”, so dal3 die tatsachlich synthetisierte Menge
tHtrl-His deutlich Uber der isolierten liegt. Trotzdem wurde von einer Aufarbeitung unter
denaturierenden Bedingungen abgesehen, da die Reinheit und die isolierte Menge

tHtrl-His ausreichend war fur eine Rekonstitution mit dem SRI-His.
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Die beiden gereinigten Proteine wurden im Verhaltnis 1 : 2 gemischt (SRI-His : tHtrl-His).
Das tHtrl-His wurde im UberschuRR eingesetzt, da die Konzentrationsbestimmung wie
oben erlautert nur ungenau war und gewahrleistet werden sollte, daR sich kein freies
SRI-His in der Membran befindet.

Der Proteinkomplex wurde im molaren Verhéltnis 1 : 30 (Proteinkomplex : Lipiden) mit
PM-Lipiden versetzt und unter Zugabe von Biobeads Uber Nacht bei 4°C vorsichtig
geschuttelt. Die Membranfragmente mit dem Rezeptor-Transducerkomplex wurden
sedimentiert. Die Analyse des Uberstandes Uber SDS-Gelelektrophorese zeigte keine
Banden in fur das SRI-His bzw. das tHtrl-His typischen Grof3e. Die Membransuspension
des SRI-His voraussichtlich im Komplex mit dem verkirzten Transducer wurde fur pH-
Titrationsversuche und Photozyklusexperimente verwendet. Die Ergebnisse zeigten

jedoch, daf3 in der Membran kein funktioneller Komplex gebildet wurde.

3.2.4 pH-Titration des SRI

Das Absorptionsspektrum des in E. coli synthetisierten SRIwt-His zeigt im Grundzustand
zwei fur den Chromophor Retinal typische breite Absorptionsbanden bei 587 nm und bei
400 nm (pH 6.0). Hierbei ist sowohl fur das Transducer-freie SRI als auch im Komplex mit
dem Htrl eine pH-Abhéngigkeit der Lage der Absorptionsmaxima zu beobachten. Bei
héheren pH-Werten (> 6.5) erfahrt das Absorptionsmaximum bei 587 nm eine
hypsochrome Verschiebung auf 550 nm und die Absorption bei 400 nm nimmt zu.
Hingegen bleibt bei niedrigeren pH-Werten (< 5.5) das Absorptionsmaximum bei 587 nm
erhalten und es zeigt sich lediglich eine Abnahme der Absorption bei 400 nm (s. Seite 79,
Abb.30). Krebs et al. (1995) erhielten fiir das im nativen Organismus H. salinarum
exprimierten SRI-His analoge Ergebnisse.

Wie von Rath et al. (1996) gezeigt werden konnte, ist die Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 587 nm auf 550 nm auf die Deprotonierung der
Asparaginsaure 76 zurlickzufthren. Der pK,-Wert des Asp76 ist weiterhin abhangig
davon, ob der Transducer Htrl gebunden ist oder nicht. Fir das freie SRI wurden pK,-
Werte zwischen 6.5 und 7.2 erhalten (Krebs et al., 1995; Bogomolni et al., 1994)
wohingegen im Komplex ein pK,-Wert von 8.5 ermittelt wurde (Bogomolni et al., 1995).
Die 400 nm-Bande im Grundspektrum des SRI konnte jedoch bisher keiner Spezies
eindeutig zugeordnet werden.

Die pH-Titrationsanalyse des in E. coli synthetisierten SRI-wt-His sollte in Kombination mit
den Photozyklusdaten als Kontrolle der Funktionalitét des Proteins dienen. Mit Hilfe eines
multiexponentiellen globalen Fits sollten hierbei die Gleichgewichte zwischen den

verschiedenen Spezies bestimmt und die pK,-Werte ermittelt werden.
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Die Analyse des fusionierten Komplexes SRI-link-Htrl-His erfolgte analog. Ein Vergleich
mit den pK,-Werten des freien SRI sollte im weiteren einen ersten Anhaltspunkt flir einen

funktionale Komplexierung des SRI und Htrl liefern.

pH-Titration des SRIwt-His

Fiur die pH-Titration des SR-wt-His wurde zun&chst eine Probe des gereinigten in DM
solubilisierten SRI verwendet. Die Probe wurde hierfir in 1M NaCl (pH 6.0) umgepuffert,
da die verwendete pH-Elektrode den hohen Salzgehalt von 4M NacCl nicht toleriert und die
bei der Reinigung verwendete Puffersubstanz ,Mes" die Messergebnisse verfalschen
wuirde. Nach der Adaption an Dunkelbedingungen (Uber Nacht bei 4°C) wurde die Probe
in einer Klvette in das umgebaute Spektrometer tberfuhrt. Die unter 2.8.5 beschriebene
MefRanordnung erlaubt die Titration der Probe im Spektrophotometer ohne die Kiivette zu
entfernen. Nach Einstellen des gewtiinschten pH-Wertes mit 10 — 20 L einer 5 — 10 mM
NaOH- bzw. HCI-L6sung wurde jeweils ein Absorptionsspektrum von 800 — 250 nm auf-
genommen. Zur Uberprifung der Reversibilitit des beobachteten Prozesses wurde die
Probe ausgehend von pH 6.0 schrittweise auf den oberen bzw. unteren pH-Grenzwert
titriert und analog wieder auf pH 6.0 eingestellt. Das solubilisierte SRIwt-His zeigte hierbei
eine zu geringe Stabilitéat, da bei hoheren pH-Werten (> 8.0) die Bleichung beobachtet
wurde.

Es wurde daher das in PM-Lipide rekonstituierte gereinigte SRIwt-His verwendet. Dies bot
insofern den Vorteil, daf3 die gewlinschten Pufferbedingungen durch Sedimentation und
Resuspendierung leichter einzustellen waren. Die ermittelten Rohdaten wurden
anschliel3end mit Hilfe einer von Bjorn Klink entwickelten Programmroutine bearbeitet. Die
bedingt durch die Verwendung einer Suspension erhOhte Rayleigh-Streuung wurde
subtrahiert. Hierfir wurde zunachst eine Funktion zur Beschreibung der
Wellenlangenbereiche von 275 nm bis 306 nm und von 701 nm bis 760 nm gefunden und
diese dann von den restlichen Daten abgezogen. Anschlieend wurde die durch die
Zugabe von NaOH bzw.HCI erhaltene Verdiinnung der Probe eliminiert (Normierung auf
280 nm) und die Daten auf den interessierenden Absorptionsbereich von 350 bis 700 nm
reduziert. In Abbildung 39 sind exemplarisch einige der resultierenden Spektren gezeigt.
Der pH-induzierte Trend der Verschiebung bzw. Intensitatsanderung der

Absorptionsmaxima sind durch Pfeile verdeutlicht.
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Abb. 39: Absorptionsspektren des SRIwt-His im pH-Bereich von 3.5 bis 10.65.

Spektrenzahl zur besseren Ubersicht reduziert. Die eingezeichneten Pfeile
verdeutlichen die Veranderungen der Absorptionsmaxima bei 580 nm bzw. 400 nm
von pH 3.5 bis 10.65. Rohdaten bearbeitet: Verdinnungsfaktor eliminiert,
Rayleighstreuung subtrahiert.

AnschlieRend wurden die Absorptionsmaxima in einem globalen Fit von Gaussfunktionen
ermittelt. In Abbildung 40 sind die resultierenden pH-Titrationskurven bei den ermittelten

Absorptionsmaxima von 580 nm, 530 nm, 404 nm und 338 nm gezeigt.
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Abb. 40: pH-Titrationskurven des SRIwt-His (rekonstituiert in PM-Lipide, 1 M NacCl)

Die Datenpunkte der Absorptionsmaxima wurden mit Hilfe von Boltzmann-
funktionen gefittet. Die Absorptionsmaxima bei 537 nm und 590 nm wurden unter
der Voraussetzung eines gemeinsamen Wendepunktes gefittet. Die Werte fur 404
nm wurden unabhéngig gefittet. Die Absorption bei 370 nm (M-Intermediat) kann
im Rahmen der MelRgenauigkeit als konstant angesehen werden.
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Die Daten der Absorptionsmaxima bei 530 nm und 580 nm wurden mit Hilfe einer
Boltzmann Funktion multiexponentiell gefittet, wobei der Wendepunkt x, fir beide Kurve
als identisch vorausgesetzt wurde. Beide Kurven werden im interessierenden pH-Bereich
von 5.0 bis 9.0 gut durch die Fit-Funktionen beschrieben. Es ergibt sich ein gemeinsamer
Wendepunkt bzw. pK,-Wert von 6.74. Die Datenpunkte fir das Absorptionsmaximum bei
404 nm wurden unabhéngig davon ebenfalls mit Hilfe einer Boltzmann-Funktion gefittet.
Die systematische Abweichung der Absorptionswerte im pH-Bereich von 9 — 11 konnte
auf eine unzureichende Aquilibrierung zurtickgefiihrt werden. Es resultiert ein pKy-Wert
von 6.16. Das Absorptionsmaximum bei 370 nm ist im Rahmen der Mel3genauigkeit als

konstant anzusehen.

pH-Titration des SRI-link-tHtrl-His

Die pH-Titration des SRI-link-tHtrl-His erfolgte analog zu der des freien SRI rekonstitutiert
in PM-Lipide im pH-Bereich von 3.0 bis 10.0.

Die Auswertung der Daten wurde wie oben beschrieben vorgenommen. Die Qualitat der
erhaltenen Daten ist hier geringer, da das SRI-link-tHtrl-His im basischen pH-Bereich zum
Teil bleichte. Verdeutlicht wird dies durch die starkere Streuung der Daten fiur die
Absorption bei 338 nm, die dem freien Retinal entspricht. Aus der multiexponentiellen
globalen Datenanalyse konnten hier nur durch Festsetzen der Absorption bei 590 nm
sinnvolle Absorptionsmaxima erhalten werden. Die resultierenden Titrationskurven sind in

der folgenden Abbildung gezeigt:
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Abb. 41: pH-Titrationskurve SRI-link-tHtrl-His, rekonstituiert in PM-Lipide, 1 M NacCl.
Die Datenpunkte fur die Absorptionsmaxima bei 537 nm und 590 nm wurden mit
Boltzmann Funktionen gefittet unter der Voraussetzung eines gemeinsamen
Wendepunktes. Die Werte fur 405 nm wurden unabhéngig gefittet. Die starke
Streuung der Datenpunkte fir 338 nm (freies Retinal) sind auf die partielle
Bleichung des SRI-link-tHtrl-His bei pH > 7.5 zurtickzufuhren. Bei Titration zurtick
auf pH 6.0 wurden daher hdhere Werte erhalten.

Analog zum oben beschriebenen Verfahren fur das SRI wurden Boltzmannfunktionen zur
Beschreibung des Kurvenverlaufs gefittet. Aufgrund der starken Streuung fur die
Absorptionsmaxima bei 405 nm und 590 nm ist der erhaltene Fit weniger zuverlassig. Die
Daten des Absorptionsmaximum bei 530 nm werden hingegen gut beschrieben.

Aus den Kurven der Absorptionsmaxima von 530 nm und 590 nm ergibt sich ein pK,-Wert
von 7,36. Fur das Absorptionsmaximum bei 404 nm erhalt man einen pK,-Wert von 6.03,
der gut mit dem fur das freie SRI ermittelten Wert Ubereinstimmt. Die Ergebnisse der pH-
Titrationen des SRIwt-His und SRI-link-tHtrl-His sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst.

Tabelle 1: pKa-Werte der Absorptionsmaxima des SRwt-His und SRI-link-tHtrl-His
370/338 nm 404 nm 537 nm und 580 / 590 nm

SRIwt-His ) 6,16 6,74

SRI-link-tHtrl-His ) 6,03 7,36
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3.2.6 Untersuchung des Photozyklus des SRI

Der Photozyklus des SRI wurde in der Transducer-freien Form und im Komplex als SRI-
link-tHtrl-His untersucht. Die exakte Beschreibung dieses ersten Prozesses der
Reizaufnahme ist zum Verstandnis der sich anschlielRenden Signalweiterleitung und —
verarbeitung essentiell.

Durch die Variation der Wellenlange des Anregungslichtes sollte hier zunachst die fur die
verschiedenen Spezies des Grundzustandes des SRIwt-His spezifische Anregungs-
wellenlange ermittelt werden. Im folgenden sollten nach gezielter Anregung nur einer
Spezies erstmals die charakteristischen Kinetiken des einzelnen Photozyklen ermittelt
werden. Die Mutante SRID76N kann als Modell des SRIlsg; verstanden werden. lhre
Photozyklusdaten sollten daher die Ergebnisse verifizieren.

Spudich & Spudich (1993) konnten zeigen, dal3 die Bindung des Htrl den Photozyklus des
SRI moduliert. Im Gegensatz zum Transducer-freien SRI zeigt das SRI im Komplex mit
Htrl eine pH-unabhéngige Kinetik. Ein Vergleich der ermittelten Daten flr das
Fusionsprotein SRI-link-tHtrl-His mit denen des SRIwt-His sollte daher den Nachweis

erbringen, dal3 sich das SRI hier im funktionellen Komplex mit dem tHtrl befindet.

Abhéangigkeit des Photozyklus von der Anregungswellenlinie

Eine Analyse des gereinigten und in PM-Lipide rekonstituierten SRIwt-His lieferte keine
verniunftigen Daten. Der Photozyklus war hier im Vergleich zu Literaturdaten fiir das
homolog exprimierte SRI bis zu 100fach verlangsamt. Erste Untersuchungen des
heterolog exprimierten SRIwt-His in der E. coli Membran, lediglich angereichert Uber
einen Succhrose-Gradienten, ergaben einen identischen Photozyklus zu der des in DM
solubilisierten SRIwt-His und zeigten gute Ubereinstimmungen mit den Literaturdaten.
Aufgrund der leichterern Handhabung wurde daher im folgenden das in DM solubilisierte
SRIwt-His verwendet.

Voraussetzung fur Analyse des Aktionsspektrums im Hinblick auf die sich anschlie3enden
Photozykusexperimente ist, daf3 die Variation des Anregungslichtes keinen Einflu auf die
Kinetik des untersuchten Intermediates hat. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde ein
Aktionsspektrum des BR aufgenommen, da wesentlich detailliertere Informationen tber
den Photozyklus vorliegen. In Abbildung 42 sind exemplarisch die transiente Absorption
bei 400 nm nach Anregung mit Licht der Wellenlange 410 nm, 565 nm und 700 nm
gezeigt. Im rechten Teil der Abbildung (b) wurde die Absorption der Transienten normiert
und man erkennt deutlich, daR die Kinetik der Bildung und des Zerfalls identisch ist. Bei

unterschiedlicher Anregung variiert somit lediglich die Amplitude.
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Abb. 42: Transiente Absorption des BR bei 400 nm nach Anregung bei 410 nm, 565 nm und

700 nm. (b) Amplituden normiert, die Spur fir 700 nm ist aufgrund des schlechten
Signal zu Rauschverhéltnisses nicht gezeigt. Sie ist jedoch ebenfalls deckungs-
gleich mit den dargestellten.

Zur Aufnahme des Aktionsspektrums des SRIwt-His wurde die Wellenldnge des
Anregungslichtes im Bereich von 410 — 700 nm (10 nm Schrittweite) variiert. Die
Absorptionsdnderungen des SRI wurden bei 530 und 580 nm, den fir die beiden Spezies
des Grundzustandes indikativen Wellenlangen, aufgenommen, sowie bei 400 nm, dem
Absorptionsmaximum des M-Intermediates. Zur Anregung wurde als Lichtquelle ein im
angegebenen Bereich durchstimmbarer Nd-Yag-Laser verwendet. In Abbildung 43 ist

exemplarisch der Datensatz fiir die Absorptionsanderung des SRI bei 400 nm dargestellt.
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Abb. 43: Transiente Absorption des SRI bei 400 nm in Abh&ngigkeit der Wellenlange des

Anregungslichtes und von der Zeit bei 30°C und pH 6.0 (4 M NaCl, 50 mM Mes).
Die drei Anregungswellenlangen, die zu einem lokalen Maximum in der transienten
Absorption bei 400 nm zuzuordnen sind, sind markiert.
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Die multiexponentielle globale Datenanalyse wurde von Chizov et al. (1996) zur
Beschreibung der Photozyklusdaten entwickelt (vgl. Abschnitt 2.9.2). Diese Methode
wurde hier erstmals fir die Analyse von Aktionsspektren transienter Absorptionen
angewendet. Die Datensatze konnten fir alle drei Absorptionswellenlangen durch vier

Exponentialfunktionen beschrieben werden. Aus den Exponenten resultieren die vier

In20

ki * g

®
angegebenen Halbwertszeiten gemaf: gi =

In Abbildung 44 ist die differentille Absorptionsanderung des SRIwt-His bei 400 nm nach
Anregung bei 410 — 700 nm gezeigt. Die Photonendichte, maRRgeblich fiir eine vergleich-
bare Anregung bei unterschiedlicher Wellenlange, konnte im Vergleich zur Varianz der
Amplituden als konstant betrachtet werden. Betrachtet man die Absorptionsanderung des
M-Intermediates (400 nm) ergeben sich fur seine Bildung drei Halbwertszeiten von

4,62 us, 3,04 ms und 110 ms jedoch nur eine fur dessen Zerfall.
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Abb. 44: Differentielle Absorptionsénderung des SRIwt-His bei 400 nm im Bereich der

Anregungswellenlange von 410 — 700 nm (in DM, 4 M NaCl, 50 mM Mes, pH 6.0).
Eine negative Amplitude ist hierbei als Bildung des M-Intermediates und eine
positive Amplitude als Zerfall des M-Intermediates zu interpretieren. Zur
Veranschaulichung wurden Gauss-Funktionen an die jeweiligen Datensatze
angepasst. Die berechneten Halbwertszeiten sind Uber den entsprechenden
Diagrammen angegeben. Mit einem Pfeil sind jeweils die Anregungswellenléangen
gekennzeichnet, die der maximalen Bildung des M-Intermediates fur die
spezifischen Halbwertszeiten zuzuordnen sind.
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Die Bildung des M-Intermediates mit einer Halbwertszeit von 4,62 ps ist auf eine
Anregung durch Licht im Bereich von ~ 510 nm zurlickzufiihren. Mit einer Halbwertszeit
von 3 bzw. 110 ms wird das M-Intermediat nach Anregung mit Licht der Wellenlange
~620 nm bzw. ~610 nm beobachtet. Im Rahmen der Genauigkeit der ermittelten
Anpassungskurven sind die beiden letzten Anregungswellenlangen als identisch zu
betrachten.

Es ergeben sich somit zwei unterschiedliche Anregungswellenlangen die zur Bildung
eines M-Intermediat fuhren mit deutlich verschiedenen Halbwertszeiten. Vergleicht man
die ermittelten Anregungswellenlangen mit den Absorptionsmaxima der beiden
Grundzustande, so dal3 die kinetisch schnellere Bildung des M-Intermediates dem
Grundzustand absorbierend bei 530 nm zuzuordnen ist und entsprechend die langsamere
Kinetik der 580 nm-Spezies. Die Abweichung der Wellenlangen maximaler Anregung von
den Absorptionsmaxima der beiden SRI-Grundzustande ergibt sich aus der Uberlappung
der Absorptionsbanden. Die maximale Anregung der einzelnen Spezies wird daher erst
bei einer niedrigeren bzw. hoheren Wellenlange als dem Absorptionsmaximum erreicht. In

Abbildung 45 ist dieses Phanomen schematisch fiir zwei Absorptionsbanden verdeutlicht.
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Abb. 45: Schematische Darstellung zweier (berlappender Absorptionsbanden und der

daraus fur die maximale Anregung resultierenden Wellenlangen. In schwarz (A)
und blau (B) sind die absoluten Absorptionsbanden von zwei Absorptionsmaxima
dargestellt. Die Differenzkurve in rot (A - B) zeigt hierbei das verschobene
Maximum, indem maximale Anregung der Bande A beobachtet wird.
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Das M-Intermediat zeigt jedoch mit einer Halbwertszeit von 110 ms noch eine signifikate
Anregung bei 510 nm. Fir die anschlieenden Photozyklus-Experimente wurden daher
die Anregungswellenlangen 470 nm und 630 nm gewahlt, da hier noch eine ausreichende
Anregung der jeweiligen Spezies des Grundzustandes (im folgenden als SRlsz;y bzw.
SRIsgy bezeichnet) mit minimalem Beitrag des jeweils anderen Grundzustandes erreicht
wird. Dies sollte fiir eine Separierung der spezifischen Photozykluskinetiken ausreichend
sein. Die ermittelten Halbwertszeiten sollten hierbei entsprechend erhalten bleiben.

Die Zuordnung der Halbwertzeiten zu SRIls3 bzw. SRlsgy wurden in zwei weiteren
Experimenten Uberprift. Analog zu dem oben beschriebenen Verfahren wurden die
Aktionsspektren des SRIwt-His bei pH 6.5 und pH 5.0 aufgenommen. Wie den
pH-Titrationen zu entnehmen ist, liegt bei pH 5.0 hauptséchlich SRIsg vor. Bei pH 6.5 ist
hingegen das Gleichgewicht zur 530 nm-Spezies mit deprotonierter Asparaginsaure 76
verschoben. Exemplarisch sind in der folgenden Abbildung die optischen Transienten bei

400 nm fur pH 5.0 und 6.5 nach Anregung bei 630 nm bzw. 470 nm dargestellt.

pH 6.5 pH5
0,020 e 0,010 e
0,015 J
A 0010 4 0005 .
e} ]
[a]
0,005 .
0,000 0,000
-0,005 .
-0,010 ““Hmm\ sl il vl v vl v nd vl -0,005 //Hmm\ sl vl vl v el vl il
107 10° 10° 10* 10° 10° 100 10° 10" 107 107 10° 10° 10* 10° 10® 10" 10° 10" 10
Zeit, s Zeit, s
Anregungswellenldange: —— 630 nm
— 470 nm
Abb. 46: Transiente Absorption des SRIwt-His bei 400 nm fur pH 6.5 und pH 5 nach

Anregung mit Licht der Wellenlangen 630 nm und 470 nm.

Im Vergleich der Transienten zeigt sich bei pH 6.5 ein deutlich ausgepragteres Maximum
im Bereich der schnellen Kinetik nach Anregung bei 470 nm. Entsprechend ist bei pH 5.0
unabhangig von der Anregungswellenlange nur die langsame Bildung des
M-Intermediates zu beobachten. Fur die Anregung bei 470 nm ist die Amplitude aufgrund
des Abstandes zum Absorptionsmaximum von 580 nm entsprechend kleiner. Dies
verifiziert die getroffene Zuordnung der langsamen Bildung des M-Intermediates zur

580 nm-Spezies und der schnellen Bildung zur 530 nm-Spezies des Grundzustandes.

2
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Als Modell fir den Grundzustand des SRI mit protonierter Asparaginséure (I max = 580 nm)
dient die Mutante SRID76N (Rath et al., 1994). Die Untersuchung ihres Photozyklus sollte
daher die oben dargestellten Ergebnisse bestatigen. Die Mutagenese des SRI erfolgte
nach dem Verfahren von Ho et al. und ist im Kapitel 3.2.7 fiur die Synthese der
Cysteinmutanten naher beschrieben. Das Absorptionsspektrum des SRID76N zeigt wie
erwartet ein pH-unabhangiges (pH 5.0 - 7.0) Absorptionsmaximum bei 587 nm. Aufgrund
der geringeren Stabilitéat dieser Mutante wurden die optischen Transienten bei 380 nm
und 580 nm fur nur zwei Anregungswellenlangen (500 nm und 600 nm) ermittelt (Abb.
47).

SRID76N
L | |
0,02 ,Jw “ “ A
//\
( ‘ \ 'h" " ‘w‘N T, — \//'/&
0.00 bl MM I ey
o %% [y
[a] w J/
| s
| ‘ /fJ“
| ‘ i
! m ‘ w il '
0,02 \ | LUgUINTSR i
’\ | N~V m b
‘\
|
| ' v‘
_0104 | | Lol | | [ [
10°  10* 10° 10® 10* 10° 10"  10°
Anregungswellenlange: 500 nm Zeit, s
— 600 nm
Abb. 47: Optische Transienten der Mutante SRID76N bei 380 nm (positive Amplituden) und

580 nm (negative Amplituden) nach Anregung bei 500 nm bzw. 600 nm.

Die optischen Transienten zeigen fur beide Anregungswellenlangen (500 nm bzw.
600 nm) einen identischen zeitlichen Verlauf. Die Bildung des M-Intermediates der
Mutante SRID76N folgt im Gegensatz zu der des Wildtyps nach Anregung bei 470 nm
(Abb. 43) einer singularen Kinetik.

Im Rahmen der Mel3genauigkeit entspricht sie der langsamen Kinetik der Bildung des M-
Intermediates im Wildtyp nach Anregung bei 630 nm. Der Zerfall des M-Intermediates
bzw. die Rilckbildung des Grundzustandes des SRID76N ist ebenfalls etwas langsamer
als im Wildtyp. Obwohl der Photozyklus des SRID76N im Vergleich zu Wildtyp insgesamt
verlangsamt ist, bestatigen die Beobachtungen die entsprechende Zuordnung der
Halbwertszeiten der Bildung des M-Intermediates zu den verschiedenen Spezies des
Grundzustandes fur das SRIwt-His.
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Photozyklus des SRIwt-His

Zur Bestimmung der Kinetik des Photozyklus von SRIwt-His wurden die Absorptions-
anderungen im Wellenlangenbereich von 310 nm bis 710 nm in 10 nm Schritten nach
Anregung durch Licht der Wellenlangen 630 nm und 470 nm aufgenommen. Die Wahl der
Wellenlangen des Anregungslichtes wurde basierend auf den oben erlauterten
Untersuchungen so getroffen, dal es mdglich sein sollte die beiden Spezies des
Grundzustandes (I max: 530 nm und 580 nm) einzeln anzuregen und somit die spezifischen
Photozyklen kinetisch zu charakterisieren. Die Aufnahme der Spektren erfolgte bei 30°C.

In Abbildung 48 sind die transienten Absorptionen des SRIwt-His nach Anregung bei

630 nm exemplarisch dargestellt.
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Abb. 48: Transiente Absorptionen des im DM solubilisierten SRIwt-His (pH 6.0; 4 M NacCl,

50 mM Mes) bei 30°C nach Anregung durch Licht der Wellenlange 630 nm.

Die beiden Datenséatze fir die Anregung bei 630 nm und 470 nm wurden mit Hilfe des
MEXFIT-Programmes nach der Methode der kleinsten Quadrate fur nichtlineare Systeme
analysiert. Die Datenpunkte wurden hierbei von 1 ps bis 20 s nach dem Laserpuls fir
beide Datensatze unabhéngig voneinander durch eine Summe von Exponentialtermen
beschrieben. Unter der Annahme, dal} sich der Photozyklus des SRI durch eine Sequenz
irreversibler Reaktionen 1. Ordnung beschreiben IaR3t, entspricht die Zahl der Exponential-
funktionen der Anzahl der Intermediate.

Die minimale Anzahl der Exponentialfunktionen, die zur Simulation der experimentellen
Daten genlgt, wurde ermittelt, indem ihre Zahl sukzessive erhdht wurde, bis keine

Verringerung der Standardabweichung der gewichteten Residuen mehr beobachtet
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werden konnte (Abb.49). Zur Simulation der Absorptionsédnderungen waren fir beide
Anregungswellenlangen jeweils sechs Exponentialfunktionen ausreichend. Die Ergebnisse

der Datenanalyse sind in Abbildung 50 wiedergegeben.

c
[}
k= 2.2 A
22 .
o
S 204
§ ]
S 18-
2 ]
% T ——n
5 16
© 4
{=))
S 144
<
Q
g 124
Q
<
T 1.0 n L]
[
-8 T T T T T T T T T
8 3 4 5 6 7
@ Anzahl der Exponenten
Abb. 49: Standardabweichung der gewichteten Residuen in Abhangigkeit von der Anzahl

der Exponenten bzw. Exponentialfunktionen.
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Abb. 50: Differentielle Absorptionsanderungen des SRIwt-His nach Anregung bei 470 nm

bzw. 630 nm. Es sind exemplarisch die drei indikativen Wellenlangen 400 nm,
530 nm und 580 nm dargestellt.
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Die Exponenten der Funktionen stellen die apparenten Geschwindigkeitskonstanten k;*
der einzelnen thermischen Zerfalle dar, aus ihnen wurden die Halbwertszeiten berechnet.
Die Amplitudenspektren bi(l ) der einzelnen Exponenten wurden, wie in Abschnitt 2.9.2
beschrieben, ermittelt und die differentiellen Spektren De(l) der Intermediate hieraus

abgeleitet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 51 dargestellt.

t,=5.02 ps t,=95.3 ps t,=4690 s
0,01+ foe A o T /‘*‘\
\ e o 001f \ / \
. ! W 0,00 N i : ’ \ e S
AW WA s N NUTARE BT — &
0.00 A L I \ / Y /
8 | uA \ \ / N ' /
s} W, \ \ \ /
2 \ / 0,01 \ / 0,01 \/ \ 44
0,01 \ \ / \
A 0.02 \ / 0,02 \ )
\ [N | \ / \ ;
19 \‘./ \_,./
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
t,=111 ms t,=1.37s t,=2.47E6 S
———— o 00—
002 - I
/ \ 0,02 /.//\ /\
/ A\
/ \ - 0,01 / / iy ; \
: N o 000
0,00 P=tg . . / N A
AN \ 7] < / N N ~ F4
3 N — S
a N NS T e 7
\ / \/ ‘\\\\w/" / ‘ /
-0,02]- )\ / -0,01 ¢ \ // -0.01¢
\ / \\_ / /
\.\ ././ -0,02 \.\_\ /././ i \\ /
-0,04 k : -0,02 .,

Il Il Il Il Il Il Il | L L L L L L L I I I I I I |
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Wellenlange, nm Wellenléange, nm Wellenlange, nm

Abb. 51: Amplitudenspektren bi(I) (in schwarz) der Exponenten und die daraus

resultierenden Differenzspektren De(l ) (in rot) fur das SRIwt-His (630 nm
Anregung). Die berechneten Halbwertzeiten sind angegeben.

Aus der Datenanalyse geht hervor, dal3 der Photozyklus des SRI mindestens sechs
kinetisch unterscheidbare Intermediate durchlauft. Mogliche Intermediate mit einer Halb-
wertszeit von t < 1us konnten hierbei durch die gewahlten Mel3parameter nicht aufgeldst
werden.

Analog zu den oben dargestellten Untersuchungen wurde der Photozyklus des SRIwt-His
bei pH 4.5 nach Anregung bei 560 nm aufgenommen und analysiert. Dem pH-Titrations-
experiment ist zu entnehmen, dalR bei pH 4.5 nahezu ausschlie3lich SRIlsg, im Grund-
zustand vorliegt. So kann hier unabhangig von der Anregungswellenlange von 560 nm

selektiv der Photozyklus des SRIsg, beobachtet werden.
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Von Spudich & Spudich (1993) ist eine geringe pH-Abhangigkeit des M-Zerfalls fiir das
freie SRI dokumentiert, so dafd hier vermutlich fur alle Halbwertszeiten leicht abweichende
Werte im Vergleich zu denen pH 6.0 zu beobachten sein werden.

Die Daten wurden entsprechend dem zuvor erlauterten Verfahren ausgewertet. Man
erhalt fir den Photozyklus des SRIsgy bei pH 4.5 analog zu den oben dargestellten
Ergebnissen sechs kinetisch  unterscheidbare Intermediate. Die ermittelten
Halbwertszeiten sind im folgenden Abschnitt mit den Ergebnissen der anderen
Messungen zusammengefasst.

Im folgenden wurden die absoluten Spektren der Intermediate fir alle Messungen nach

Gleichung (10) (Abschnitt 2.9.2) aus den Amplitudenspektren berechnet.

Absolute Spektren der Intermediate

Aus den apparenten Geschwindigkeitskonstanten k* lassen sich basierend auf dem
Modell sequentieller irreversibler Folgereaktionen 1. Ordnung die Absorptionsspektren der
einzelnen Intermediate wie unter 2.9.2 (Gleichung 9 + 10) beschrieben berechnen. Die fir
die Berechnung notwendige ,Cycling Fraction“ F;, der Anteil der Molekile, der nach
Belichtung den Photozyklus durchlauft, wurde fir beide Anregungswellenlangen
unabhangig voneinander iterativ bestimmt.

Sie betragt fur die Anregung des SRI bei 630 nm 14 % und fur die bei 470 nm im
Vergleich nur 8 %. Der niedrige Anteil der angeregten Molekulle bedingt sich aus der Wahl
der Anregungswellenlange, die 50 bzw. 60 nm neben dem Absorptionsmaximum liegt. Fur
die Anregung bei 470 nm ist die ,Cycling Fraction zusatzlich kleiner, da bei pH 6.0 der
Grundzustand durch die 580 nm-Spezies dominiert ist. Die berechneten
Absorptionsspektren der Intermediate fir die Anregung bei 630 nm sind in der folgenden
Abbildung gezeigt. Alle ermittelten Absorptionsmaxima der Intermediate mit ihren

korrespondierenden Halbwertszeiten sind in der anschlieBenden Tabelle aufgelistet.



Ergebnisse

104

a

t1=§.02 us

1,0

0,5

t,=95.3 us

0’0 | | | | T 0’0 | | | | T
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
t,=4690 pus t,=111 ms
1,0 ] |
a
0
0,5 ] |
0,0 L L L L 0,0 L L L L B
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
t72.47 s
1,0 |
[a]
o}
0,5 |
N
00300 200 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Wellenlange, nm Wellenlange, nm
Abb.52: Absolute Spektren der Intermediate des Photozyklus des SRIwt-His nach

Anregung bei 630 nm (30°C). In schwarz ist jeweils das Absorptionsspektrum des
Grundzustandes wiedergegeben. Die berechneten Punkte der Intermediatspektren
sind durch Linien verbunden und in rot dargestellt.

Obwohl fiir die Anregung bei 630 nm sechs Ubergange (P: bis Pg) kinetisch aufgelost
wurden, sind in den Spektren nur zwei spektral distinkte Banden nachzuweisen. Die
Nomenklatur der einzelnen Intermediate erfolgt in Anlehnung an die fir den BR-
Photozyklus mit K, L, M, N und O (Lozier et al., 1975). Die Bildung des K-Intermediates,
dessen Absorptionsmaximum von Bogomolni et al. (1987) mit 610 nm angegeben wird,
konnte hier zeitlich nicht aufgelést werden. Im ersten Intermediatspektrum (P;) ist das
K-Intermediat nur durch ein sehr kleines lokales Maximum bei 610 nm erkennbar. Mit
einer Halbwertszeit von 5 ps wird dann das L-Intermediat (P,) mit einem
Absorptionsmaximum von 560 nm gebildet. Mit einer Halbwertszeit von t, = 95 pus geht

Lseo dann in ein schnelles Lsgo «  Ma3 Quasigleichgewicht tber (Ps).
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Das Auftreten mehrerer Absorptionsbanden in den berechneten Spektren der kinetisch
aufgeldsten Intermediate wurde von Chizov et al. (1996) bereits bei der Analyse des BR-
Photozyklus beobachtet. Als Erklarung wurde von den Autoren schnelle Quasigleich-
gewichte zwischen zwei spektral unterscheidbaren Intermediaten postuliert, die kinetisch
nicht aufgeldst werden kénnen. Die Bildung von Ms,3 erfolgt anschlieBend mit t; = 4,69 ms
(P4).

Zusatzlich sind hier im Intermediatspektrum die Absorptionsbanden des Grundzustandes
SRIs3 und SRl4 zu erkennen. Die Intermediatspektren berechnen sich aus der Summe
des Grundspektrums und der einzelnen differentiellen Spektren. Da die Absorption von
SRIs50 Und SR, im Verlauf des Photozyklus nahezu unverandert ist, ergibt sich somit ihr
Beitrag in jedem Intermediatspektrum.

Mit einer Halbwertzeit von 111 ms geht Ms;3 in ein Quasigleichgewicht mit Nsg (Ps) Uber
und zerfallt schlieBlich in den Grundzustand mit t5 = 1,3 s (Ps). Insgesamt wird die
Zuordnung durch die in allen Spektren sichtbare Bande des Grundzustandes SRlszg
erschwert. Ein dem O-Intermediat im BR-Photozyklus analoges Intermediat fehlt im
Photozyklus des SRI und ist auch in der Literatur bisher nicht dokumentiert.

In Abbildung 53 sind zum Vergleich drei der sechs Intermediatspektren des SRI nach
Anregung bei 470 nm gezeigt, in denen signifikante Unterschiede zu den oben
dargestellten zu erkennen sind. Die ermittelten Halbwertszeiten der Intermediate des SRI
nach Anregung bei 470 nm sind im Rahmen der Mel3genauigkeit identisch mit denen fur
die Anregung bei 630 nm. Dies bedingt sich vor allem darin, daf3 auch bei einer Anregung
bei 470 nm ein geringer Anteil der 580 nm Spezies des Grundzustandes angeregt wird
und den Photozyklus durchlauft.

Die absoluten Intermediatspektren resultieren daher aus einer Uberlagerung der
Photozyklen der beiden Grundzustdnde des SRI. Im Vergleich mit den oben dargestellten

Photozyklusdaten der 580 nm Spezies laRt sich jedoch eine Zuordnung treffen.
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Abb.53: Absolute Spektren der Intermediate des Photozyklus des SRIwt-His nach
Anregung bei 470 nm (30°C) bei drei indikativen Halbwertszeiten (insgesamt
sechs). In schwarz ist jeweils das Absorptionsspektrum des Grundzustandes
wiedergegeben. Die berechneten Punkte der Intermediatspektren sind durch Linien
verbunden und in rot dargestellt.

Fur die Anregung des SRI bei 470 nm ist in P; bereits ein geringer Anteil des
M-Intermediates (I max = 373 nm) zu erkennen. Die Bildung des Kgio- und Lsgo-
Intermediates ist somit fiir die 530 nm Spezies deutlich schneller und konnte hier kinetisch
nicht aufgelést werden. Mit einer Halbwertszeit von 5 ps wird Ms;;3 gebildet und ist
eindeutig SRIszy zuzuordnen (P,). Maszs wird mit t, = 136 s in einem spektral
unsichtbaren Ubergang in ein weiteres Ms;; (P3) umgewandelt. Dieser Ubergang
entspricht vermutlich dem Orientierungswechsel des M-Intermediates von der
extrazellularen zur zytoplasmatischen Seite des Protonenkanals, der als molekularer
Schalter von Oesterhelt et al. (1992) fur das BR postuliert wurde.

In P, ist mit t; = 5,4 ms eine Abnahme der Absorptionsbande bei 580 nm und eine
geringe Zunahme von Mgz zu beobachten. Dieser Ubergang ist vermutlich dem
L-M-Quasigleichgewicht des SRIsgg zuzuordnen. Die Bildung von Maszs (Ps) ist eindeutig
auf SRlsgy zurtickzufuihren, da die Halbwertszeit von 111 ms identisch ist mit der fiir den
Photozyklus des SRIlsg ermittelten. Das M-Intermediat beider Spezies des

Grundzustandes zerfallt anschlieRend mit einer Halbwertszeit von 1,3 ms (Ps).



Ergebnisse 107

Der Photozyklus des SRI bei pH 4.5 ist insgesamt beschleunigt. Es konnten ebenfalls
sechs Intermediatspektren berechnet werden, deren Halbwertszeiten eng mit den oben
angegebenen korrelieren. Die ersten drei absoluten Intermediatspektren sind nahezu
identisch mit denen fir das SRIsgo Nnach Anregung bei 630 nm.

In Abbildung 54 sind die letzten drei Intermediatspektren gezeigt. Neben der Bildung von
Ms73 mit t3 = 1,6 ms ist in P, eine zweite Bande bei 510 nm zu erkennen. Mit einer
Halbwertszeit von t, = 45 ms geht Mas;3 anschlieBend in ein Msz73 « X (I max 530 nm)
Gleichgewicht tGber und zerfallt schlie3lich mit ts = 0.6 s. Pg wird bereits von den typischen
Absorptionsbanden des Grundzustandes dominiert, der hier jedoch noch nicht vollstandig

zurlickgebildet ist.
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1,5¢ 1,5-
a
ol,O— 1,01
0,5+ 0,5+
0,0 . . . | ey 0,0 . ) ) R
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
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0,5+
0,0 . . . LS
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Abb. 54: Absolute Spektren der Intermediate des Photozyklus des SRIwt-His nach

Anregung bei 560 nm (pH 4.5; 30°C) bei drei indikativen Halbwertszeiten
(insgesamt sechs). In schwarz ist jeweils das Absorptionsspektrum des
Grundzustandes wiedergegeben. Die berechneten Punkte der Intermediatspektren
sind durch Linien verbunden und in rot dargestellt.

Es zeigt sich jedoch deutlich, daR, entgegen den Beobachtungen von Schmies et al.
(2000), das SRI einen Photozyklus bei pH 4.5 unter Bildung eines M-Intermediates
durchlauft. Aus allen Messungen geht eindeutig hervor, dal} SRIlsg, ebenso wie SRIs3g
einen Photozyklus durchlaufen. Die Halbwertszeiten der einzelnen Intermediate sind bis
zur Bildung des M-Intermediates unterschiedlich, wohingegen der Zerfall von Mszs

kinetisch identisch ist.
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In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Untersuchungen zusammengefasst:

Tabelle 2: Vergleich der Halbwertszeiten der Photozyklusintermediate des SRlsg
(pH 6.0 und pH 4.5) sowie des SRIs3 (pH 6.0) bei 30°C

SRlsgo (pH 6.0) | SRIsgo (pH 4.5) | Intermediat | SRIsz (pH 6.0) | Intermediat
t, 5 us 2,3 us Ke1o Zerfall 6 us Mas-3 Bildung
t, 95 us 57 us Lsgo « Ms7s 140 ps
ts 5ms 1,6 ms Ms73 Bildung 5,5ms Mazs Bildung

(SRlsgo)
t4 111 ms (45 mS) M373 « N560 110 ms
ts 14s (0,6 5) Ma7/Nseo 13s Mays Zerfall
Zerfall

ts 25s 2,6s 2,7s

Die Daten fur SRIsgy bei 4.5, die in Klammern gesetzt wurden, sind nicht eindeutig einem
Intermediat-Ubergang zuzuordnen.

Photozyklus des SRI-link-tHtrl-His

Die Untersuchung des Photozyklus des SRI-link-tHtrl-His erfolgte analog zu der des
Transducer-freien-SRI. Es wurden die optischen Transienten des SRI-link-tHtrl-His im
Bereich von 370 bis 700 nm nach Anregung bei 630 nm bzw. 470 nm bei pH 6.0
aufgenommen. Zusatzlich wurden die Photozyklusdaten bei pH 4.5 nach Anregung bei
560 nm ermittelt. Spudich & Spudich (1993) dokumentierten fur das SRI im funktionellen
Komplex mit seinem Transducer im Gegensatz zum freien SRI einen pH-unabhangigen
Zerfall des M-Intermediates. Ein Vergleich der hier fir das SRI-link-tHtrl-His bestimmten
Halbwertszeiten des Mas3-Zerfalls bei pH 4.5 und 6.0 untereinander und mit den oben
dargestellten Werten fir das SRI sollte daher den Nachweis liefern, dal3 im
Fusionsprotein des SRI mit dem tHtrl ein funktioneller Rezeptor-Transducer-Komplex
vorliegt.

Die berechneten absoluten Spektren der Intermediate des SRI-link-tHtrl-His und die
ermittelten Halbwertszeiten sind fir alle Messungen identisch mit denen fir das
SRIwt-His. Nach Anregung bei 470 nm zeigt sich hier ebenfalls eine schnelle Komponente
der Bildung von Ms73, welche wie oben erlautert der 530 nm-Spezies des Grundzustandes

zuzuordnen ist.
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Im funktionellen Komplex sollte jedoch bei pH 6.0 ausschliel3lich SRIlsgy vorliegen. Im
Vergleich der Halbwertszeiten bei pH 6.0 und pH 4.5 zeigt sich zudem fiir das SRI-link-
tHtrl-His analog zum SRIwt-His eine Beschleunigung des Photozyklus bei pH 4.5. Es ist
daher zu vermuten, dal mit dem Fusionsprotein SRI-link-tHtrl-His kein funktioneller

Komplex dargestellt wurde.

3.2.7 ESR-Messungen der SRI-Mutanten
Auswahl der SRI-His-Cysteinmutanten zur Spinmarkierung

Die Auswahl der Positionen im SRI fiir eine Spinmarkierung erfolgte in Analogie zu ESR-
Experimenten an BR und pSRIl. Fir Bakteriorhodopsin (BR) und dem sensorischen
Rhodopsin Il aus N. pharaonis (pSRIl) konnte in ESR-Untersuchungen gezeigt werden,
daR wahrend der Photozyklen konformationelle Anderungen im Bereich der Helix F und G
stattfinden (Rink et al., 2000; Wegener et al., 2000). Durch Spinmarkierung der Helix F im
zytoplasmatischen Bereich konnte fir BR eine Relativbewegung der Helix F zur Helix G
nachgewiesen werden. Die Positionen 170 und 166 in der Kontaktflache der Helix F zu G
zeigten hierbei eine transiente Immobilisierung nach Photoinduktion. Die Mobilitat der
Seitenketten 171 und 167 nimmt hingegen zu.

Fur die ESR-Untersuchungen des pSRIl wurden die Positionen homolog zum BR
spinmarkiert und es zeigte sich hier ebenfalls eine Auswartsbewegung der Helix F.
Desweiteren konnte flir das pSRIl gezeigt werden, dafld die Wechselwirkung im Komplex
mit seinem Transducer pHtrll im Bereich der Helices F und G erfolgt.

Als Anhaltspunkt fir die Auswahl der Positionen der Spinmarkierung im SRI diente zum
einen das von Lin et al. (1997) ermittelte Modell des SRI auf der Basis der Kristallstruktur
des BR. Zusammen mit einem Sequenzvergleich mit dem pSRIl wurden so die

homologen Positionen im Bereich der Helix F und G ermittelt.
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Helix B

Helix F

Zytoplasma

Helix G

Helix F

Extrazellularer Raum

Abb. 55: Darstellung des Strukturmodells der SRI (Lin et al., 1997). Die vermutliche
Orientierung der fur die Mutation ausgewahlten Aminoséurenseitenketten in Helix F
und G sind eingezeichnet. (a) Sicht von der zytoplasmatische Seite (eingezeichnet
sind 155-158) (b) Sicht parallel zur Membran (eingezeichnet 210-213).

Fur die Helix G wurden die Aminoséduren Y210, F211, F212, und Y213 ausgesucht,
welche eine komplette Helixwindung reprasentieren. Dies erlaubt eine Messung in jede
Richtung senkrecht zur Helixachse. Im Bereich der Helix F wurden zunachst die

Aminosauren Q, I, G und L (Positionen 156 — 159) fur eine Spinmarkierung ausgewabhit.
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Da sich die Synthese der entsprechenden Cysteinmutanten als sehr schwierig erwies, wie
im folgenden erlautert wird, wurden zusatzlich die Positionen P154, E155 und F160 und
N161 mutiert um hier ebenfalls eine Messung in jede Richtung senkrecht zur Helix zu
ermdglichen.

Zunachst sollten durch CW-ESR-Messungen und Zuganglichkeitsmessungen die
Orientierung der Aminosaureseitenketten an den ausgewahlten Positionen ermittelt und
mit den Daten des Modells verglichen werden. Im Anschlul® daran sollten nach Auswahl
geeigneter Mutanten durch zeitaufgeléste ESR-Spektroskopie die strukturellen
Anderungen wahrend des Photozyklus kinetisch analysiert werden.

Da das SRI in der Zelle vornehmlich die photophile Antwort triggert, ist insbesondere ein
Vergleich mit dem photophoben Rezeptor pSRIl hinsichtlich der Unterschiede der

strukturellen Anderungen der verschiedenen phototaktischen Antworten von Interesse.

Mutagenese des SRI-His

Der Austausch der ausgewahlten Aminosauren gegen ein Cystein erfolgte durch die
~Overlap-Extension“-Methode nach Ho et al. (1989) indem das entsprechende Codon in
der DNA-Sequenz des Gens gegen das fir eine Cystein codierende Basentriplett TGT
ersetzt wurde.

Bei dieser Methode werden zunédchst durch PCR mit den beiden komplementaren
internen Primern, die die Mutation enthalten, in Kombination mit den flankierenden
Primern unabhangig voneinander zwei Fragmente des Gens amplifiziert. In einer zweiten
PCR werden die beiden DNA-Fragmente tber den homologen uberlappenden Bereich
hybridisiert und das gesamte Gen mit der eingefihrten Mutation mit Hilfe der

flankierenden Primer amplifiziert.
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Abb. 56: Schematische Darstellung der ,Overlap-Extension“-Methode von Ho et al. (1989)

zur ortspezifischen Mutagenese des sopl-His.

Fur die Mutagenese des SRI-His wurden die unter 2.6.8 aufgeflihrten internen Primer
verwendet, deren Bezeichnung die Position der ausgetauschten Aminosaure beinhalten.
Als flankierende Primer wurden, begrindet in der Amplifikation aus dem Vektor
pET27bmod, der T7-Promotor und —Terminator Primer verwendet. Das Amplifikat wurde
anschliel3end Uber die Schnittstellen Ncol/HindlIl in den Vektor pET27bmod kloniert.

Der Expressionsvektor wurde zunachst in E.coli XL1-Blue transformiert und die
Transformanden durch Restriktionsanalyse der isolierten Plasmid-DNA mit Ncol/EcoRl
selektiert. Fur den Expressionsvektor erhalt man im Gegensatz zum religierten Vektor ein
750bp langes DNA-Fragment des SRI-Gens.

Die Uberprifung der DNA-Sequenz des sopl insbesondere hinsichtlich der orts-
spezifischen Mutation erfolgte durch Sequenzierung der DNA. Fir die Synthese der
Cysteinmutanten des SRI-His wurden die so erstellten Expressionvektoren jeweils in
E. coli BL21 (DE3) transformiert.

Die Mutagenese des SRI im Komplex SRI-link-tHtrIHis erfolgte analog zum oben
dargestellten Verfahren unter Verwendung des Vektors pET27bmod-sopl-link-thtrl-His als

Matrize.

Reinigung und Spinmarkierung der SRI-Cysteinmutanten

Die Synthese und Reinigung der Cysteinmutanten erfolgte nach dem fir das SRIwt-His
unter 3.2.1 beschrieben Verfahren. Es zeigte sich jedoch, dal3 die Stabilitdt der
SRI-His-Mutanten durch den Austausch einer Aminoséure gegen Cystein abhangig von

der Position stark reduziert war.
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Besonders problematisch erwiesen sich die Mutanten der Helix G, hier konnte nur
SRI-F211C-His isoliert werden. Fir die Cysteinmutanten an den Positionen 159, 160, 161,
210, 212 und 213 konnte kein farbiges Protein isoliert werden. Die Eluate der Nickel-
Saulen zeigten hier im UV-Vis-Spektrum zum Teil nur eine geringe Absorption bei 280 nm
und auch die SDS-Gele zeigten jeweils Banden verteilt Giber den gesamten Trennbereich
neben einer schwachen Bande in der fir das SRI korrespondierenden Grof3e. Diese
Mutanten wurden daraufhin verworfen, da der Verlust des Chromophors daraufhin deutet,
daR die Mutanten strukturelle Anderungen im Vergleich zum SRI-Wildtyp aufweisen.

Die Mutanten E155C und 1157C der Helix F zeigten ein zum Wildtyp hypsochrom ver-
schobenes Absorptionsmaximum nach der Reaktion mit dem Label und eine héhere
Absorption bei 400 nm als der Wildtyp. Unter Belichtung erwiesen sie sich als
wesentlicher labiler als andere Mutanten. Sie wurden aber dennoch wie unten
beschrieben fur die ESR-Messungen verwendet.

Die Mutanten G158C und F211C zeigten ein zum SRI-Wildtyp analoges Verhalten. Der
Austausch der Aminosauren P154 und Q156 hatte keinen Einflud@ auf das
Absorptionsmaximum des Chromophors, jedoch wiesen die Mutanten eine geringere
Expressionsrate und eine verminderte Stabilitat besonders unter LichteinfluR auf.

Die Mutanten 156-159 wurden zusatzlich noch als Fusionsprotein mit dem verkirzten
Transducer synthetisiert. Uberraschender Weise konnte die Mutante SRI-G158C-link-
tHtrl-His im Gegensatz zum freien SRI-His-G158C nur in sehr geringen Ausbeuten
erhalten werden. Wahrend der Reaktion mit dem Label bleichte sie ebenso wie die
Mutante SRI-159-link-tHtrl-His komplett, d.h. der Chromophor ging verloren. Diese
Mutanten wurden daher nicht weiter untersucht. Die Mutanten SRI-Q156C-link-tHtrl-His,
SRI-1157C-link-tHtrl-His und SRI-F211C-link-tHtrl-His verhielten sich analog zu denen
ohne Transducer.

In der folgenden Tabelle sind die einzelnen Mutanten mit den Beobachtungen bei der

Praparation sowie ihre Absorptionsmaxima zusammengefasst.
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Tabelle 3: Stabilitat und Absorptionsmaxima der Cysteinmutanten des SRI-His
Position der Mutation |  Expressionsrate | Stabilitat Absorptions-
' 5 maximum
P154C | 0,4 mgiL . geringere Stabilitat bei | 575.580 nm
! ! Belichtung
E155C 0,4 mg/L bleicht z. T. beim labeln 560-570 nm
Q156C 0,4 mg/L . geringere Stabilitét bei 575-580 nm
l 5 Belichtung
Q156C-link-tHtrIHis | 0,65 mg/L § vgl. 156 580-590 nm
1157C 0,5 mg/L . instabil unter Belichtung; 560 nm
| bleicht z.T. beim labeln
1157C-link-tHtrIHis 0,6 mg/L . bleicht z. T. beim labeln 560-570 nm
G158C 1 mg/L, analog zum SRI-His 580 nm
) oo wenig Protein isolierbar,
G158C-link-tHtrIHis 0,06 mg/L bleicht beim labeln 575 nm
' ' komplett
L159C nicht ermittelbar kein farbiges Protein )
| | isolierbar
_ o i wenig Protein isolierbar,
L159C-link-tHtrIHis | 0,14 mg/L . Dbleicht komplett beim 575 nm
' labeln
F160C | nicht ermittelbar |  kein farbiges Protein )
! ! isolierbar
Position der Mutation Expressionsrate Stabilitat Absorptions-
! maximum
N161C . nicht ermittelbar i kein farbiges Protein )
: : isolierbar
Y210C . nicht ermittelbar |  kein farbiges Protein )
' ; isolierbar
F211C 1-2 mg/L analog zum SRI-His 580-585 nm
F211C-link-tHtrIHis 0,6 mg/mL instabil unter Belichtung 566 nm
F212C | nicht ermittelbar | kein farbiges Protein )
l 5 isolierbar
Y213C . nicht ermittelbar ;|  kein farbiges Protein )

isolierbar
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Die gereinigten SRI-Mutanten wurden auf ca. 1-2 mL ankonzentriert und mit 10 mM DTT
versetzt um das Cystein, welches mdglicherweise wahrend der Praparation durch
Luftsauerstoff oxidiert wurde, zu reduzieren. Das Reduktionsmittel wurde anschlieRend
durch Dialyse gegen Puffer (4 M NaCl, 50 mM Mes, pH 6.0) entfernt und mit dem
Spinlabel MTSL (100 mM in DMSO) in einem Volumenverhaltnis von 1:100 tber Nacht
inkubiert. Uberschissiger Spinlabel wurde dann durch eine Rechromatographie tiber eine
Nickel-Saule wie beschrieben (2.7.4) entfernt. Fur die ESR-Messungen wurden die
gelabelten Mutanten als Solubilisat auf eine Konzentration von 5 mg/mL eingeengt.
Zusatzlich wurde ein Teil der Solubilisate fur die Rekonstitution in PM-Lipide wie oben
beschrieben verwendet.

Der Markierungsgrad der Proben, der sich aus dem Verhéltnis der Konzentration des
Spinlabels, dem ESR-Spektrum entnommen, zur Konzentration des Proteins, mit Hilfe der
Chromophorabsorption bestimmt, konnte nicht exakt ermittelt werden. Es wurden zum Teil
Markierungsgrade von uber 100 % berechnet. Dies ist entweder auf Verunreinigungen
durch Fremdproteine zurickzufuhren oder auch auf eine ungenaue Konzentrations-
bestimmung des Proteins Uber die Chromophorabsorption, da ein Anteil der jeweiligen
SRI-Mutante wahrend der Reinigung und der Reaktion mit dem Spinlabel den

Chromophor verloren hatte und somit nicht berlicksichtigt wurde.

ESR-Spektren

Die Gestalt der ESR-Spektren wird durch die Beweglichkeit des Spinlabels, hier der
Nitroxidseitenkette, und damit seine Orientierung im umgebenden Raum bestimmt.

Durch die Bindung an ein Protein kann der Spinlabel in sterische Interaktion zu be-
nachbarten Aminoséureseitenketten treten, was zu einer Einschrankung der
Beweglichkeit fiihrt. Die Wechselwirkung mit anderen Spins, Kernspins und
Elektronenspins, bedingt wie erlautert eine Hyperfein-Aufspaltung, die in Abhangigkeit von
der Mobilitat des Spinlabels mehr oder weniger stark ausgemittelt wird. Dies aufert sich
z.B. in der Breite der Mittelfeldlinie. In der folgenden Abbildung sind die ESR-Spektren der

solubilisierten und in PM-Lipiden rekonstituierten SRI-Mutanten wiedergegeben.
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Abb.57: ESR-Spektren der spinmarkierten SRI-His-Mutanten der Helix F
Alle Spektren wurden im Bereich von 340 bis 353 mT aufgenommen und auf die
Absorption der Mittelfeldlinie normiert.
schwarz: in DM solubilisierte Proben
rot: in PM-Lipide rekonstituierte Proben

Betrachtet man die ESR-Spektren der solubilisierten Helix F Mutanten, zeigt sich, dal? die
Spektrenform fir alle sehr &hnlich ist. Neben einer mobilen Komponente ist jeweils auch
ein Anteil stark immobilisierten Spinlabels nachzuweisen, welches bei der Mutante G158C
besonders deutlich wird. Die Spektren der rekonstituierten Proben weisen alle unabhéngig
von der Position des Cysteins im Protein auf eine starke Immobilisierung des Spinlabels
hin. Im Vergleich zu den Spektren der solubilisierten Proben laft sich daher auf eine
starke Zunahme der intra- und intermolekularen Wechselwirkungen aufgrund der
Rekonstitution schlieBen. Um auszuschliel3en, daR die Immobilisierung des Spinlabels in
den rekonstituierten Proben auf einen hohen lateralen Membrandruck bedingt durch die
hohe Salzkonzentration im verwendeten Puffer zurlckzufihren ist, wurden die
rekonstituierten Mutanten in Puffer mit nur 200 mM NaCl lberfuhrt. Im Gegensatz zu den
solubilisierten SRI-Mutanten tolerieren die Proben in PM-Lipiden eine geringere
Salzkonzentration. In Abbildung 58 sind exemplarisch die Spektren des SRI-G158C in
Puffer mit 4 M NaCl und 200 mM NacCl gezeigt.
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SRI-His G158C

—— 200 mM NacCl
—— 4 M NacCl
——— 4 M NacCl, solubilisiert

2mT
Abb. 58: ESR-Spektren der in PM-Lipiden rekonstituierten Mutante SRI-G158C
blau: 4 M NaCl, 50 mM Mes pH 6.0
schwarz: 200 mM NacCl, 50 mM Mes pH 6.0
rot: 4 M NacCl, 50 mM Mes pH 6.0, solubilisiert

Im Vergleich der beiden ESR-Spektren der rekonstuierten Probe zeigt sich nur eine
geringe Abnahme der Immobilisierung bei Verringerung der Salzkonzentration. Das
Spektrum der solubilisierten Probe unterscheidet sich hiervon deutlich. Somit konnte der
Einflul? der Salzkonzentration als Ursache fiir die veranderte Beweglichkeit des Spinlabels
nach Rekonstitution der Mutanten ausgeschlossen werden.

Von den Mutanten der Helix G lies sich wie erlautert nur die Mutante F211C in
nennenswerten Ausbeuten ohne Verlust des Chromophors synthetisieren. In
nachfolgenden Reaktion mit dem Label, erwies sich jedoch die Position 211 als wenig
zuganglich, so daR nur einer geringer Labelgrad erzielt werden konnte. Dies spiegelt sich
in dem schlechten Signal/Rauschverhdltnis der ermittelten ESR-Spektren der

solubilisierten und rekonstituierten Probe wieder, die in Abbildung 59 (a) gezeigt sind.

SRI-His F211C

b)
solubilisiert
rekonstituiert 2mT
Abb. 59: ESR-Spektren der solubilisierten und rekonstituierten Mutante SRI-His F211C (a)

In Teil (b) ist ein Spektrum der solubilisierten Probe einer anderen Praparation mit
starker Linienverbreiterung gezeigt, die auf Dipol-Dipolwechselwirkungen durch
Dimerisierung zurtickzufiihren ist.



Ergebnisse 118

In rechten Teil der Abbildung (b) ist ein Spektrum der solubilisierten Mutante F211C einer
anderen Praparation gezeigt, welches sich durch eine Uberlagerung mit einer sehr breiten
spektralen Komponente auszeichnet. Diese Spektrenform ist indikativ fir eine Dipol-
Dipolwechselwirkung zweier Spinlabel und wird bei Raumtemperaturspektren nur bei
einem Interspinabstand unterhalb von 15 A beobachtet (Miick & Millhauser, 1992;
Mchaourab et al., 1997). Da nur ein Cystein eingefiihrt wurde, liegt mdglicherweise eine
Dimerisierung des SRI vor, wodurch die Spinlabel an Position 211 zweier benachbarter
SRI in direktem Kontakt stehen. Es laf3t sich deshalb vermuten, da} die Aminosaure-
seitenkette an dieser Position nach auf3en deutet, auf der dem Protonenkanal
abgewandten Seite der Helix. Diese Beobachtung konnte jedoch nur fiir eine stark
ankonzentrierte Probe mit relativ hohem Labelgrad gemacht werden. In ESR-
Untersuchungen an pSRIl wurde von A. Wegener (2000) fur die homologe Position 211
auf Helix G ebenfalls eine Dipol-Dipolwechselwirkung ermittelt.

Die ESR-Spektren der solubilisierten SRI-link-tHtrl-His Mutanten Q156, 1157 und G158
zeigen im Vergleich zu denen des freien SRI kaum Abweichungen (Abb. 60). Das
Spektrum der Mutante G158 im Komplex mit dem verklrzten Transducer ist hier unter
Vorbehalt abgebildet, da diese Mutante, wie erwahnt, nur in geringen Ausbeuten
synthetisiert werden konnte und wahrend der Labelreaktion den Chromophor verliert. Das
schlechte Signal/Rauschverhaltnis des Spektrums bedingt sich zusatzlich aus einem
geringen Labelgrad, der auf eine schlechtere Zuganglichkeit dieser Position im
Fusionsprotein als in der freien SRI-Mutante schlieRen laR3t.

Die Mutante SRI-Q156C-link-tHtrIHis liel3 sich als einzige der Helix F Mutanten in
ausreichendem Malflistab herstellen und konnte daher auch rekonstituiert in PM-Lipiden
gemessen werden (Abb. unten links). Im Gegensatz zu den SRI-Mutanten ohne

Transducer zeigt sich hier nur eine geringe Immobilisierung nach Rekonstitution.
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—— SRI-Q156C-link-tHtrIHis rekonstituiert — SRI-His 15x solubilisiert
SRI-15x-link-tHtrl-His solubilisiert

Abb. 60: Vergleich der ESR-Spektren der SRI-Mutanten Q156C, 1157C und G158C ohne
Transducer und als Fusionsprotein SRI-15x-link-tHtrIHis.
In der Abbildung unten links sind die ESR-Spektren der Mutante SRI-Q156C-link-
tHtrIHis im solubilisierten und rekonstituierten Zustand gezeigt.

Die Linienbreite der Mittelfeldlinie spiegelt wie erlautert die Mobilitdt des Spinlabels wieder
und ist daher ein Maf} fiir die Proteinumgebung. In Korrelation mit empirischen Daten laf3t
sich so eine Aussage Uber die Orientierung des Spinlabels und damit der urspringlichen
Aminoséaurenseitenkette treffen. Es wird hierbei zwischen einer Orientierung ins
Proteininnere, Kontakt zu Tertidrstrukuren und der Proteinoberflache bzw. Loop-Regionen
unterschieden (Hubbel et al., 1996).

Tragt man die inverse Linienbreite gegen die Position der Cysteinmutation auf, erhalt man
hier fir das SRI ein Abbild der ausgewdahlten Helixwindung mit der Orientierung der
einzelnen Aminosaurenseitenketten (Abb. 61).



Ergebnisse 120

0.30
0.28 _
1 Proteinoberflache 8
0.26 — _
0.24 — —
| Kontakt mit Tertiarstruktur 1
0.22 _
g
5 ] J
S 0.20 e p -
[} ‘ :
= ) ‘ )
5: 0.18 4 Proteininneres 1 : 7
0.16 — ol 5 —
: : ]
b ° i ] i 7
014 — . g R - 1 —
L 2 { ]
J ° ‘ J
0.12 3 _
0.10 , . , . , . , . , ; ,
154 155 156 157 158 159
e rekonstituiert Position
~-m- golubilisiert = SRI-15x-link-tHtrl-His solubilisiert
Abb.61: Auftragung der inversen Linienbreite gegen die Aminosaureposition auf Helix F des

SRI. In schwarz sind die Werte der Spektren der solubilisierten Proben und in blau
die der rekonstituierten Proben dargestellt. Zusatzlich sind die Werte der Spektren
der solubilisierten Mutanten fusioniert mit dem verkirzten Transducer in rot
eingezeichnet.

Es laRt sich hier leider nicht die fiir eine Helix typische periodische Anderung der inversen
Linienbreite und damit der Mobilitédt des Spinlabels beobachten. Bis auf die Position 158
zeigen alle Mutanten eine starke Immobilitat der Spinlabel, welche daher ins Proteininnere
zu deuten scheinen. Nach Rekonstitution der Proben scheint sich dieser Effekt wie oben
bereits erlautert noch zu verstarken. Lediglich die Spinlabel an Position 154 und 158
weisen im Vergleich zu den anderen Positionen eine hohere Mobilitat auf, die fur die
Position 158 im Bereich flr einen Kontakt zur Tertidrstrukur liegt. Im Vergleich hierzu ist
die Mobilitat des Spinlabel an dieser Position im Komplex SRI-link-tHtrl-His stark
reduziert.

Die Spinlabel an den Positionen 156 und 157 zeigen dagegen im Fusionsprotein keine
veranderte Mobilitdt. Um genauere Aussagen zur Orientierung der Aminosaure-
seitenketten zu erhalten, wurden im folgenden, wie unter 2.9.1 beschrieben, Zugénglich-
keitsmessungen an den solubilisierten Mutanten durchgefihrt. Da die Synthese und
Reinigung der Mutanten der Helix G bis auf die an Position 211 scheiterten, kann hier
keine Orientierung der Aminosaurenseitenketten der Helix G angegeben werden Die
inverse Linienbreite der Mutante SRIF211 liegt mit 0,14 in dergleichen GrélRenordnung

wie die der Mutanten der Helix F.
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3.2.8 Leistungssattigungsmessungen
Messungen der Zuganglichkeit der SRI-His-Mutanten

Die Bestimmung der Zuganglichkeitsparameter P o, und P c,0x der solubilisierten SRI-His-
Mutanten erfolgte durch Aufnahme des ESR-Spektrums im Bereich der Mittelfeldlinie in
einer gasdurchlassigen Kapillare, die mit Sauerstoff bzw. Stickstoff umspult wurde. Fir die
Bestimmung der Zuganglichkeit gegenuber Chromoxalat wurden den Proben 50 mM
Chromoxalat zugesetzt und die Messungen in Gegenwart von Stickstoff durchgefiihrt. Die
Messung der Leistungssattigungskurven ohne relaxierende Moleklle erfolgte nach
Aquilibrierung mit Stickstoff.

Nach Auswertung mit den unter 2.9.1 beschriebenen Programmen wurden die fir jede
Mutante erhaltenen Zugéanglichkeitsparameter fir Sauerstoff gegen die fur Chromoxalat
aufgetragen (Abb. 62). Aus Literaturdaten (Greenhalgh et al., 1991; Farahbaksh et al.,
1992; Pfeiffer et al., 1999) ergeben sich die eingezeichneten Grenzen zwischen der
waRrigen Phase, der Lipidphase und dem Protein als Umgebung des Spins. Diese

Grenzen sind empirisch ermittelt und die Ubergange flieRend.

=
Lipid
1 i =
4 G158C
fe ; E154C E155C
*
157Ce
E155Cr Q156C
01
] G158Cr m
P154Cr
|
Protein Q156Cm  ®I157Cr Wasser
0,01 0,1 1
T ox m rekonstituierte Mutanten
4 solubilisierte Mutanten
Abb. 62: Zuganglichkeitsdiagramm der logarithmischen Auftragung von P o, gegen P ¢,ox der

SRI-Mutanten. Das Diagramm ist in die drei Bereiche der Lokalisierung des
Spinlabels unterteilt, die walirige Phase, die Lipid-Phase und das Protein. Die
empirischen Grenzen sind unter der Voraussetzung eines identischen
Verteilungskoeffizienten von Sauerstoff in Detergenz wie in der Lipid-Phase
gezeichnet und als flieBend zu betrachten.
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Auffallig ist zunachst, daf3 alle rekonstituierten Mutanten sowohl fiir Sauerstoff als auch fir
Chromoxalat eine geringe Zuganglichkeit besitzen. Unabhangig von der Position scheinen
alle Spinlabel ins Protein zu deuten. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit der
beobachteten Mobilitdt der einzelnen Spinlabel in den ESR-Spektren.

Die Zuganglichkeitsparameter der solubilisierten Mutanten geben hingegen ein
differenzierteres Verhalten wieder. Wahrend die Seitenkette der Mutante 158 deutlich ins
wanRrige Milieu zeigt, befinden sich die Spinlabel der Mutanten 155 und 156 zwar in einer
waRrigen Umgebung, jedoch in deutlicher Nahe des Ubergangsbereiches zum Protein
bzw. der Lipidschicht. Hingegen deuten die Zugénglichkeitsparameter der Mutante
SRI-1157C auf eine Orientierung der Seitenkette im Proteininneren hin. Der Spinlabel an

Position 154 befindet sich im Ubergangsbereich aller drei Phasen.

3.2.9 Lichtinduzierte ESR-Differenzspektren

Die Linienform eines ESR-Spektrums wird wie erlautert durch die Dynamik des Spinlabels
gepragt. Konformationséanderungen in einem Protein kdnnen damit bei geeigneter
Positionierung des Spinlabels (iber die Anderung der Umgebung und folglich der Mobilitat
verfolgt werden. Fiur Bakteriorhodopsin und pSRIl konnten uber ESR-Messungen
Konformationsanderugen wéahrend des Photozyklus nachgewiesen werden (Rink et al.,
2000; A. Wegener et al., 2000).

Das SRI durchlauft wie beschrieben nach Lichtinduktion einen Photozyklus und es sollte
daher mdoglich sein, eine Konformationsédnderung Uber ESR-Spektroskopie nach-
zuweisen. Besonderes Augenmerk liegt hierbei auf der Bifunktionalitait des SRI-
Rezeptors, der sowohl die photophile als auch die photophobe Antwort triggert.

Um zundchst die geeignete Position des Spinlabels, d.h. die geeignete SRI-Mutante, zu
ermitteln wurden die ESR-Spektren der Mutanten im dunkel-adaptierten Zustand und
unter Dauerbelichtung aufgenommen. Fir die Belichtung wurde eine Halogenlampe mit
einem Filter verwendet (I 3 520 nm), so da3 das SRI im M-Zustand des Photozyklus
akkumuliert werden sollte. Zusatzlich wurde ein Kaltglasfilter verwendet um eine
Erwéarmung der Probe zu vermeiden.

Aus den berechneten Differenzspektren wurden dann bei entsprechenden Mutanten die
spektralen Anderungen durch die photochemische Anregung der Probe und deren
genaue Position im B-Feld ersichtlich. In einem zweiten Schritt erfolgte durch
zeitaufgeldste ESR-Spektroskopie an den spezifischen B-Feld Positionen die kinetische
Analyse der Konformationséanderung.

Um mogliche Fehler durch eine Erwdrmung der Probe bei Belichtung und einer daraus
resultierenden Drift des B-Feldes im Laufe der Messungen auszuschlie3en, wurde

abwechselnd ein Spektrum unter Belichtung bzw. ohne Belichtung aufgenommen.
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Zusatzlich wurden die Differenzspektren zwischen den einzelnen Spektren im
dunkeladaptierten Zustand der Probe und der belichteten Probe gebildet. Fur ein
besseres Signal-Rauschverhaltnis wurden jeweils 5 Spektren der unbelichteten und der

belichteten Probe vor Differenzbildung addiert.
In der folgenden Abbildung sind die Differenzspektren der SRI-Mutanten P154 und Q156

stellvertretend dargestellt:

SRI-His P154C

—— Spektrum dunkel adaptiert
—— Differenz belichtet-dunkel
—— Differenz dunkel

Differenz belichtet
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B-Feld/fmT
Abb.63: Differenzspektren der belichteten und der dunkel adaptierten SRI-Mutanten P154

und Q156
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Lediglich fur die Mutante SRI-His-Q156C konnten im Differenzspektrum Signale erhalten
werden. Die Mutanten E155, 1157 und G158 zeigten ein dem dargestellten
Differenzspektrum der Mutante P154 analoges Bild. Die Aufnahme der Spektren der
Mutanten E155 und 1157 erwies sich zuséatzlich als problematisch, da diese zum SRI-
Wildtyp verschobene Absorptionsmaxima zeigten und unter Belichtung bleichten.

Fur die Mutante Q156 zeigt sich im Differenzspektrum, dal’ unter Belichtung neben einer
Verschmélerung der Mittelfeldlinie die Hyperfeinaufspaltung abnimmt. Im Differenz-
spektrum ergeben sich somit die Mittelfeldlinie flankierende negative Signale und im
Bereich starker bzw. schwacher Hyperfeinwechselwirkung wird dies durch negative bzw.
positive Signale verdeutlicht. Das Signal fur die Differenz zwischen den dunkel-
adaptierten Spektren im Bereich der Mittelfeldlinie ist moglicherweise auf unvollstandige
Relaxation des Systems nach Belichtung bzw. Erwarmung zuruckzufihren. Diese
Beobachtung konnte zum Teil auch fur andere Mutanten gemacht werden, die ansonsten
kein Signal im Differenzspektrum zeigten. Der fur die anschlieBende zeitaufgeldste ESR-
Spektroskopie ausgewdhlte B-Feld Wert ist im Spektrum durch einen Pfeil
gekennzeichnet.

Das Differenzspektrum der Helix G Mutante 211 zeigte durch das schlechte Signal-
Rausch Verhéltnis ein sehr ambivalentes Verhalten, so dal3 keine eindeutige Aussage
uber eine Anderung der Mobilitat des Spinlabels durch Belichtung zu treffen ist.

In der folgenden Abbildung sind die Differenzspektren der Mutanten 156, 157 und 211 als

Fusionsprotein mit dem verkirzten Transducer tHtrl dargestellt:

SRI-Q156C-link-tHtrIHis

— Spektrum dunkel adaptiert
=] —— Differenz belichtet-dunikel
i — Differenz dunkel

1 - Differenz belichtet
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T I T I T T T T T I T I
340 J42 344 346 343 350 352
B-Feld/mT
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SRI-I157C-link-tHtrIHis
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Differenz belichtet

rel. Absorption

T I T T T T T T T I
340 342 344 346 348 350 352

B-Feld/ mT
Abb. 64: Differenzspektren der SRI-link-tHtrIHis Mutanten 1157, Q156 und F211.

Analog zu den Differenzspektren der Transducer-freien Mutanten zeigt sich auch hier nur
fur die Mutante SRI-Q156C-link-tHtrIHis eine Anderung der Mobilitat des Spinlabels nach
Belichtung. Die Signale sind hier jedoch deutlich geringer ausgepragt. Die Differenzen
zwischen den Spektren im dunkel-adaptierten bzw. belichteten Zustand zeigen hier

starkere Signale im Bereich der Mittelfeldlinie, so dafl3 andere stérende Effekte hier starker
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zum tragen kommen und daher die Verlasslichkeit des eigentlichen Differenzspektrums im
Bereich der Mittelfeldlinie reduziert wird. Fir die Aufnahme der zeitaufgeldésten ESR-
Spektren wurde daher auch hier aufgrund der geringeren Fehlerwahrscheinlichkeit der

Bereich der Hyperfeinwechselwirkung favorisiert.

Zeitaufgeloste ESR-Spektren

Zur kinetischen Analyse der fir die SRI-Mutante Q156C beobachteten Konformations-
anderung sollte die Anderung des ESR-Signals an den im Differenzspektrum indikativen
Positionen des Magnetfeldes (344,04 mT, lokales Minimum zwischen der Niedrigfeld- und
Mittelfeldlinie) zeitlich aufgeldst werden.

Der fir die Aufnahme von transienten Absorptionsanderungen ubliche MeRaufbau
(Wegener et al., 2000; Rink et al., 2000) unter Verwendung einer Xenon-Blitzlichtlampe
fur die Photoinduktion, die Lichtpulse mit einer Energie von ca. 80 J bei einer Pulsdauer
von 30 ps erzeugt, lieferte hier nur schwache Signale mit schlechtem Signal zu
Rauschverhaltnis. Das Verfahren wurde daher insofern modifiziert, dall eine
Halogenlampe mit einem 520 nm Filter fur die Belichtung verwendet wurde. Die
Belichtungsdauer wurde auf 100 ms verléangert und Uber eine Blende geschaltet. Dies
bewirkt eine Akkumulation des Photointermediats Ms73 analog zu den Messungen der
Differenzspektren. Die Datenaufnahme erfolgte bei einer Zeitauflésung von 100 ms fur die
Dauer von 8 s. Die einzelnen Messungen setzten sich jeweils aus der Aufnahme der
Basislinie fir 2 s vor Photoinduktion, der Belichtung und der Aufnahme fiir weitere 6 s
zusammen. Es wurden jeweils 5000 bis 6000 Transienten gemittelt.

In den folgenden Abbildungen sind die ESR-Transienten der SRI-Mutante Q156C mit und
ohne fusioniertem Transducer zusammen mit den optischen Transienten des Photocyclus
bei 580 nm und 400 nm gezeigt.

Die Transienten zeigen an der ausgewahlten Position im B-Feld (341 mT) im Bereich
starker Hyperfeinwechselwirkung eine sprunghafte Reduktion des Signals direkt nach
Belichtung und zeitlich aufgelost die anschlieBende Riickbildung des Grundzustandes.
Dies entspricht einer Mobilisierung des Spinlabels nach Belichtung und der Riickbildung
der partiellen Immobilisierung im Grundzustand. Die Ausbildung dieser Mobilisierung
konnte hierbei durch die gewahlten Messbedingungen (100 ms Belichtung und eine
Zeitkonstante von 100 ms am Lock-In) zeitlich nicht aufgeldst werden. Der Verlauf des
Transienten im Bereich bis 200 ms ist daher nicht abgebildet. Fiir den besseren Vergleich
mit den optischen Daten ist der ESR-Transient in Abbildung 65 gespiegelt und auf die

Amplituden der optischen Transienten bei 400nm bzw. 580 nm normiert.



Ergebnisse 127

SRI-Q156C-His
0,02 T T \\\\H‘ T T T T TTTT T T T TTTT T T T TTTT T T T 11717 T T T TTTT T T
- 001 7
§e]
s |
o
(%]
Q0
< 0,00
-0,01 |
-0,02 |
_0103 L \\\\H‘ L \\\\H‘ L \\\\H‘ L \\\\H‘ L \\\\H‘ L \\\\H‘ L L
10° 10" 10° 107 10" 10° 10
optische Transienten: Zeit, s
400 nm — ESR-Transient
— 580 nm
Abb.65: Vergleich der transienten optischen Absorptionen des Photozyklus nach Anregung

bei 630 nm fur zwei indikativen Wellenlangen (580 nm Grundzustand; 400 nm
M-Intermediat) mit den ESR-Transienten fur die Mutante SRI-HisQ156C.

In schwarz und blau sind die optischen Transienten bei 22°C +/- 0,1°C dargestellt
und in rot der ESR-Transient (22°C +/- 1°C) (6000 Additionen) normiert auf die
maximale Amplitude der jeweiligen optischen Transienten bei 400 nm bzw.
580 nm.

Zeitaufldsung: ESR: 100 ms; Photozyklus: 1 ps.

Die in Abbildung 65 dargestellten Absorptionsanderungen sind indikativ fur den
Grundzustand (580 nm) und das spektrale Intermediat M (I na: 373 nm, deprotonierte
Schiff-Base). In einer Vergleichsmessung konnte gezeigt werden, dal3 sich die optischen
Daten der Mutante SRIQ156C fiir den Zerfall des M-Intermediates und die Riickbildung
des Grundzustandes identisch sind mit denen des Wildtyps. Fir die Bildung des
M-Intermediates wurde lediglich eine geringfligig langsamere Kinetik beobachtet.

Die vollstandige Ausbildung des M-Intermediates korrespondiert hier gut mit der nach
Photoinduktion voll ausgebildeten Mobilitdtsénderung und damit der zu zuordnenden
Konformationsanderung. Mit einer Halbwertszeit von 1,2 s fur den ESR-Transienten und
3,1 s fur den optischen Transienten ist die Relaxation dieser Konformationsanderung, im
Rahmen der MelRgenauigkeit, deutlich schneller als der Zerfall des M-Intermediates. Eine

partielle Erwarmung der Probe als Ursache hierfir konnte durch eine Kontrollmessung
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ausgeschlossen werden. Der Verlauf der Transienten konnte in Messungen der Mutante
einer anderen Praparation reproduziert werden.

Die Messungen der optischen Transienten und des ESR-Transienten dieser Mutante im
fusionierten Komplex SRI-Q156C-link-tHtrl-His wurden analog zu denen des Transducer-
freien SRI-Mutante durchgeflihrt. Zum einen zeigt sich in Abbildung 66 das die ESR-
Transienten der Mutante mit und ohne Transducer identisch sind, desweiteren ist auch
hier die Relaxation der transienten Mobilisierung des Spinlabels schneller als der Zerfall
des M-Intermediates, obwohl die optischen Daten bei einer leicht hoheren Temperatur
aufgenommen wurden. Die beobachtete Rickbildung der Konformationsdnderung ist

somit deutlich schneller als durch eine Temperaturerh6hung zu erkl&aren wére.

SRI-Q156C-link-tHtrl-His

0,02 T T \\\\H‘ T T \\\\H‘ T T T T 171717 T T T 171717 T T T 171717 T T T TTTT T T T 11717
0,01 _

c r i

§e]

2 0,00

o

[%2)

g L J
-0,01 .
-0,02 - _
-0,03 - _

i NMI |
_0104 L \\\\H‘ L \\\\H‘ L \\HH‘ L \\HH‘ L \\HH‘ L \\\\H‘ [ ]
10° 10" 10° 10* 10" 10° 10 10°
optische Transienten Zeit, s
580 nm —— ESR-Transient SRI-Q156C-link-tHtrl-His
530 nm —— ESR-Transient SRI-Q156C
— 400 nm
Abb. 66: Vergleich der optischen Transienten des Photozyklus bei 400 nm und 580 nm

(25°C) mit dem ESR-Transienten des Komplexes SRI-Q156C-link-tHtrIHis (5000
Additionen) bei 22°C. Zum Vergleich wurde der ESR-Transient des freien
SRIQ156C-His in griin eingezeichnet. Die Normierung erfolgte wie in Abbildung 65
angegeben.
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Zusatzlich wurde fir die Mutante SRI-Q156C der ESR-Transient bei einer
Magnetfeldstarke von 343,0 bzw. 343,26 mT, im Bereich der Niedrigfeldlinie,
aufgenommen. Hier zeigt sich, wie erwartet, nach Photoinduktion die transiente
Mobilisierung durch einen sprunghaften Anstieg des Signals, welche mit der gleichen
Geschwindigkeit zurlickgebildet wird wie flr den Transienten an der Position 344,1 mT
beobachtet wurde. Dies verifiziert das oben dargestellte Ergebnis und schlie3t einen

MeRfehler aus.
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4. Diskussion

Archaebakterien entwickelten im Laufe der Evolution spezielle Mechanismen um in
extremen Umweltbedingungen zu Uberleben. Die Energiekonversion ist hierbei von
besonderer Bedeutung. Die Cytochrom ba; Oxidase, aus der Elektronentransportkette
des haloalkaliphilen Natronobakterium pharaonis, zeichnet sich dadurch aus, dal3 als
Elektronendonor im  Unterschied zur mitochondrialen Elektronentransportkette
wahrscheinlich das Halocyanin fungiert. Zuséatzlich deutet der Sequenzvergleich mit
anderen Oxidasen daraufhin, dafl der fiur Cytochrom Oxidasen typische aktive
Protonentransport Uber die Membran nicht vorhanden ist.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die heterologe Expression des Cytochrom bas in
H. salinarum entwickelt werden, um den Multienzymkomplex in funktionaler Form in
ausreichenden Mengen zu synthetisieren. Dieses Expressionsystem sollte im weiteren die
Synthese von Mutanten zur Analyse der fir eine Protonentranslokation essentiellen
Aminosauren ermoglichen. Am funktionellen Protein sollte abschlieRend eine kinetische
Charakterisierung der Redoxreaktion mit Halocyanin bzw. Sauerstoff erfolgen.

Zur Photophosphorylierung unter sauerstoffarmen Bedingungen dienen im Halobakterium
salinarum die beiden lichtgetriebenen lonenpumpen BR und HR. Essentiell fir die
Energiegewinnung sind hierbei optimale Lichtbedingungen. Die Schwimmbewegung des
Bakteriums wird hierfur durch zwei Photorezeptoren, das SRI und SRII, in der Membran
gesteuert. Die Lichtrezeption durch die sensorischen Rhodopsine im Komplex mit ihren
Transducern kann hierbei als primitiver Sehprozel verstanden werden. Der Mechanismus
des Signaltransfers von den Rezeptoren auf die Transducer ist bisher nicht geklart.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Interaktion des SRI mit Htrl fiir die photophile
Signalweiterleitung identifiziert werden. Das SRI sollte hierfir in Transducer-freier Form
und im Komplex mit Htrl nach der von Schmies et al. (2000) entwickelten Methode in
E. coli exprimiert und gereinigt werden. Die Analyse der Photozyklusdaten sollte im
weiteren den Einflu3 des Transducers auf den Rezeptor naher charakterisieren und die
Funktionalitat des isolierten Komplexes bestatigen.

Mittels ESR-Spektroskopie sollte anschlieBend eine mdgliche strukturelle Anderung im
SRI als Mechanismus des Signaltransfers nachgewiesen und kinetisch charakterisiert
werden. Hierfir sollten in E. coli zuvor entsprechende Cysteinmutanten des SRI
synthetisiert werden.

Fur das Transducer-freie SRI sollten zusétzlich durch pH-Titrationsversuche die
Gleichgewichte zwischen den verschiedenen Spezies des Grundzustandes analysiert
werden. Auf der Basis dieser Daten sollte eine Strategie zur Separation der spezifischen
Kinetiken der Photozyklen entwickelt werden und daraus anschlieBend ein kinetisches
Modell abgeleitet werden.
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4.1 Heterologe Expression der Cytochrom Oxdiase baz aus N. pharaonis

In dieser Arbeit sollte Cytochrom basz; aus N. pharaonis heterolog in H. salinarum
exprimiert werden. Das E. coli-Expressionsystem scheidet hier fiir die Synthese aus, da
E. coli den Kofaktor HAm as nicht synthetisieren kann. In Vorversuchen konnte gezeigt
werden, daf der Einbau des nur um eine Isoprenoid-Einheit kiirzeren Ham o aus E. coli
anstelle des Ham ag nicht erfolgt. Die Bindung des Kofaktors ist damit wie von Libben
(1995) beschrieben auRerst spezifisch. Das halophile Archaebakterium H. salinarum

bietet sich aufgrund seiner ahnlichen Biosynthese daher als Expressionsystem an.

Das Cytochrom bas besteht aus vier Untereinheiten, die als Transkriptionseinheit in einem
Operon mit Uberlappenden Start und Stopkodons organisiert sind. Am Beispiel der
Cytochrom Oxidase aus Paracoccus denitrificans konnten Hendler et al. (1991) zeigen,
daR als funktioneller Kernkomplex nur die Untereinheiten | und Il dienen. Fiur das
Cytochrom baz; wurden daher zum einen die Untereinheiten | und Il in ihrer genomischen
Anordnung mit und ohne der Sequenz fir einen C-terminalen Histidin-Tag als
Expressionskassette kloniert. Analog erfolgte die Klonierung des gesamten Gens in seiner
nativen polycistronischen Struktur wiederum optional mit Affinitats-Tag.

Als Expressionvektor diente der von Liittenberg (1998) entwickelten Vektor pBL7"°*°. Das
zu exprimierende Gen steht hierin unter der Kontrolle des nativen bop-Promotors aus
H. salinarum und wird als Fusionsprotein mit der N-terminalen Vorlaufersequenz des BR
synthetisiert. Von Xu et al. (1995) konnte flr BR gezeigt werden, dall diese
Vorlaufersequenz die Stabilitat der mRNA erhoht und damit zu hdheren Proteinausbeuten
fuhrt. Diese Sequenz wird vor der Insertion in die Membran enzymatisch abgespalten
(Dunn et al., 1981; Seehra & Khorana, 1984).

Lattenberg et al. (1998) konnte fir die heterologe Expression des pSRIlI ebenfalls die
posttranslationale Modifikation nachweisen. Das Gen der Novobiocin-Resistenz wurde im
Expressionsvektor hier gegen die Mevinolin-Resistenzkassette ausgetauscht, da fur die
Expression der H. salinarum Stamm MPK40 verwendet wurde.

Die Transformation erfolgte nach dem von Littenberg et al. (1998) beschriebenen
Verfahren und es konnten fur alle Expressionskonstrukte positive Transformanden
erhalten werden. Die genetische Charakterisierung der Transformanden durch Southern-
Blot Analyse bestatigte die genomische Insertion des Expressionsvektors iber homologe

Rekombination an der Position des bop-Locus.
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In der anschlieBenden Expression und Reinigung der Cytochrom bas-Varianten mit
Affinitdts-Tag konnte jedoch in keinem Fall das Protein isoliert werden. Auch eine
Modifikation der Expressionbedingungen hinsichtlich der Pufferbedingungen des Mediums
oder dem Zeitpunkt der Ernte fuhrte nicht zum Erfolg.

Durch einen immunologischen Nachweis mit einem Cytochrom bas-spezifischen
Antikorper sollte daher zunadchst ermittelt werden, ob der Proteinkomplex Uberhaupt
synthetisiert wird. Die Untersuchung der verschiedenen Fraktionen des Zelllysates sollten
zusatzlich Aufschlul Gber die Lokalisierung des Proteins geben. Falls die Insertion in die
Membran der inhibierende Faktor wéare bzw. eine frihzeitige Aggregation, mufdte sich fur
das Sediment ein positives Signal ergeben. Sollte die Komplexbildung inhibiert sein,
mifte sich analog fir das Zytoplasma bzw. das Sediment je nach Ldslichkeit der
Proteinkomponente ein Signal zeigen.

Um auszuschlie3en, daf? mdoglicherweise die Modifikation durch einen Affinitatstag die
Synthese inhibiert oder zu einer proteolytischen Degradation des Proteinkomplexes fihrt,
diente als Kontrolle die Expression der Cytochrom-bas-Varianten ohne Modifikation.

Trotz hoher Empfindlichkeit des verwendeten Antikdrpers konnte jedoch fir keine der
Transformanden, unabhangig von der untersuchten Fraktion, das Protein nachgewiesen
werden. Als Kontrolle diente das aus dem nativen Organismus isolierte Cytochrom bas,
welches auch fur die Herstellung der Antikorper verwendet wurde. Die Analyse der
Antikorperreaktion zeigte hier, dal3 lediglich eine der beiden kleineren Untereinheiten |l
oder IV ein positives Signal ergibt. Ein immunologischer Nachweis des Kernkomplexes ist
somit nicht mdglich. Da jedoch der Kernkomplex mit Histidin-Tag nicht isoliert werden
konnte und der immunologische Nachweis der anderen Cytochrom bas-Varianten negativ
war, ist eine Synthese des Kernkomplexes ohne Affinitdits-Tag mit hoher
Wahrscheinlichkeit ebenfalls auszuschliel3en.

Fir keine der Expressionsvarianten konnte somit die Synthese des Proteins erreicht
werden. Um nachzuweisen, daf3 unter den gewdahlten Expressionbedingungen der bop-
Promotor induziert wird und damit die Transkription erfolgt, wurde die Gesamtzell-RNA
der Transformanden mittels RT-PCR analysiert. Als Kontrolle diente der Nachweis des
genomisch kodierten BR im Wildtyp und den Transformanden, welches ebenfalls unter
der Kontrolle des bop-promotors steht und damit analog transkribiert werden sollte. In
allen Expressionvariationen konnte die mRNA der genomisch insertierten Sequenz des
Cytochrom ba; und des inaktiven BR nachgewiesen werden. Analog gelang der Nachweis
der mMRNA des BR im Wildtyp. Der bop-Promotor wird somit unter den gewahlten
Expressionbedingungen induziert und das Cytochrom ba; unabhangig von der

Zusammensetzung der Untereinheiten transkribiert.
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Das dennoch kein Protein nachgewiesen werden konnte, ist moglicherweise auf eine
geringe Stabilitat des mRNA-Transkriptes zurtickzufiihren, Uber die hier keine Aussage
getroffen werden konnte. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ist die proteolytische
Degradation des nasziven Proteins, da hier kein Protease-defizienter Stamm fur die
Expression verwendet werden konnte. Da das H. salinarum ein eher unibliches
Expressionsytem darstellt, steht ein solcher Stamm nicht zur Verfligung.

Moglicherweise wird die Expression zusétzlich durch die Biosynthese der Kofaktoren, des
Ham a und b, sowie der Verflugbarkeit von Kupfer limitiert, so daf3 fiir den Organismus
einen Abdau des Proteins favorisiert wird. Fraglich ist im weiteren, ob die Fusion der
Untereinheit IV bzw. Il mit der Vorlaufersequenz des BR mdglicherweise die Faltung des
Proteins oder die Komplexbildung inhibiert.

Durch die polycistronische Organisation der Untereinheiten wurden fir die Expression die
internen ribosomalen Bindungsstellen aus N. pharaonis beibehalten. Ob diese durch
H. salinarum erkannt werden, ist ebenfalls unklar.

Eine Synthese des Cytochrom baz in H. salinarum konnte unter Modifikation der

genannten Faktoren erfolgreich sein.

4.2 Untersuchung des SRI und der Wechselwirkung mit dem

Transducer Htrl

4.2.1 Charakterisierung des SRIwt-His

In dieser Arbeit wurde das von Schmies et al. (2000) entwickelte Verfahren fir die
Synthese und Reinigung des SRI nach Expression in E. coli in modifizierter Form
verwendet. Die heterologe Synthese in E. coli bietet zwei Vorteile, zum einen sind in
relativ kurzer Zeit grofiere Mengen Protein zu synthetisieren, da E. coli eine kirzere
Generationszeit von ca. 25 min im Vergleich zu 6 — 8 h fur H. salinarum hat. Desweiteren
wird die Herstellung von Mutanten dadurch erleichtert, daf? fur E. coli etablierte Methoden
zur Transformation zur Verfugung stehen, wohingegen die Transformation von
H. salinarum langwierig und wesentlich unzuverlassiger ist.

Die Modifikation des Reinigungsverfahren bestand darin, da3 die Membran mit dem
enthaltenen SRI vor Solubilisierung durch Zentrifugation isoliert wurde und die
anschlielende Saulenchromatographie bei 4°C im Dunkeln durchgefiihrt wurde. Die von
Schmies et al. ermittelte Ausbeute von 3 mg/l verringerte sich dadurch auf 2 mg/L, jedoch
konnte so das SRI in hoher Reinheit und vor allem in héherer Stabilitdt erhalten werden.
Insbesondere die Cysteinmutanten des SRI, welche fur die nachfolgenden ESR-

Untersuchungen synthetisiert wurden, waren unter Lichteinflu3 und bei Raumtemperatur
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wesentlich instabiler. Das SRI zeigte weiterhin beziglich der Position der singular
eingefiihrten Cysteinmutation in Helix F bzw. G deutliche Unterschiede in der
Syntheserate und Stabilitat. Die analogen Cysteinmutanten des pSRIlI waren hingegen bis
auf die Position 160, welches hier der Pasition 159 entspricht, in ahnlichen Ausbeuten wie
der Wildtyp zu isolieren (Wegener, 2000). Das SRI ist somit nicht nur wesentlich
empfindlicher gegeniiber externen Bedingungen wie Salzkonzentration und pH-Wert als
das pSRIl, sondern auch gegenlber Mutationen im zytoplasmatischen Bereich der Helix F
oder G. Mdglicherweise induziert der Austausch an einzelnen Positionen eine strukturelle
Anderung, die zum Verlust des Chromophors fiihrt bzw. eine korrekte Faltung des
Proteins inhibiert. Dies deutet daraufhin, dal die Konformation im zytoplasmatischen
Bereich der Helix F bzw. G einen starken Einflul3 auf die Funktionalitat des Proteins hat.
Durch SDS-Gelelektrophorese und UV/Vis Absorptionsspektrometrie wurde nach-
gewiesen, dal’ das SRIwt-His bis zur Homogenitat gereinigt werden konnte.

Es zeigte sich hierbei, da3 das SRI auch unter den denaturierenden Bedingungen des
SDS in monomerer, dimerer und trimerer Form vorliegt. Die Ergebnisse der ESR-
Untersuchungen des SRI-F211 deuten im weiteren auf eine Dimerisierung Uber eine
Interaktion im Bereich der Helix G hin. Mdglicherweise wird diese Interaktionsflache im
nativen Rezeptor-Transducer-Komplex von Htrl besetzt.

Im Absorptionsspektrum des gereinigten SRIwt-His sind, in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Krebs et al. (1995) fir das homolog exprimierte Protein, drei
Absorptionsbanden bei 280 nm, 400 nm und 587 nm erkennbar. Fir das SRIwt-His
konnte ein ideales Verhaltnis von 1 : 1,6 der Absorption des Chromophors bei 587 nm zur
Absorptionsbande bei 280 nm erreicht werden. Die Cysteinmutanten zeigten, bis auf die
Mutante G158 und F211, eine wesentlich hdhere Absorption bei 280 nm, was auf einen
partiellen Verlust des Chromophors im Verlauf der Reinigung zurtickzufiihren ist. Die
Mutante 1157 zeigte zudem ein zum Wildtyp abweichendes hypsochrom verschobenes
Absorptionsmaximum bei 560 nm, dessen Extinktionskoeffizient somit nicht mit dem des
Wildtyps Ubereinstimmen muf3.

Die Absorption bei 400 nm schwankte je nach Praparation, verschwand jedoch auch bei
langerer Lagerung im Dunkeln bei 4°C nie vollstdndig. Das zum M-Intermediat des
Photozyklus &hnliche Absorptionsmaximum [aR3t vermuten, daf’ in dieser Spezies die
Schiff-Base in deprotonierter Form vorliegt, jedoch mit Retinal in all-trans-Konfiguration
statt 13-cis. Krebs et al. (1995) vermuten in Analogie zu BR (Lozier et al. 1992), dal ein
Gleichgewicht im Dunklen zwischen dieser Spezies (SRls0) und einer Spezies des
Grundzustandes mit deprotonierter Asparaginsaure 76 (SRlsso) vorliegt.

Diese zweite Form des Grundzustandes wird im Absorptionsspektrum erst bei Titration
auf pH 6.5 sichtbar.
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Durch pH-Titrationsexperimente konnten in dieser Arbeit die Absorptionsmaxima der
einzelnen Spezies des Grundzustandes und die Protonierungsgleichgewichte zwischen
ihnen identifiziert werden. Mit Hilfe eines globalen Fits ist es hier erstmals gelungen die
absoluten Absorptionsmaxima der einzelnen Spezies eindeutig zu bestimmen. Der pH-
induzierte Ubergang des SRIsg; in SRIlsz kann hierbei auf die Deprotonierung der
Asparaginsaure 76 zurickgefuihrt werden (Bogomolni et al. 1994). Abweichend zu
bisherigen Veroffentlichungen wurde hier fur das SRI mit deprotoniertem Asp76 ein
Absorptionsmaximum von 530 nm statt 550 nm ermittelt (Bogomolni et al., 1994; Haupts
et al.,, 1995; Krebs et al., 1995). Dies lalt sich dadurch erklaren, daf} in bisherigen
Untersuchungen das Maximum direkt aus dem Absorptionsspektrum abgelesen wurde.
Selbst bei pH-Werten > 8.5 ist jedoch ein geringer Beitrag des SRlsgy im Spektrum
vorhanden, so daR die beobachtete Absorptionsbande bei 550 nm aus einer Uberlappung
der Absorptionen bei 580 nm und 530 nm resultiert. Diese Problematik konnte durch die
hier verwendete Analysemethode aufgeltst werden.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Krebs et al. (1995) wurde fir das
Protonierungsgleichgewicht ein pK,-Wert von 6.7 ermittelt. Die Diskrepanz zu den
Angaben von Bogomolni et al. (1994), die einen pK,-Wert von 7,2 bestimmten, ist
vermutlich darauf zurlickzufuihren, dafd in diesen Untersuchungen Membranvesikel des
SRI verwendet wurden und sich ein Membranpotential ausbilden konnte. In dieser Arbeit
wurde dagegen SRIwt-His rekonstituiert in PM-Lipide verwendet, welches als Suspension
keine Vesikel ausbilden.

Fur die Absorptionsbande bei 404 nm wurde von Krebs et al. (1995) der gleichen pK,-
Wert von 6,5 wie flr SRIsso beobachtet. Der in dieser Arbeit ermittelte pK,-Wert von 6,2
kann unter Beriicksichtigung der starken Streuung der MeRpunkte dieser Absorptions-
bande vermutlich ebenfalls als identisch mit dem des SRIs3, angesehen werden. Hieraus
resultiert, dalR das SRIlsz3 sowohl im Gleichgewicht mit SRIsg; als auch mit SRl steht.
Chemisch kann das Gleichgewicht zwischen SRIs3, und SRl 0 SO verstanden werden,
dafld das Proton von der protonierten Schiff-Base mit Retinal in all-trans Konfiguration in
einer Gleichgewichtsreaktion auf die deprotonierte Asparaginsaure 76 lbertragen wird.
Diese Reaktion ist dabei unabhangig vom lichtinduzierten Photozyklus.

Diese Ergebnisse werden durch die Untersuchungen der Mutante SRID76N von Rath et
al. (1996) gestitzt. Das Absorptionsmaximum von 587 nm steht hier ebenfalls in einem
pH-abhangigen Gleichgewicht mit der Absorptionsbande bei 400 nm. Der pK,-Wert betrug
jedoch 7,6 und liegt damit deutlich héher als fiir das SRIwt-His. Diese Abweichung laRt
sich dadurch erklaren, daf in der Mutante SRID76N die Aminosaure in Position 76 nicht

als Akzeptor fur das Proton der Schiff-Base fungieren kann.
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Die alternative Akzeptorgruppe bedingt somit den hoheren pKy,-Wert. Eine
Absorptionsbande bei 530 nm bzw. 550 nm wurde wie erwartet nicht beobachtet, da hier
die neutrale Aminosaure Asparagin an Position 76 eingefiihrt wurde.

Aus den Ergebnissen lassen sich fir das Transducer-freie SRIwt-His somit drei Spezies
formulieren die in Abhangigkeit vom pH-Wert miteinander im Gleichgewicht stehen. Bei

pH-Werten £ 6.0 wird hierbei das Absorptionsverhalten des SRI durch SRIlsg; dominiert.

Ry~ Y@ Ry, HYHEO R,

In der folgenden Abbildung sind diese Protonierungsgleichgewichte schematisch

dargestellt.
Extrazellulares Milieu
SRls5<>SRlss,
L — SRl,00<> SRl
Zytoplasma
Abb. 67: Schematische Darstellung der Protonierungsgleichgewichte zwischen der

Asparaginsaure 76 und der Schiff-Base im extrazellularen Protonenkanal.

Im Komplex mit dem Transducers erhdht sich der pK,-Wert des Asp76 im SRI auf 8,5 und
SRl Wird nicht mehr beobachtet (Bogomolni et al., 1994). Daraus folgt, dal3 das SRI im
Komplex bei pH 6.0, im Gegensatz zum freien SRI, nahezu ausschlief3lich als SRlsg;
vorliegt.

Das SRIsg; des Transducer-freien SRI entspricht somit eher dem physiologischen Zustand
im Rezeptor-Transducer-Komplex. In den folgenden Untersuchungen wurde daher der

Schwerpunkt auf die Charakterisierung dieser Spezies gelegt.
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4.2.3 Photozyklus des SRIwt-His

SRI vermittelt sowohl die photophile, in einem 1-Photonenprozel3, als auch die
photophobe Reaktion, nach Absorption eines zweiten Photons, in H. salinarum. Die
Kinetik der einzelnen thermischen Relaxationsschritte des SRI sind im Gegensatz zu dem
des BR allerdings weit weniger untersucht. Allen sensorischen Rhodopsinen gemein ist
die Bildung eines langlebigen M-Intermediates. Das langlebige M-Intermediat des SRI
wird hierbei als signalgebender Zustand der photophilen Antwort diskutiert. Dariber
hinaus fungiert es als photophober Rezeptor (Yao et al., 1991). Nach Absorption eines
zweiten Photons im Wellenlangenbereich von UV/Blaulicht durchlauft das SRI einen
alternativen Reaktionsweg. In einer neueren Arbeit von Swartz et al. (2000) wurde die
photophobe Reaktion kinetisch detailliert charakterisiert und es konnten neue
Intermediate in ihrem Verlauf identifiziert werden.

In dieser Arbeit wurden die Photozyklen der verschiedenen Spezies des Transducer-
freien SRI, SRIs3 und SRIsg7, detailliert kinetisch charakterisiert. Besonderes Augenmerk
lag hierbei, wie oben erlautert, auf der Analyse der Intermediate des SRIlsg;. Die
erhaltenen Daten sollen im folgenden mit denen fiur das SRI im Komplex mit Htrl
ermittelten verglichen werden. Die Photozyklusdaten wurden im weiteren mit den
kinetischen Daten der zeitaufgelosten ESR-Spektroskopie verglichen. Eine mdbgliche
Konformationsanderung als Trigger sollte hierbei kinetisch spezifiziert werden und somit
der signalgebende Zustand identifiziert werden.

Fur die Messungen wurde das SRIwt-His in solubilisierter Form verwendet. Vorversuche
mit dem in PM-Lipiden rekonstituierten SRI zeigten, daf} die Kinetik der Bildung und des
Zerfalls des M-Intermediates hier im Vergleich zu Literaturdaten bis zu 10-fach
verlangsamt waren. In den ESR-Experimenten wurde analog eine Immoblilisierung des
Spinlabels unabhangig von der Position nach Rekonstitution des SRI beobachtet. Die
Ergebnisse der Zuganglichkeitsmessungen gegeniber paramagnetischen Molekilen
ergaben im weiteren fir alle Positionen im rekonstituierten SRI eine Orientierung
innerhalb des Proteins an. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal das SRI nach
Rekonstitution zumindest als Dimer vorliegt.

Die Ergebnisse der ESR-Experimente an SRIF211C deuteten im weiteren daraufhin, dal3
das SRI selbst im solublisierten Zustand partiell dimerisiert oder moglicherweise sogar
oligomerisiert vorliegt. Die Analyse des gereinigten SRIwt-His Uber SDS-Gelelektro-
phorese bestatigen diese Ergebnisse. Durch die Rekonstitution in PM-Lipide wird dieser
Effekt moglicherweise verstarkt.

Die Photozyklusdaten des solubilisierten SRIwt-His zeigten in Vorversuchen jedoch eine

gute Ubereinstimmung mit den in der Literatur angegebenen kinetischen Daten.
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Die Analyse des Photozyklus des freien SRI wird durch die Tatsache erschwert, dal’ im
Grundzustand bei pH 6.0 drei Spezies miteinander im Gleichgewicht stehen, welche
potentiell alle einen kinetisch spezifischen Photozyklus durchlaufen kénnen.

Die erste Aufgabe bestand somit darin, eine Methode zu entwickeln die Photozyklen
getrennt voneinander zu analysieren. Aufgrund der unterschiedlichen Absorptionsmaxima
der verschiedenen Spezies lag eine spezifische Anregung durch Variation der
Wellenlange des verwendeten Laser-Blitzlichtes nahe. Um diese spezifischen
Wellenlangen zu ermitteln, wurde zundchst ein Aktionsspektrum des SRIwt-His
aufgenommen, d.h. die Wellenldnge des Anregungslichtes wurde im Bereich von 410 nm
bis 700 nm variiert und das Absorptionsverhalten des Transienten des M-Intermediates
bei 370 nm beobachtet.

In Versuchen an BR konnte hier gezeigt werden, daf3 die Variation der Wellenlédnge des
Anregungslichtes keinen Einflu? auf die Kinetik des M-Intermediates hat und lediglich zu
einer Varianz der Amplitude fuhrt.

Fur die spezifische Anregung des SRIsg; konnte in dieser Arbeit die Wellenlange 630 nm
bestimmt werden. SRls3 wird bei dieser Wellenldange nicht mehr angeregt. Die
ausgewahlte Wellenlange von 470 nm fir das SRIs3g stellte hingegen einen Kompromiid
dar, zwischen einer maximalen Anregung des SRIls3; und einem minimalen Beitrag des
SRlsg;.

Durch multiexponentielle globale Datenanalyse konnten vier spezifische Halbwertszeiten
fur die Bildung und den Zerfall des M-Intermediates ermittelt werden. Die Bildung von Ma;3
mit einer Halbwertszeit von ~5 ps konnte auf die Anregung des SRlsz, zurlickgefihrt
werden, wohingegen SRlsg; eine bis zu 1000-fach langsamere Kinetik zeigt. Der Zerfall
von Ms;3 scheint jedoch flir beide Spezies kinetisch gleich zu sein.

Die Zuordnung der spezifischen Halbwertszeiten wurde anhand von zwei Kontrollen
verifiziert. Als Modell fir den Grundzustand SRIsg; diente SRID76N. Die protonierte Form
des Asp76 in SRIsg; wird durch den Austausch gegen ein Asparagin imitiert. Wie Rath et
al. (1994) zeigten, ist die Funktion hiervon unbeeinfluf3t, SRID76N im Komplex mit Htrl ist
in der Phototaxis analog zum Wildtyp aktiv. Das Absorptionsspektrum des SRID76N ist
wie oben erldutert identisch mit dem SRIwt-His bei pH 6.0. Fir die Bildung des
M-Intermediates wurde hier, wie erwartet, nur eine Halbwertszeit von 5 ms ermittelt. Sie
entspricht in der GroRenordnung der fir das SRIsg; bestimmten.

Die Analyse der kinetischen Daten des M-Intermediates des SRIwt-His bei pH 6.5 bzw.
5.0 zeigten in Analogie zu dem im pH-Titrations-Experiment ermittelten Gleichgewicht
eine  Abhangigkeit der Amplitude mit der spezifischen Kinetik je nach
Anregungswellenlange. Bei pH 6.5 ist das Gleichgewicht zu SRIls;, verschoben und die

Amplitude des M-Intermediates im Bereich der kiirzeren Halbwertszeit ist folglich fir die
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Anregung bei 470 nm im Vergleich zu 630 nm deutlich héher. Im Gegensatz dazu liegt bei
pH 5.0 fast ausschlieBlich SRIsg; vor und es wird lediglich die langsame Bildung von Ms73
beobachtet.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die oben erlauterte Zuordnung der spezifischen Kinetiken
der Bildung des M-Intermediates zu den einzelnen Spezies des Grundzustandes.
Bogomolni et al. (1994) beobachteten analog eine kinetisch biphasische Bildung des
M-Intermediates nach Anregung bei 560 nm und einen kinetisch monophasischen Zerfall
des M-Intermediates. Die Autoren postulierten allerdings, dall SRlsg; nur in einer
Nebenreaktion ein M-Intermediat bildet. Gestitzt wird diese These durch die
Beobachtung, dalR bei pH < 6.0 die Bildung des M-Intermediates abnimmt (Spudich &
Spudich, 1993; Schmies et al., 2000).

Als Erklarung hierfir wurde von Spudich & Spudich (1993) ein mdglicherweise
beschleunigter Zerfall von Ms;3 postuliert, so daf3 dieses Intermediat nicht akkumuliert
wird. Dies widerspricht dem hier beobachteten Verhalten und soll im folgenden naher
diskutiert werden.

Zur separaten Analyse der beiden kinetisch unterschiedlichen Photozyklen des SRls3 und
SRIsg; wurden die Absorptionsédnderungen im Bereich von 310 nm bis 700 nm nach
spezifischer Anregung aufgenommen. Die sehr unterschiedlichen Zeitfenster beziiglich
der Bildung des M-Intermediates erleichterten zusatzlich eine spezifische Zuordnung
selbst bei partieller Anregung der jeweils anderen Spezies.

Anhand der absorptionsspektroskopischen Untersuchungen des SRI ist es hier erstmals
gelungen die Photozyklen der beiden Spezies des Grundzustandes flr das Transducer-
freie SRI getrennt voneinander zu analysieren und eine eindeutige Zuordnung der
Halbwertszeiten der Intermediate zu treffen. Flr das SRlsg, konnten die einzelnen
Intermediate, die im Verlauf der thermischen Relaxation auftreten, genau charakterisiert
werden. Die Analyse des Photozyklus des SRIs3g beschrankt sich zunachst auf die
Bildung und den Zerfall des M-Intermediates. Die Charakterisierung dieses Photozyklus
wurde dadurch erschwert, dal der Beitrag des SRlsgy auch durch die Anregung bei
470 nm nicht vollstandig eleminiert werden konnte. Aus der Datenanalyse resultierten fur
beide Anregungswellenlangen sechs Halbwertszeiten. Aus den berechneten
Intermediatspektren lassen sich unter Beriicksichtigung der getroffenen Uberlegungen

folgende kinetische Modelle der Photozyklen des SRI herleiten.
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Abb. 68: Modell der Photozyklen des SRIsgg und SRIs3 (Halbwertszeiten bei 30°C)

Fur das SRIsg; konnten durch die Anregung bei 630 nm die kinetischen Daten des
Photozyklus selektiv ermittelt werden. Ein Beitrag des SRIs3 konnte ausgeschlossen
werden, da in allen Intermediatspektren die Absorptionsbhande bei 530 nm nahezu
unverandert erkennbar war. Zusatzlich konnte die Bildung des M-Intermediates mit einer
Halbwertszeit von 6 ps flr das SRls3o hier nicht beobachtet werden.

Es wurden vielmehr zwei Halbwertszeiten von 5 ms bzw. 111 ms ermittelt, die bereits im
Aktionsspektrum fur das SRIlsg; beobachtet wurden. Im Photozyklus des pSRII wird flr die
Bildung des M-Intermediates eine Halbwertszeit von 30 us beobachtet. Eine vergleichbare
Halbwertszeit von 2 ms ergibt sich dabei fir den Ubergang zum M; « M,
Quasigleichgewicht (Schmies et al., 1998). In Analogie zum Photozyklus des BR (Lozier
et al., 1975) wurden weiterhin die Intermediate Kgio, Lsso UNd Nsgo im Photozyklus des
SRIsg; kinetisch charakterisiert. In Abbildung 69 ist zum Vergleich schematisch der
Photozyklus des BR nach Chizov et al. (1996) dargestellt. Die Halbwertszeiten sind hier
fr 25°C angegeben.
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Abb. 69: Modell des Photozyklus des BR (Chizov et al., 1996). Die Halbwertszeiten sind fur

25°C angegeben.

Im Vergleich wird deutlich, dalR SRIlsg; die gleichen Intermediate und &hnliche
Quasigleichgewichte im Photozyklus durchlauft wie BR und pSRII, abgesehen von einem
bisher nicht detektierten O-Intermediat. Fir das SRIsg; konnte nur ein Quasigleichgewicht
zwischen Lsgo und Mgy3 kinetisch identifiziert werden. Ein spektral unsichtbarer Ubergang
zu einem zweiten Quasigleichgewicht kdnnte maoglicherweise bei einer hoheren
Datenaufldsung beobachtet werden, es besteht jedoch aus dem Reaktionsablauf keine
Notwendigkeit. Die Bildung von Lsg, entspricht mit Halbwertszeit von 5 us gut der Kinetik
des BR bzw. pSRII mit 1 ps. Der Ubergang zum Lsgo « Maszs Gleichgewicht ist mit 95 ps
im Vergleich zu 6 ps fir BR bereits etwas langsamer. Die Kinetik der Bildung und des
Zerfall des M-Intermediates unterscheiden sich hier deutlich. Der Photozyklus des SRlsg;
unterscheidet sich somit nur in seiner Kinetik und nicht im Reaktionsweg von dem des
BR.

Die Analyse des Photozyklus des SRIs3 nach Anregung bei 470 nm lieferte ein weniger
detailliertes Bild. Die Auswertung der Daten wurde dadurch erschwert, dal3 hier auch
SRIsg; zum Teil angeregt wurde. Fur das SRIsz, wurde jedoch eindeutig die Bildung des
M-Intermediates mit einer Halbwertszeit von 5 ps beobachtet und ist damit deutlich
schneller als fir das SRIsg;. Alle Intermediatspektren zeigen analog zu den oben
erlauterten Ergebnissen eine schwache Absorptionsbande bei 580 nm, die dem SRlsg; im
Grundzustand zugeordnet werden kann. Ein mdgliches Kgo und Lseo-Intermediat des
SRIs3 analog zum Photozyklus des SRIsg; konnte nicht detektiert werden, sind jedoch mit
hoher Wahrscheinlichkeit vorhanden. Diese Intermediate konnten vermutlich zeitlich nicht

aufgeldst werden (Zeitauflosung: 10 ns, Laserartefakt im Bereich bis ~ 100ns).
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Bemerkenswert ist, daf fir den Zerfall des M-Intermediates fiir beide Spezies des
Grundzustandes eine identische Halbwertszeit von ~1,4 s ermittelt wurde. Analog ist auch
die vollstandige Rickbildung des Grundzustandes mit ~2,5 - 2,7 s fur SRls3y und SRlsg;
identisch. Fur diese Halbwertszeit ist den Intermediatspektren kein spezifisches
Intermediat zuzuordnen, so dafd hier zur Veranschaulichung ein SRI* in den Photozyklus
eingefiihrt wurde. Die Spektren des SRI'sg; bzw. SRI‘s3, werden nur zu einem geringen
Anteil durch das Intermediatspektrum des Mas;;3 «  Nsgo Gleichgewichtes charakterisiert
und hauptsachlich bereits durch das Spektrum des jeweiligen Grundzustand dominiert.
Diese Intermediate lassen sich somit als partiell noch nicht vollig relaxierten angeregten
Grundzustand verstehen.

Aus den Ergebnissen lafdt sich schlielRen, daf3 die Bildung von Ms;3 kinetisch durch die
Abgabe des Protons von der Schiff-Base an die jeweilige Akzeptorgruppe determiniert
wird. Im SRlIs3 steht hierfir das deprotonierte Asp76 analog zum Asp85 in BR zur
Verfigung. Die Bildung des M-Intermediates ist mit ~5 us sogar schneller als im
Photozyklus des BR mit ~100 ps oder des pSRII mit ~30 ps. Im SRlsg; Ubernimmt
vermutlich das Histidin 166 im zytoplasmatischen Kanal diese Funktion (Sasaki et al.,
2000). Fur den Reaktionsablauf laRt sich daraus schlie3en, dal? die Reorientierung der
Schiff-Base fiir diese Spezies schneller ist als deren Deprotonierung. In Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen der elektrophysiologischen Experimente resultiert daraus kein
Protonentransport Uber die Membran.

Fur den Zerfall des M-Intermediates ist jedoch die Reprotonierung der Schiff-Base der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Im BR fungiert das Asp96 als Protonen-
donorgruppe. Die homologe Position ist im SRI jedoch gegen eine neutrale Aminosaure
dem Tyr87 ausgetauscht. Hierdurch laf3t sich der mit einer Halbwertszeit von 1 — 2 s
kinetisch deutlich langsamere Zerfall des M-Intermediates im Vergleich zu 6 ms im BR
erklaren. Die Reprotonierung der Schiff-Base erfolgt daher fur beide Spezies des
Grundzustandes durch einen alternativen Mechanismus, der bislang unklar ist. Vermutlich
dient fir beide Spezies die gleiche Aminosaure als Protonendonor, wodurch sich die
identische Halbwertszeit der M-Intermediate erklaren wirde.

Die Untersuchung des Photozyklus bei pH 4.5 bestatigten die oben genannten
Ergebnisse. Als Anregungswellenlange konnte hier 560 nm gewahlt werden, da bei
diesem pH-Wert das SRI nahezu ausschlief3lich als SRIsg; vorliegt.

Fur die Bildung des M-Intermediates ist eine Halbwertszeit von ~ 50 ms im Vergleich zu
110 ms bei pH 6.0 fir das SRIsg; zu finden. Die Halbwertszeiten der Bildung des Kgio- und
Lsso-Intermediates sind ebenfalls im Vergleich etwas kleiner jedoch in der gleichen
GroRenordnung. Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Schmies et al. (2000) wurde

hier somit fur das SRlsg; bei pH 4.5 ein Ms7; beobachtet.
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Eine mdgliche Erklarung fiir die abweichenden Ergebnisse ist, dal? Schmies et al. fiir die
Anregung des Photozyklus bei pH 5.5 und pH 4.0 Licht der Wellenlange 532 nm
verwendeten. Bei dieser Anregungswellenlange wird nur ein vergleichsweise geringer
Anteil SRIsg; angeregt. Da sich mit abnehmenden pH-Wert das Gleichgewicht von SRls3g
zu SRIsg; verschiebt, nimmt daher die Amplitude des M-Intermediates ab. Analog wurde
auch eine geringere Amplitude des Transienten bei 580 nm beobachtet. Es besteht somit
kein Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit.

Die geringfligige Beschleunigung einzelner Ubergénge im Photozyklus bei pH 4.5 ist auf
die erhohte Protonenkonzentration auch im Protonenkanal zurickzufihren. Dies
ermoglicht vermutlich den schnelleren Protonentransfer in geschwindigkeitslimitierenden
Schritten. Hierauf 1&8t sich vermutlich auch das im Verlauf des M-Zerfalls beobachtete
Quasigleichgewicht zwischen Ms73 und einem Intermediat mit einem Absorptionsmaximum
von 510 nm bzw. 530 nm zurickfiihren. Bei pH 6.0 ist im Vergleich ein Gleichgewicht
zwischen Ms73 und Nsgg zU beobachten.

Moglicherweise erfolgt daher die Reprotonierung der Schiff-Base bei pH 4.0 auf einem
alternativen Reaktionsweg. Die ermittelte Halbwertszeit dieses Prozesses ist jedoch
analog zu denen friherer Intermediate nur um den Faktor ~2 im Vergleich zu pH 6.0
beschleunigt. Die vollstandige Ruckbildung des Grundzustandes scheint jedoch
unabhangig von der externen Protonenkonzentration zu sein. Die berechneten Halbwerts-
zeiten entsprechen in ihrer GréRenordnung denen des SRlsg; bei pH 6.0, so dal die
Ergebnisse somit bestatigt wurden.

Eine Gegeniiberstellung mit den bereits bekannten Daten fiir SRI, homolog in
H. salinarum bzw. heterolog in E. coli exprimiert, ist in der folgenden Tabelle

wiedergegeben.

Tabelle 4: Vergleich der Halbwertszeiten fir die Bildung und den Zerfall des
M-Intermediates des SRI mit publizierten Daten

T/°C pH Ms73-Bildung Ms75-Zerfall
diese Arbeit*  SRlsg; 30 6.0 5ms 14s
SRls30 6.0 6 us 13s
Olson et al.(1993) ? 5.5 n.b. 214 ms; 1,26 s
Haupts et al. (1996) 20 55 400 ps; 20 ms 500 ms
6.8 400 ps; 21 ms 1.3s
Jung et al. (1999) 18 6.0 11 ps; 17 ms n.b.
Schmies et al. (2000)* 20 6.0 7 ms; (100 ms) 22s

n.b.: nicht bestimmt; * in E. coli exprimiert
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Im Vergleich zeigt sich, dal die hier ermittelten Daten, unter Berlcksichtigung der
unterschiedlichen Temperatur und Pufferbedingungen, gut mit den bereits publizierten
Ergebnissen korrespondieren. Die Bildung des M-Intermediates des SRls3, korreliert mit
der von den Autoren beobachteten schnellen Phase der Kinetik und entsprechend die
langsamere Phase mit der hier flr das SRlsg; bestimmten Halbwertszeit. Die von Schmies
et al. (2000) angegebene Halbwertszeit von 100 ms ist hierbei auf eine andere Zuordnung
zuruckzufiihren. Sie entspricht vielmehr dem hier ermittelten Ubergang des Mss; in das
Quasigleichgewicht Ms7;3 «  Nsgo. Olson et al. (1993) konnten als einzige einen
biphasischen Zerfall des M-Intermediates beobachten. Die ermittelte kirzere
Halbwertszeit ist vermutlich analog zu Schmies et al. dem Ubergang des M-Intermediates
in das Ms73 « Nsgo Gleichgewicht zuzuordnen.

Im weiteren lait sich hieraus schliel3en, dafl} das in E. coli exprimierte SRIwt-His keine

Abweichungen in seiner Funktion zu dem homolog in H. salinarum exprimierten zeigt.

4.2.3 Topographie des SRI im zytoplasmatischen Bereich der Helices Fund G

Mit Hilfe der ESR-Spektroskopie konnte fir ausgewahlte Positionen der Helices F des SRI
ihre Orientierung relativ zu ihrer molekularen Umgebung ermittelt werden. Eine
entsprechende Analyse der Helix G schlug fehl, da die ausgewahlten Cysteinmutanten bis
auf die Position 211 nicht in funktionaler Form exprimiert bzw. isoliert werden konnten.

Die Mobilitat des Spinlabels und seine Zuganglichkeit gegeniber paramagnetischen
Molekilen in Abhéangigkeit von der Paosition gibt hierbei Auskunft (ber die relative
Orientierung der urspriinglichen Aminosaureseitenkette.

In den Spektren aller Mutanten der Helix F des solubilisierten SRI sind zwei Populationen
des Spinlabels zu erkennen, neben einer mobilen Komponente wird jeweils auch ein
Anteil stark immobilisierten Spinlabels beobachtet. Von Pfeiffer et al. (1999) konnten fir
die BR-Mutanten F156R1 und A168R1 ahnliche spektrale Eigenschaften ermittelt werden.
Als Erklarung wird von den Autoren vorgeschlagen, dalR die Nitroxid-Seitenkette in zwei
favorisierten Konformationen vorliegt, so dal3 eine Orientierung ins Protein bzw. nach
aul3en weisend resultiert. Dieses Verhalten wird vornehmlich fur Spinlabel, die in einer
Helix-Helix-Kontaktflache positioniert sind, beobachtet. Die Beweglichkeit des Spinlabels
in den SRI-Mutanten ist insgesamt jedoch deutlich geringer als in den vergleichbaren
Region im BR (Pfeiffer et al., 1999) und auch des pSRIlI (Wegener et al., 2000).

Die Spinlabel der in PM-Lipide rekonstituierten SRI-Mutanten zeigen wie bereits oben
erlautert eine starke Immobilisierung, welche nicht auf einen erhéhten Membrandruck
durch die relaltiv hohe Salzkonzentration von 4 M NaCl zurtickgefuihrt werden konnte.

Vielmehr kann hierfir eine Aggregation des Proteins im Verlauf der Rekonstiution
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vermutet werden. Die Messungen der Zuganglichkeit ergeben im Einklang damit fir alle
Positionen eine Lokalisierung innerhalb des Proteins.

Fur die weitere Analyse werden daher nur die Spektren der solubilisierten SRI-Mutanten
herangezogen. Die ,Lipidphase” in den Zugéanglichkeitsmessungen wird daher durch das
elektronisch neutrale Detergenz DM reprasentiert. Ob der Sauerstoff als para-
magnetisches Quenchermolekiil eine ahnlich hohe Léslichkeit in der Detergenzphase wie
in der Lipidphase besitzt, kann jedoch nur vermutet werden.

Die einzelnen CW-Spektren zeigen lediglich graduelle Unterschiede in der Mobilitat des
Labels fur die einzelnen Positionen, daher ist eine Aussage hinsichtlich der Orientierung
auf dieser Basis schwierig. Fur die Position 158 wird jedoch im Vergleich der inversen
Linienbreiten aller Mutanten eine deutlich hoéhere Mobilitat ermittelt, so dal3 eine
Lokalisierung der Seitenkette nach aul3en wahrscheinlich ist. In den Zuganglich-
keitsmessungen konnte im Einklang dazu eine Orientierung im Bereich der Grenzflache
Wasser/Lipid bestimmt werden. Auf der Basis der Zuganglichkeit kann unter
Bericksichtigung des SRI-Modells von Lin et al. (1997) eine Lokalisierung der
Aminosdure G158 auf der vom Protein abweisenden Seite der Helix angenommen
werden. Eine partielle Dimerisierung, wie sie bereits flr das SRIwt-His im solubilisierten
Zustand beobachtet wurde, konnte an dieser Position zu einem Helix-Helix-Kontakt
fuhren, der sich in einer Immobilisierung des Spinlabels &uRerte und damit die
Linienbreite beeinflut. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Messungen widersprechen
sich somit nicht.

Fur die Mutante 1157 konnte auf der Basis der Zugéanglichkeitsparameter eindeutig eine
Lokalisierung innerhalb des Proteins bestimmt werden. Folgt man der Helixwindung laft
sich auf eine Orientierung in Richtung der Helix E schlie3en.

Die Bestimmung der Zugéanglichkeit liefert fir die Mutanten E155 und Q156 eine weniger
eindeutige Orientierung in die walrige Phase. Im Zuganglichkeitsdiagramm ist ihre
Position noch im Bereich der Grenzflache zur Lipidphase und Proteininneren. Fur die
Position 156 kann daher unter Bezug auf die Positionen 158 und 157 eine Lokalisierung
ins Proteininnere bzw. in den zytoplasmatischen Bereich des Protonenkanals vermutet
werden. Das Netzwerk von Wasserstoffbriickenbindungen unter Einbezug koordinierten
Wassers im Protonenkanal rechtfertigt die hier bestimmten Zuganglichkeitsparameter.

Im Einklang mit den Ergebnissen ist die Aminosédure 155 auf Helix F schon im Ubergang
zu einer Loop-Struktur auf der Proteinoberflache lokalisiert. Analoges gilt fiir die Position
154. Hier wird fir den Spinlabel eine Orientierung in der Grenzflache aller drei Phasen

ermittelt.
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Von den Mutanten der Helix G konnte wie bereits erlautert nur SRIF211C isoliert und
markiert werden. Die beobachtete dipolare Wechselwirkung zweier benachbarter Spins
laRnt sich nur mit einer Dimerisierung des Proteins im Bereich der Helix G erklaren. Fur die
Position 211 1aRt sich folglich eine Orientierung auf der AuRenseite der Helix annehmen.
Die Mutanten Y210, F212 und Y213 konnten nicht in funktionaler Form synthetisiert
werden, obwohl sterisch durchaus anspruchsvollere Aminosauren gegen ein Cystein
ausgetauscht wurden. Im Gegensatz zum pSRIl ist das SRI somit in diesem Bereich
empfindlicher gegeniiber Mutationen. Auffallend ist, daf? in diesem Bereich der Helix
tberdurchschnittlich viele aromatische Aminosauren zu finden sind (Position 208 + 210 —
213). Mdoglicherweise stort daher der Austausch gegen eine Cystein eine Wechselwirkung
der p-Systeme und destabilisiert damit die Struktur.

Insgesamt sind die hier ermittelten experimentellen Daten in guter Ubereinstimmung mit
dem von Lin et al. (1997) entwickelten Strukturmodell des SRI auf der Basis von

Sequenzhomologien zum BR (vgl. Abb. 55).

Abb. 70: Schematische Darstellung der Seitenkettenorientierung an den untersuchten
Positionen der Helices F und G des SRI. Als Basis dienten die Daten der
Zuganglichkeitsmessungen und die Expressionsanalyse. Der Loop zwischen den
Helices F und G ist als gestrichelte Linie dargestellt. Die Aminosauren Y210, F212
und Y213 der Helix G, sowie L159, F160 und N161 der Helix F konnten nicht
exprimiert werden. Es lalt sich aber eine Orientierung zu den benachbarten
Helices bzw. in den Protonenkanal aus dem Verlauf der Helixwindung vermuten
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4.2.4 Expression des SRIim Komplex mit dem verkirzten Transducer tHtrl

Fir die Untersuchung des SRI im funktionalen Komplex mit seinem Transducer Htrl sollte
zunachst eine Expressionstrategie entwickelt werden. Am Beispiel des pSRIlI konnte
A. Wegener (2000) zeigen, dal? eine Koexpression mit einer verkirzten Variante des
pHtrll in E. coli mdglich ist und der Komplex anschliel3end durch Reinigung Gber nur einen
Histidin-Tag in funktionaler Form erhalten werden kann.

In Anlehnung an diese Daten wurde daher zunachst die Koexpression des SRI mit einem
verkirzten Htrl, bestehend aus den ersten 147 Aminosauren, angestrebt. Der
C-Terminus, der die Signalweiterleitung im Zytoplasma vermittelt, war in dieser Arbeit
nicht Gegenstand der Untersuchungen.

Perazzona et al. (1994) konnten in ihren Untersuchungen zeigen, daf3 die N-terminalen
147 Aminoséauren des Htrl, welche die beiden transmembranen Helices und einem kurzen
zytoplasmatischen Bereich reprasentieren, ausreichend sind fir eine funktionale
Komplexierung des SRI. Als Kontrolle diente hierfir die Modulation des Photozyklus in
Form des pH-unabhangigen M-Zerfalls.

Fur die Koexpression wurden zwei Varianten des Rezeptor-Transducer-Komplexes
kloniert, in denen jeweils der Histidin-Tag an eine der beiden Komponenten angefiigt
wurde. In beiden Fallen wurde eine im Vergleich zum SRIwt-His geringe Syntheserate in
Bezug auf das SRI beobachtet. Die Expression des tHtrl bzw. tHtrl-His war hingegen im
SDS-Gel deutlich erkennbar.

Der Komplex wurde in der anschlieRenden Reinigung nur in geringen Ausbeuten und
unter Abreicherung einer Komponente erhalten. Moglicherweise inhibiert die von
Perazzona et al. (1996) beschriebene ,Chaperon-artige” Funktion des Htrl in Bezug auf
die Faltung des SRI die Insertion in die E. coli Membran.

Auch die separate Expression beider Komponenten mit einer anschlieRenden Reinigung
des Komplexes Uber einen Histidin-Tag schlug fehl. Auch hier wurde die Abreicherung
jeweils einer Komponente beobachtet. Im Gegensatz zum pSRIl scheint daher das SRI
einen weit weniger stabilen Komplex mit seinem Transducer zu bilden. Eine andere
Erklarungsmoglichkeit begriindet sich in der fiir das gereinigte SRIwt-His beobachteten
Dimerisierung bzw. Oligomerisierung. Moglicherweise interagiert das SRI bereits in der
E. coli-Membran mit einem zweiten SRI-Molekl, so daf3 die Wechselwirkungsdoméne fir
die Bindung des Transducers bereits besetzt ist.

Das SRl wurde daher Uber einen Peptidlinker mit dem tHtrl fusioniert. Diese
Expressionsstrategie bietet den Vorteil, daf} eine feste Stéchiometrie von 1:1 vorgegeben
wird. Fir das pSRIl zeigten Wegener et al. (2000) in ESR-Experimenten, daf? im Komplex
mit tpHtrll in einem Verhdltnis von 2 : 2 vorliegt. Ob die Dimerisierung jedoch fur die

Funktion essentiell ist, wurde bisher nicht gezeigt. Der Photozyklus des pSRII-tpHtrll zeigt



Diskussion 148

zumindest keine Unterschiede zwischen der monomeren und dimeren Form. Daruber
hinaus besteht auch flr das Fusionsprotein SRI-link-tHtrl-His die Mdglichkeit der
Dimerisierung.

In Phototaxis-Experimenten an pSRIlI konnten Spudich et al. (unveréffentlichte Daten)
weiterhin zeigen, dal3 eine Fusion des Rezeptors mit seinem Transducer Uber einen
Peptidlinker zu einem funktionalen Komplex fiihren. Die Aminosauresequenz des Linkers
wurde hierbei analog zu diesen Experimenten gewéhlt. Das SRI-link-tHtrl-His konnte
erfolgreich exprimiert und gereinigt werden. Die Expressionsrate war hierbei mit der des
SRIwt-His vergleichbar. Im Absorptionsspektrum des Komplexes zeigte ein identisches
Bandenmuster zu dem des SRIwt-His.

Die Funktionalitdt des Komplexes wurde anschlieRend Uberprift, indem zunadchst der pK,-
Wert des Asp76 ermittelt wurde und im folgenden der Photozyklus bei verschiedenen pH-
Werten bestimmt wurde. Wie oben bereits erlautert, verschiebt sich der pK,-Wert des
Asp76 im SRI durch die Bindung des Htrl zu hoheren Werten.

Entsprechend wurde fur das SRI-link-tHtrl-His ein pK;-Wert von 7,4 im Vergleich zu 6,7
fur das freie SRI ermittelt. Von Bogomolni et al. (1994) wurde fiir das SRI im nativen
Komplex mit Htrl hingegen ein pK,-Wert von 8,5 ermittelt, allerdings bestimmten sie auch
einen leicht héheren Wert von 7,2 fur das freie SRI. Wie oben erlautert ergibt sich jedoch
eine gute Ubereinstimmung des pK,-Wertes des freien SRI mit den Daten von Krebs et all.
(1995). Beriicksichtigt man daher die relative Erhdhung des pK,;-Wertes deutet das
Ergebnis somit daraufhin, dall das Fusionsprotein den funktionalen Komplex
reprasentiert.

Analog zu den Ergebnissen flr das freie SRI wurde hier ebenfalls eine Absorptionsbande
bei 404 nm identifiziert. In den Literaturdaten fiir den nativen Komplex wurde im Vergleich
dazu diese Bande nicht beschrieben (Bogomolni et al., 1994). Im Rahmen der geringeren
Datenqualitdt wurde ein identischer pK,-Wert von 6,03 im Vergleich zum freien SRI
ermittelt. Die Protonierungsgrad der Schiff-Base im Gleichgewicht mit der deprotonierten
Asparaginsdure 76 scheint somit nicht beeinflu3t zu werden. Aufgrund der geringeren
Datenqualitat 1&R3t sich jedoch nur vermuten, ob hier moglicherweise ein Gemisch des
funktionalen Komplexes und inaktiven Fusionsprotein erhalten wurde.

Die Photozyklusdaten des SRI-link-tHtrl-His widersprechen jedoch dieser Schluf3folgerung
und es konnte hier wahrscheinlich kein funktionaler Komplex erhalten werden. Die
ermittelten Halbwertszeiten waren identisch mit denen des freien SRI und zeigten
ebenfalls eine starke pH-Abhangigkeit. In der Literatur ist hingegen dokumentiert, dal3 die
Bindung des Htrl zu einer Beschleunigung des SRI-Photozyklus fuhrt und die kinetischen
Daten im Bereich von pH 5.0 bis 7.5 konstant sind (Spudich et al., 1993; Jung et al.,
1999).
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Im Gegensatz zur pH-Titration wurden die Daten anhand des solubilisierten Proteins
analog zum SRIwt-His ermittelt. Mdglicherweise bildet sich erst in der Membran ein
stabiler Komplex aus. Die Kinetik des Photozyklus war jedoch fiir das rekonstituierte
Protein analog zu der des freien SRI im Vergleich zu Daten des nativen SRI stark
verlangsamt. Vermutlich erfolgt im Verlauf der Rekonstitution hier ebenfalls eine
Aggregation, die zu einer Behinderung der Konformationséanderung und damit einer
Verlangsamung des Photozyklus fuhrt.

Fiur eine Komplexierung des SRI durch das tHtrl im Fusionsprotein sprechen jedoch die
im Vergleich zum freien SRI unterschiedlichen Expressionraten der Cysteinmutanten, die
fur anschlieende ESR-Experimente synthetisiert wurden. Die Mutante SRIG158C konnte
fur das freie SRI in einer ahnlichen Ausbeute wie der Wildtyp erhalten werden, hingegen
konnte die Mutante im Fusionsprotein nur in geringer Ausbeute isoliert werden und erwies
sich als relativ instabil. In Ubereinstimmung mit dem Modell des SRI von Lin et al. (1997),
ist die Aminosaure 158 im zytoplasmatischen Bereich der Helix F lokalisiert und zeigt vom
Protein weg in die Membran. Aus dem veranderten Expressionverhalten der Mutante des
Fusionsproteins 4Rt sich daher einen Kontakt des Transducers in diesem Bereich
ableiten.

Fur die Dimerisierung des SRI konnte anhand der Mutante F211C bereits eine Interaktion
im zytoplasmatischen Bereich der Helix G vermutet werden. In Analogie zu den oben
erlauterten Beobachtungen ist die Expressionrate dieser Mutante im Fusionsprotein
deutlich kleiner und es konnten nur geringe Labelgrade in der Kopplungsreaktion mit dem
Spinlabel erreicht werden.

A. Wegener (2000) konnte in ESR-Experimenten eine Interaktion des pSRIl mit pHtrll in
identischen Helix-Bereichen nachweisen. Fir das SRI laRt sich daraus eine analoge
Orientierung zum Htrl im Fusionsprotein und damit wahrscheinlich auch im nativen
Komplex ableiten. In der folgenden Abbildung ist eine mdgliche Anordnung der beiden

Proteine zueinander schematisch dargestellt.
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Abb. 71: Schematische Darstellung der méglichen Anordnung der transmembranen Helices
im Komplex SRI-Htrl aus der Sicht vom Zytoplasma. Fur das Htrl sind hier nur die
beiden transmembranen Helices (TM1 + 2) dargestellt.

Die einer nativen Komplexierung des SRI durch das tHtrl im Fusionsprotein
widersprechenden Photozyklusdaten lassen sich eventuell dadurch erklaren, daf3 die
Lange des verwendeten Peptidlinkers zu kurz ist, woraufhin die Eintauchtiefe der Helices
des tHtrl in die Membran im Vergleich zum nativen Protein verdndert wurde. Es wirde
damit zwar eine Komplexierung Uber die entsprechende Interaktionsflaiche des SRI
stattfinden, eine Wechselwirkung fur die Funktion essentieller Aminosauren ware jedoch
inhibiert.

Zur Klarung einer Funktionalitdit des Fusionsprotein koénnten elektrophysiologische
Untersuchungen an Oozyten dienen, wie sie von Schmies et al. (2001) bereits am nativen
Komplex durchgefiihrt wurden. In diesen Experimenten konnten die Autoren zeigen, dal3

die Protonenpumpaktivitéat des freien SRI durch die Komplexierung des Htrl inhibiert wird.

4.2.5 Identifizierung der Wechselwirkung des SRI mit Htrl

Die Untersuchung des Mechanismus der Signalweiterleitung vom SRI an seinen
Transducer Htrl erfolgte durch ESR-Differenzspektroskopie. Aus entsprechenden
Experimenten an BR und pSRIl wurde hier ebenfalls eine Konformationsanderung in
Form eines Abknickens einer Helix im zytoplasmatischen Bereich der Helix F oder G
vermutet (Rink et al. 2000; Wegener et al., 2000). Von besonderem Interesse ist hierbei
ein moglicher Unterschied in der Weiterleitung des photophilen Signals im Vergleich zum

photophoben Signaltransfer im pSRII.
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In den lichtinduzierten ESR-Differenzspektren konnte anhand der Mutante SRIQ156C
eine Zunahme der Mobilitdt des Spinlabels ermittelt werden. Diese Beobachtung wurde
ebenfalls fir die identische Mutation im Fusionsprotein festgestellt. In einem
Kontrollversuch konnte dartiber hinaus durch Anregung mit Licht der Wellenlange
3630 nm sichergestellt werden, dal diese Mobilitaitsanderung auch im Photozyklus der
Spezies SRIlsg; erfolgt. Den ESR-Untersuchungen bezlglich der Orientierung der
einzelnen Aminosauren konnte, in Zusammenhang mit dem von Lin et al. (1997)
berechneten Modell des SRI, entnommen werden, dal die Glutaminsdure 156 im
zytoplasmatischen Kanal des SRI lokalisiert ist. Folglich ist eine Mobilitditszunahme des
Spinlabels an dieser Position durch eine Offnung des Kanals zu erklaren. Als mogliche
Erklarung dient hierfur eine zum BR und pSRIl analoge Auswartsbewegung der Helix F in
diesem Bereich im Verlauf des Photozyklus (Submarian et al., 1993; Rink et al., 2000;
Wegener et al.,, 2000). Spudich & Lanyi (1996) schlugen als Modell fiir die
unterschiedliche Signaltransduktion im SRI ein Gleichgewicht zwischen zwei
Konformationen im Grundzustand vor. Die entspannte (,relaxed“) Konformation wird
vornehmlich im Verlauf der photophilen Signalantwort gebildet und auch das
M-Intermediat liegt in dieser Konformation vor. Im Vergleich hierzu wurde fir die Mutante
BRD85N/D96N, die ahnliche Eigenschaften wie das SRI zeigt, diese Konformation, im
Unterschied zum Wildtyp, auch mit protonierter Schiff-Base angenommen. Die
angespannte (,constrained”) Konformation wird dagegen im Verlauf der photophoben
Reaktion gebildet. Im Gegensatz dazu konnte hier eindeutig nachgewiesen werden, daf3
im Zuge der photophilen Signaltransduktion analog zur photophoben Signalweiterleitung
im pSRII die Offnung des Protonenkanals beobachtet werden kann.

Es ist somit wahrscheinlich, daf? das SRI das Signal der photophilen Reaktion in Form
eines sterischen Triggers auf das Htrl Gbertragt. Das langlebige M-Intermediat des SRI
wird hierbei als signalgebender Zustand der photophilen Antwort diskutiert. Im
M-Intermediat ist das Retinal in 13-cis-Konfiguration Uber die deprotonierte Schiff-Base
gebunden (Haupts et al. 1994). Yan et al. (1991) vermuteten, dalR3 die 13-Methylgruppe
des Retinals als sterischer Trigger fungiert und nach Photoaktivierung eine
Konformationsanderung induziert. Mit dem Zerfall des M-Intermediates und der
Reprotonierung der Schiff-Base soll anschlieBend das photophile Signal abgeschaltet
werden.

Durch zeitaufgeloste ESR-Spektroskopie ist es im folgenden gelungen das M-Intermediat
als signalgebenden Zustand zu identifizieren. Im Vergleich mit den optischen Transienten
des Photozyklus bei 380 nm (M-Intermediat) und 580 nm (Grundzustand) zeigt sich, daR
diese Konformationsanderung zeitgleich mit der Bildung des M-Intermediates vollsténdig

ausgepragt ist. Analoges beobachteten Wegener et al. (2000) an pSRiIl.
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Die Ausbildung der Konformationsénderung im SRI konnte hier aufgrund der gewahlten
MeRparameter  kinetisch  nicht aufgeldst werden. Die Rickbildung der
Konformationsdnderung ist dagegen kinetisch schneller als der Zerfall des M-
Intermediates bzw. die Ruckbildung des Grundzustandes.

Eine partielle Erwarmung der Probe aufgrund der Belichtung konnte hierfiir als Ursache
ausgeschlossen werden. Der Vergleich des Photozyklus der Mutante SRIQ156C mit
denen des Wildtyps ergab fir den M-Zerfall identische kinetische Daten. Die Bildung des
M-Intermediates zeigte fur die Mutante lediglich eine geringfligig langsamere Kinetik im
Vergleich zum Wildtyp. Die Mutation hat somit keinen EinfluR auf die Kinetik des
M-Zerfalls.

Vergleicht man die Halbwertszeit des ESR-Transienten mit denen der Intermediate des
Photozyklus zeigt sich, daR die Rickbildung der Konformationsédnderung ca. viermal
schneller ist als der Zerfall des Quasigleichgewichtes zwischen Ms73 und Nsgo jedoch
deutlich langsamer als dessen Bildung. Vermutlich ist die strukturelle Anderung mit einem
bisher nicht identifizierten spektral unsichtbaren Intermediatiibergang kinetisch gekoppelt.
Im BR beobachteten Rink et al. (1997) fur die Konfromationsanderung im E-F-Loop ein
ahnliches Verhalten. Die strukturelle Anderung erfolgte im M-Intermediat und wurde von
den Autoren dem M;—M, Ubergang im Photozyklus des BR zugeordnet. Die Riickbildung
der strukturellen Komponente erfolgte jedoch eindeutig zeitgleich mit dem Zerfall des
N-Intermediates. Abweichend von diesen Ergebnissen konnte von Wegener et al. (2000)
fur das pSRII die Rickbewegung der Helix mit dem Zerfall des O-Intermediates kinetisch
verknipft werden. Sie geht damit vermutlich mit der Reisomerisierung des Chromophors
einher. Dies kann fir das SRI wahrscheinlich ausgeschlossen werden.

Die Interpretation der Daten auf physiologischer Ebene ergibt, dall die
Konformationsénderung in Helix F mit der Deprotonierung der Schiff-Base gekoppelt ist.
Im Photozyklus des SRI konnte bislang kein M;-M, Ubergang identifiziert werden, welcher
im BR mit dem sogenannten "Switch“, der Anderung der Zuganglichkeit vom
extrazellularen zum zytoplasmatischen Kanal, in Verbindung gebracht wird. Da jedoch fur
das SRI im nativen Komplex mit Htrl kein Protonentransport beobachtet werden kann
(Olson et al., 1992; Bogomolni et al., 1994; Schmies et al., 2000), wird vermutet, dal’ die
Anderung der Zuganglichkeit kinetisch schneller ist als die Deprotonierung der Schiff-
Base.

Die Ruckbildung der strukturellen Anderung laRt sich vermutlich analog an die
Reprotonierung der Schiff-Base und ihres Protonendonors koppeln. Im Vergleich zum BR
kann hier keine eindeutige Zuordnung des Prozesses zur Reprotonierung des

Protonendonors getroffen werden. In Ubereinstimmung hiermit konnte im Photozyklus des
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SRI kein kinetisch isoliertes N-Intermediat sondern nur das Ms7z « Nsgo Gleichgewicht
identifiziert werden.

Fur die Mutante SRIQ156C im Fusionsprotein wurde ein identischer ESR-Transient im
Vergleich zu dem des freien SRI erhalten. Da die Funktionalitat des Fusionsproteins nicht
eindeutig gezeigt werden konnte, ist dies nur als vorlaufiges Ergebnis zu werten. Fir das
pSRII konnte A. Wegener eindeutig zeigen, dal’ die Auswartsbewegung der Helix F auch
im Komplex mit dem Transducer vollstandig erhalten bleibt.

Durch eine geeignete MelRanordnung sollte es mdglich sein, durch zeitaufgeloste ESR-
Spektroskopie die Bildung der Konformationsdnderung kinetisch zu charakterisieren. Im
Vergleich mit den Photozyklusdaten konnte anschlie3end geklart werden, ob die
Anderung der Zuganglichkeit oder die Deprotonierung der Schiff-Base der Ausléser ist.
Die Konformationanderung kdnnte durch geeignete Mutanten des SRI bzw. Htrl genauer
charaktersiert werden. Hierdurch kénnte im weiteren geklart werden, ob auch in Helix G
strukturelle Anderungen analog zum BR auftreten. In pSRIl wurden im Unterschied dazu
eine Entkopplung der beiden Helices beobachtet (A. Wegener, 2000).

Von besonderem Interesse ist hierbei die Identifizierung einer mdglichen Helixbewegung
im Verlauf des photophoben Signaltransfers. Ob evetuell andere Helixbereiche beteiligt
sind oder nur kinetische Unterschiede bestehen, wére hierbei zu klaren. Die Analyse der
Bifunktionalitdt des SRI ist im Hinblick auf ein allgemeingiltiges Verstandnis des

Signaltransfers von grof3er Bedeutung.
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5. Zusammenfassung

Fur eine detaillierte Charakterisierung der Reaktivitdt des Cytochrom bas sollte in dieser
Arbeit durch heterologe Expression in H. salinarum der Enzymkomplex in funktionaler
Form isoliert werden. Die Entwicklung eines geeigneten Expressions- und
Reinigungsverfahren sollte im weiteren das Studium von geeigneten Mutanten
ermdglichen. Fir die Synthese wurde der von Luttenberg (1998) konstruierte
Expressionsvektor pBL7 verwendet, in dem das zu exprimierende Gen unter der Kontrolle
des bop-Promotors aus H. salinarum steht.

Durch genomische Insertion tber den homologen genomisch kodierten bop-Promotor
konnten stabile Transformanden fir alle Expressionvarianten des Cytochrom bas erhalten
werden. Das Cytochrom ba; konnte hier jedoch trotz Variation in der
Untereinheitenzusammensetzung und der Fusion verschiedener Affinitdts-Tags nicht
synthetisiert werden. Durch Western-Blot Analyse konnte weiterhin gezeigt werden, dafl3
selbst fir das Cytochrom bas; in nativer Zusammensetzung der Untereinheiten ohne
Affinitéts-Tag keine Proteinsynthese in H. salinarum stattfindet. In abschlieRenden RT-
PCR-Experimenten konnten die Transkription der Sequenz des Cytochrom bas
nachgewiesen werden. Unter den gewahlten Expressionbedingungen wird somit eindeutig
der bop-Promotor induziert. Fur die fehlende Proteinsynthese bieten sich mehrere
Erklarungsmodelle an. Einerseits konnte die Sequenz der internen ribosomalen
Bindungsstellen aus N. pharaonis hier nicht erkannt werden, andererseits &Rt sich
vermuten, dal3 die Biosynthese der Ham-Kofaktoren die Synthese limitiert und somit zu

einer proteolytischen Degradation des Proteinkomplexes fiihrt.

In dieser Arbeit konnte der Mechanismus des Signaltransfers vom SRI an das Htrl in
ESR-Experimenten aufgeklart und kinetisch analysiert werden. Fir das Transducer-freie
SRI konnten zusatzlich erstmals die einzelnen Photozyklen der verschiedenen Spezies
des Grundzustandes getrennt voneinander kinetisch detailliert charakterisiert werden.

Das SRI wurde nach der von Schmies et al. (2000) entwickelten Methode in E. coli
exprimiert und bis zur Homogenitat tUber Affinititschromatographie gereinigt. Durch eine
Modifikation der Reinigungsbedingugen konnte hierbei die Stabilitdt des Proteins deutlich
erhdht werden. Die Charakterisierung des SRIwt-His zeigte weiterhin, dal keine
Unterschiede zu dem homolog in H. salinarum exprimierten Protein bestehen.

In pH-Titrationsversuchen konnten mittels multiexponentieller globaler Datenanalyse die
absoluten Absorptionsmaxima der drei Grundzustande des SRIwt-His mit 400 nm, 530 nm
und 580 nm ermittelt werden. Das Gleichgweicht zwischen SRIsg; und SRIszy konnte

anhand des pK,-Wertes dem Protonierungsgleichgewicht der Asparaginsaure 76
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zugeordnet werden. SR, steht vermutlich im Gleichgewicht mit SRIs3, und ist durch die
Deprotonierung der Schiff-Base mit Retinal in all-trans Konfiguration charakterisiert.

Durch die Variation der Wellenlange des Anregungslichtes in der Laserblitzlicht-
Spektroskopie gelang hier erstmals eine Separierung der spezifischen Photozyklen des
SRIsg; und SRIs30. Die Analyse des Aktionsspektrums des Transducer-freien SRI zeigte,
daR die Bildung des M-Intermediates fur das SRIls3 mit 5 ps bis zu 100mal schneller ist
als die des SRIsg;. Das SRI4q0 konnte im Gegensatz dazu nicht angeregt werden. Es kann
daher angenommen werden, dal? diese Spezies keinen Photozyklus durchlauft.

Anhand der spektroskopischen Daten wurden nach spezifischer Anregung die spektralen
Intermediate (K,L,M und N) im Photozyklus des SRIsg; identifiziert und kinetisch
charakterisiert. Entgegen frilheren Vermutungen konnte im weiteren eindeutig gezeigt
werden, dal3 SRIsg; auch bei pH 4.5 ein M-Intermediat bildet. Der Photozyklus des SRlsg;
unterscheidet sich somit von dem des BR lediglich durch das fehlende O-Intermediat und
einer deutlich langsameren Kinetik.

Fur das SRIs3 wurde analog zur Analyse des Aktionsspektrums eine im Vergleich zum
SRIsg; kinetisch schnellere Bildung des M-Intermediates nachgewiesen werden. Die
Intermediate K und L wurden zeitlich nicht aufgeldst. Die Kinetik der Bildung von Msy3 ist
somit von der Protonierung des Asp76 abhangig.

Fur den Zerfall des M-Intermediates wurde jedoch fiir beide Spezies eine identische
Kinetik ermittelt, die ca. 300fach langsamer ist als im BR. Physiologisch kann dies durch
den Austausch der homologen Position des Asp96 im BR durch ein Thr85 im SRI erklart
werden, so dal3 die Reprotonierung der Schiff-Base im SRI durch eine alternative

Aminoséaure im zytoplasmatischen Kanal erfolgt.

Zur Untersuchung der Wechselwirkung des SRI im Komplex mit Htrl wurde eine verkirzte
Variante des Transducers mit dem SRI in E. coli koexprimiert. Die Synthese des SRI
wurde jedoch hierbei stark inhibiert. Die Experimente in Hinsicht auf eine gemeinsame
Reinigung bzw. Bildung des Komplexes nach Isolierung der einzelnen Proteine lassen
vermuten, da? das SRI bereits in der Membran zumindest dimerisiert und so eine
Komplexierung des Transducers inhibiert ist. Als Interaktionsflache fir das Htrl konnten in
weiteren Experimenten die Helices F und G identifiziert werden.

Die Expression des Uber einen Peptid-Linker fusionierten Rezeptor-Transducer-
Komplexes war hingegen erfolgreich. Die Analyse bezlglich der Funktionalitdt des
isolierten Fusionsproteins  lieferten  jedoch  widerspriichliche  Daten. Die
pH-Titrationsversuche deuteten ebenso wie die ESR-Experimente auf eine

Komplexierung des SRI durch das tHtrl auch im solubiliserten Zustand hin.
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Im Gegensatz dazu lassen die Photozyklusdaten vermuten, daf} kein funktionaler
Komplex erhalten wurde. Eine Klarung kénnten diesbezlglich die elektrophysiologische
Untersuchungen liefern.

Zur ldentifizierung des Mechanismus der Signaltransduktion vom Rezeptor auf den
Transducer wurden spinmarkierte Cysteinmutanten des SRI im Bereich der Helix F und G
positionspezifisch mittels ESR-Spektroskopie untersucht. Die Charakterisierung der
Orientierung der einzelnen Spinlabel der Mutanten und damit der urspringlichen
Aminosauren bestatigten im zytoplasmatischen Bereich der Helix F das von Lin et al.
(1997) berechnete Modell des SRI.

Durch ESR-Differenzspektroskopie konnte im weiteren eine Auswartsbewegung der
Helix F zeitgleich mit der Bildung des M-Intermediates identifiziert werden. Das photophile
Signal wird somit im SRI durch eine Konformations&nderung an den Transducer
weitergeleitet. Die Rulckbildung dieser strukturellen Anderung entspricht kinetisch einem

bisher nicht identifizierten Ubergang im Photozyklus.
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7. Anhang

Nukleinsauresequenz des bop-Promotors

1 GGATCCGT GAAGT CCGCCACGACCGCGT CACGACAGGAGCCGACCAGCGACACCCAGAAG

BamHlI

61 GTGCGAACGGT TGAGT GCCGCAACGATCACGAGT TTTTCGT GCGCTTCGAGT GGTAACAC

121 GCGT GCACGCAT CGACT TCACCGCGGGT GT TTCGACGCCAGCCGBCCGT TGAACCAGCAG

181 GCAGCGGGCAT T TACAGCCGCT GT GGCCCAAAT GGTGBEEECGCTATTTTGGTATGGTTT

241 GGAATCCGCGT GTCGGCTCCGTGT CTGACGGT TCATCGGT TCTAAATTCCGT CACGAGCG

301 TACCATACTGATTGGGT CGTAGAGT TACACACATATCCTCGTTAGGTACTGT TGCAT G 360

bop ®

Klonierung der Expressionskassette fir die Untereinheiten | und Il des Cytochrom

bas; optional mit Histidin-Tag.

Cytochrom ba, Gen-Locus

v Il | [}
> —
ba, I+ hin ba, I+l rev
Hind 1l bzw.
BamHI
PCR
Ncol Hind 111
ba, [+l
CC ATG GCC ATC CAC..... ...GGGGTGACACACTGATGAAGCTT
Met Asn
Al
a
oder
Ncol BamHI BamHI Hindlll
ba, 1+l His His2hin/rev
CCATGGCCATCCAC.... . GGG GTG GAT CCC  CAC (5xCAC) TAA TAA GCT
Met Asn Thr His  6x His
v v
Ala Asp Pro
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Klonierungsschema fir den Gesamtkomplex des Cytochrom bas bestehend aus vier

Untereinheiten optional mit C-terminalem Histidin-Tag.

Cytochrom ba,Gen-Locus

— IV Il ‘ I I F

> < —p <
ba, IV hin Hpa rev Pst hin ba, Il rev
HindIll bzw. BamH]
PCR PCR
v Y
Ncol Hpal Pstl Hindlll/BamHI
+
Ncol Hpal Pstl Hindlll

I e |

Restriktion + Ligation

Ncol Hindlll

ba, I-IV

oder
BamHI Hindlll

Restriktion + Ligation + | His2hin/rev

Ncol BamHI Hindlll

ba, I-IV His2hin/rev




Anhang

171

Klonierungsschema des Cytochrom bas Gesamtkomplexes mit N-terminalem

Streptavidin-Tag.

Cytochrom ba, Gen-Locus

" I | I
—> <
Sacl hin Hpa rev
PCR
v
Sacl Hpal
+ ba, I-1V restringiert mit Hpal/Hindlll
v
Ncol Sacl Hpal Hindlll
\
Strepll ba, I-IV
" Neol Sacl

C ATG GCT AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GAG CTC
Met Ala Ser Trp Ser His Pro GIn Phe Glu Lys Glu Leu



Anhang 172

Klonierungsschema fiir den Austausch der Mevinolin- gegen die Novobiocin-
Resistenz im Expressionsvektor pBL7""°

EcoRV Ncol BamHI
/
T
" %,
N\ o/‘
%,
N\ 4N
\ _Ncol
\ y
\ Xbal - \
\ \ pBL7 Novo® “
w | \ 6,5kb /
\ / \\ /
\ / \‘ 4 /
\ / \\& /
%, A 5"
\\ 7
Mg R P ) Amp o

Restriktion mit Xhol, Ncol bzw.Xbal, BamHI
auffullen der Enden des Fragmentes Mev®
und des restringierten Vektors mit Kleenow-Enzym

Ncol/BamHI*

Ncol
bopprom15 4/

N
N\
\
\\
Xbal/Xhol*. \
[ \
«‘ \
( pBL7MeV® |
\ 6,2kb /
\ J
\ /
\\\ \ % ) /’
\\\\\, ,//
U4
N &

ori: Replikationsursprung, AmpR: Ampicillin-Resistenzgen, bopprom15: bop-Promotor-Bereich incl.

Vorlaufersequenz (15 Basentripletts des bop-kodierenden Bereichs), Novo: Novobiocin-

Resistenzgen aus H. volcanii, Mev: Mevinolin-Reistenzgen aus H. volcanii.



Anhang 173

Klonierungsschema der Expressionsvektoren des Cytochrom basin

unterschiedlicher Zusammensetzung der Untereinheiten

Ncol/BamHI*
Ncol

bopprom15 /  Hindlll
~/

Xbal/Xhol*
pBL7Mev® |

6,2kb

Restriktion Ncol/Hind 11l

+ ba,x-Konstrukte

v
Ncol/BamHI*
Ncol
bopprom15
Xbal/Xhol* Hingll
pBL7Mev®
| 6.2kb + xkb
\ J
\ < " /
\V / o j
Mit x = ba, I+1l \ba, I+l His (~2,2kb)
" // ba, I-IV, ba, I-IV His (~2,6kb)
ba, I-IV Strep (~2,7kb)



Anhang 174

Basen- und abgeleitete Aminosauresequenz des SRI-link-tHtrl-His

Ncol

1 ATGGACGCCGTCGCAACCGCCTACCT CGECGGECECGGT CECGCTCATCGTCGGT GTGRCG 89
M D A V AT A Y L G G A V A L I V G V A
® SRI

®1 TTOGTCTGGTTGCTGTACCGGT CGT TGGATGGCT CCOCGCATCAGT CGB0GCT CBCACCG 0
F Vv wIlLlTLYR SLDG G SPHOQSATLA AP

121 CTGGCCATCATTCCCGT GT TCGCGGGECCT GTCCTACGT GGGGAT GGCGTACGACATCGGA 80
L A | I PV F A G L S Y V G M AY D | G

181 ACGGTGATCGTAAACGGGAACCAGAT CGT CGBGECT GCGGTACATCGACTGRCTCGTGACG %40
T V1 VNGNQI VG L RY I DWLV T

241 ACGCCGAT CCTCGT GEGGT ACGT CGGECT ACGCCGCGEGRRE0GT CCCGT CGCAGCATCATC 3%
T P I LV GYV GY AAGA SRR RS I I

301 GGTGTGATGGT GGCGGACGCGCT CAT GAT CGCGGT GGGCGCGEGEGEECGGTGGTGACTGAC 399
G vVu™vM VvV ADALMI AV G A G A V V T D

%51 GECACGCTCAAGT GEBCGCTGT TCGRCGT GTCGT CGATCTTCCACCTGTCGCTGT TCGCG #%°
G T LK WALTFGV S S8 1 F HL S L F A

21 TACCTGTACGTGATCT T TCCGOGGGT OGT GCCCGACGT GCCCGAGCAGATCGGGCTGITC ##°
Y LY VI F PRV VPDVPESU QI G LTF

481 AACCT GCTGAAAAACCACAT CGGGCTGCTGTGGT TGECGTACCCGCTGGIGTGECTGT TC %0
N L L KNWHI G L L WILAY®PL V WL F

>4 GECCCGECCEECAT CEBEGAGECAACGECT GOCGRCGT CGCGCTCACGTACGTGI TCTTG °%°
G PAG I GEATA AGV ALTYVF L

%91 GACGT GCTCGCGAAGGT GOOGTACGT GTATTTCTTCTACGOGCGECGTCGCGTGTTCATG °%°
D V.LAIKVPYVYTF FYARI RR RVFWM

661 CACTCGGAGT CGCCGCCGECT CCCGAGCAGGCGACCGT CGAGGCGACGECGECGEGACELG 20
H S E SPPAPESGQATVE A T AADA

21 AGCGCGAGCAACGGCGCGAGCGCGAT GACAAT CGCAT GBGCGCGCCGT CGATACGGCGT T 780
S A S NG A S A M T I A W ARIR R Y GV
......... Peptid-Linker....................... ]® tHtrl-His

81 AAACT CGGGCTGGGEGTATAT CGCCACCGCCGGCCT CCTGGT CGGGGT CGGCGT CACCACA 849
K L 6L G Y I A TAGULULV GV G V T T

841 AACGACGT COCCT CGACCAT TGTCGCCGGAAT CGCCGRGT TACT CACGCTCGGATCGATC °%°
NDVPST I VA G6GI AGL L TLG S I

991 AACGCOGCCGAGACCGT CBOCAGCAT CAAGGAGAT CGCCBCACAGACCGAGCGOGTCGCC °%°
NAAE TV ASI KEIA AQTTERV A

961 AACGGGAACCT CGAACAGGAGGT GACCTCCACCCGAACGGACGAGT TCGGATCGCTTGCC 1020
NG N L E Q E V T S TR T D E F G S L A

1021 GACTCCAT CGAACAGAT GOGCCAGT CGCT TCGT GBCCGACT GAACGAGATGGAGCGCACC 10%°
b S I E QMR Q@S L RGRILNEWMERT



Anhang 175

1081 CGCGCOGACCT CGAAGAGACGCAGGCOGAGBCCGAGACGEOCCBOGAGGAGRBCCGAGCAA 1140
R ADLEETQAE AETAR EEAEQ

EcoRl
1141 GCCAAGCAGGAAGCCCAGGCCGCGRAGCGECGAGECCCGCGAGCTGAATTCGCACCACCAC 1200

A K Q E A Q A A EREARE L NS H H H

HindlIl
1200 CACCACCACCACTAATAAGCTT 1222
H H H H Stopp

Eingezeichnet sind die durch PCR eingefiihrten Restriktionsschnittstellen, fett hervor-

gehoben sind der insertierte Peptid-Linker und der angefiigte Histidin-Tag.

Basen- und abgeleitete Aminosauresequenz des tHtrl-His

Ndel
1 ATGACAATCGCATGGEGECGOGOCGT CGATACGGOGT TAAACT CGGGCTGGGGTATATCGCC ©°

M T I AW AR RIRY GV K L G L GY |I A
® tHtrl-His

61 ACCGCCGECCTCCT GGT CGGEGGT CGRCGT CACCACAAACGACGT CCCCTCGACCATTGTC 120
T AGL LV GV GV T TNDUVZPST IV

121 CCGGAAT CGCCGEGT TACT CACGCT CGGAT CGAT CAACGCCGCCGAGACCGTCGCCAGT 180
AGI A G LTLT LGS I NAATETVA 8

181 ATCAAGGAGAT CBCOGCACAGACCGAGOGCGT CGCCAACGGGAACCT CGAACAGGAGGTG 240
/Il K EI AAQTERVANGNIL E QEV

241 ACCTCCACCCGAACGGACGAGT TCGGAT CGCT TGCCGACT CCAT CGAACAGATGCGCCAG 300
T S TR TDETFSGSTLAD SI1EQMTR RAQ

301 TCGCTTCGTGRCCGACT GAACGAGAT GGAGCGCACCCGCGCCGACCT CGAAGAGACGCAG 360
S LR GURIULN EMTETRTRADTLTETETNA Q

361 COGAGECCGAGACGRECCCGOGAGRAGECCGAGCAAGCCAAGCAGGAAGCCCAGRCCECG 420
AE AE TARTETEATET- QAZKTI QEAGQAA

EcoRlI Hindlll
421 GAGCGCGAGECCCGCGAGCT GAAT TCGCACCACCACCACCACCACCACTAATAAGCTT 478

EREAREL NS HHWHHH H H Stp

Die durch PCR eingefihrten Restriktionsschnittstellen, das Startcodon und die beiden
Stoppcodons sind eingezeichnet. Der angefligte Histidin-Tag ist fett hervorgehoben.



Anhang 176

Klonierungsschema des tHtrl-His in den Vektor pET27bmod.

T7prom thtrl rev

Oligonukleotide:
PCR T7prom
+

thrtl(BamHl)rev: ~ *CCTGGTAGGATCCTTACAGCTCGCGG®
bzw.

thtrl-His(EcoRl)rev: *CCTGGTAGGAGGAATTCAGCTCGCGG®

BamHI Ndel EcoRI

bzw.
CTG TAA ATG AAT TCC
L Stop N S
+ pET27b" + pET27b"

Ndel

Ndel
e
Pr om, Oto,,

S| EcoRI

pET27b’-thrtl
5,9kb

pET27b'-thrtI*EcoRI
5,9%b

Ndel 1. Restriktion BgIII/EcoRI

T Byl 2. Ligation mit pET27bmod
(EcoRI-His)

EcoRl

3
Hindill <

pET27bmod-thrtl-His
6,0kb



Ein herzliches Dankeschon....

....an Herrn Priv.-Doz. Dr. M. Engelhard fur die interessante Themenstellung und seine
Unterstitzung wahrend der gesamten Zeit.

...an Herrn Prof. Dr. R. S. Goody fur die Aufnahme in seine Abteilung am MPI-Dortmund.
...an Herrn Prof. Dr. W. Kreiser fiir die freundliche Ubernahme des Korreferates.

...an Herrn Priv.-Doz. Dr. H.-J. Steinhoff fiir die Einfihrung in die ESR-Spektrokopie und
seine uneingeschrankte Hilfsbereitschaft bei der Interpretation der Daten. Seiner
Arbeitsgruppe danke ich fur die freundliche Aufnahme in ihrer Mitte. Mein spezieller
Dank gilt hierbei Nicoll Radzwill, die mir bei meinen ersten Schritten im unbekannten
Terrain der ESR-Spektroskopie tatkraftig zur Seite stand und stets fur Diskussionen
offen war.

...an Herrn Dr. . Chizov flr die intensive Unterstiitzung bei den kinetischen Messungen.
Seine Begeisterungsfahigkeit bei der Interpretation der Daten haben mich in langen
Diskussionen mit dem ,Photozyklus-Virus* infiziert. Herrn Dipl.-Chem. Bjorn Klink, dem
zweiten Bewohner der ,MIR", danke ich flr die rechenintensive Auswertung der pH-
Titrationsdaten.

...an Herrn Dr. R. P. Seidel fir die Einfiihrung in die Geheimnisse der Molekularbiologie.
Marion Hulseweh gilt hierbei mein Dank fir die kleinen praktischen Tricks und ihre
geduldige Organisation des Laboralltags.

...an Frau Schlieker und Frau Wehmeier fur die Durchfiihrung der Fermenterlaufe.

...an Frau Claudia Pieczka, die mich tatkréftig bei der Erstellung der zahlreichen
Abbildungen in dieser Arbeit unterstitzt hat.

...an Matthias Kolleck, der die arbeitsintensive Praparation des nativen Cytochrom bas
durchgefuhrt hat. Frau Anke Reulen danke ich in dem Zusammenhang fur die
Isolierung der Lipide und die intensive Suche nach Tipp-Fehlern in dieser Arbeit.

...an Miria Schumacher fir ihre tatkraftige Unterstiitzung im Labor in der Endphase dieser
Arbeit.

...an Georg Schmies und Ansgar A. Wegener, die mir den Einstieg in das Themengebiet
der sensorischen Rhodopsine erleichtert haben und mich stets unterstitzt und
aufgebaut haben.

Fur kurzweilige Stunden im Biro danke ich dem Engelborg-Kollektiv, Ansgar, Anke,
Christian, Georg, Johann und der assimilierten Susanne, sowie dem Nachwuchs Silke,
Britta und Rolf.

Meinem Freund Jorg danke ich fur seine Geduld und mentale Unterstiitzung besonders in
der heiRen Phase des Zusammenschreibens.

Mein grof3ter Dank gilt meinen Eltern, die stets an mich geglaubt und mir mein Studium
ermdglicht haben.



Lebenslauf

Persdnliche Daten:

Name:
geboren:

Ausbildung:

08.1982-05.1991
05.1991

10.1991-11.1996

10.1993
02.1996

03.-11.1996

01.1997

Astrid Martina Dorner
18.04.1972 in KdIn

Besuch des Freiherr-vom-Stein Gymnasiums in Rdsrath
Abschluf3: Abitur, Note: 2.1

Studium der Chemie an der Universitat Dortmund
Abschluf3: Diplom-Chemikerin, Note: Sehr gut

Ablegung der mindlichen Diplomvorprufungen
Ablegung der mindlichen Diplomprifungen

Anfertigung der Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe von

PD Dr. M. Engelhard am Max-Planck-Institut fir molekulare
Physiologie in Dortmund, Abt. Physikalische Biochemie
»Synthese und Reinigung von synthetischer Suppressor tRNAycA"
Note: 1.0

Beginn der Doktorarbeit am Max-Planck-Institut flr molekulare
Physiologie in Dortmund, Abt. Physikalische Biochemie,
Betreuer: Priv.-Doz. Dr. M. Engelhard,

Prof. Dr. W. Kreiser (Universitat Dortmund)



		2001-08-20T15:59:21+0100
	Dortmund
	Universitaetsbibliothek Dortmund - Eldorado
	<Keine>




