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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion ausgesuchter Aminosduren in der archaealen
Protonenpumpe Bacteriorhodopsin (BR) bei der Entstehung der zweidimensional kristallinen
Purpurmembran (PM) in Halobacterium salinarum untersucht. Mittels gerichteter Mutagene-
se wurden aromatische Gruppen (W12, Y64, W80) gegen andere Reste ausgetauscht und die
mutierten Gene homolog exprimiert. Die Tryptophanmutationen hatten dabei eine drastische
Stoérung der PM-Bildung zur Folge, was auf wichtige Wechselwirkungen mit Lipidmolekilen
schlief3en lief3. Insbesondere der Tryptophanrest W80, der mit dem Phythanylrest eines Gly-
kolipids im Zentrum des Trimers wechselwirkt, zeigte seine essentielle Bedeutung fir die
PM-Bildung. Eine Abhangigkeit der PM-Bildung von der vorhandenen BR-Menge und
Wachstumsphase konnte beim Wildtyp (WT) ausgeschlossen werden.
Gefrierbruchelektronenmikroskopische Aufnahmen von ganzen Zellen zeigten bel der
Mutante BR-W12l zahlreiche kleinere kristalline Bereiche auf der Oberflache, wahrend die
Zellen mit BR-W80I nahezu keine geordneten Flachen aufwiesen. Mit Hilfe von Rotationsdif-
fusionsmessungen in Vesikeln und Elektronenspinresonanz(ESR)-Spektroskopie von spin-
markierten Cysteinmutanten wurde eine Zunahme der Mobilitét der markierten Seitenketten
und des mittleren Abstands der BR-Molekille nachgewiesen. Lichtinduzierte Proteinvernet-
zung zeigte eine deutliche Auflockerung der kristallinen Struktur der mutierten BR-Molektle
in der Zellmembran, vor allem bei BR-W80I.

Die Funktion von BR als Protonenpumpe wurde durch die Mutationen nicht beeintréchtigt,
ebenso wurde keine durch die PM bewirkte hohere Photophosphorylierungsrate in den Zellen
nachgewiesen, weshalb eine Beglnstigung dieser Prozesse als Erkldrung fur die in vivo-
Kristallisation ausgeschlossen wurde. Der Einflufld der Mutationen auf die spektroskopischen
Eigenschaften war vergleichsweise gering. Jedoch bot die Abnahme der Lichtadaptationsfa
higkeit und Zunahme des Anteils an inaktiven 9- und 11-cis-Retinalisomeren in lichtadap-
tierten Proben eine plausible Erklarung fur die Bildung der kristallinen PM. Die Bildung des
9-cis-Isomeren fuhrt zur Spaltung der Bindung zwischen Retinal und dem Protein. Dies wurde
durch Belichtung von Zellen mit BR-W80I nachgewiesen, die innerhalb weniger Stunden ih-
ren aktiven Chromophor in BR verloren. Demnach wird durch die kristalline Anordnung von
BR die thermoreversible Isomerisierung von all-trans- zu 13-cis-Retinal so stark bevorzugt,
dass die funktionelle Stabilitdt des Proteins gewéhrleistet ist. Dies erklart den evolutiondren
Vorteil des kristallinen Form des BR al's Purpurmembran.

Das Vorkommen von zweidimensionalen Kristallen von Halorhodopsin (HR) mit hexagonaler

Ordniinn im [lherexnrecsinnegtamm N2 wiirde mittele Gefrierhriichel ektronenmikrandknnie
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nachgewiesen. Eine &hnliche Anordnung wurde in 3D-Kristallen gefunden, die im Rahmen
dieser Arbeit durch Aufreinigung des Proteins und Kristallisation in kubischen Lipidphasen
erhalten wurden (Kolbe et al., 2000). Damit wurde gezeigt, dass in den 3D-Kristallen von HR
die gleiche Anordnung wie in der Zellmembran auftreten kann. Dies lief3 auch auf eine phy-
siologische Relevanz des Palmitatmolektils schlief3en, das im Innern des HR-Trimers in der
Kristallstruktur gefunden wurde. Die Affinitét dieser Fettsdure zu HR wurde durch Markie-
rung der Zellen mit *H-Palmitat untersucht. Aus diesen Experimenten ging hervor, dass die
Affinitét der Pamitinsdure zu HR im Vergleich zu BR nicht héher ist. Eine BR-Mutante, die
in einer nichtkristallinen Anordnung vorlag, wurde als Kontrolle verwendet.

Eswurde ein Vektor konstruiert, der die Klonierung und homologe Expression von Genen fir
|6sliche Proteine als Fusionsprotein am C-terminus von BR ermoglicht. Dies wurde mit dem
Gen fur das Ferredoxin von H. salinarum erfolgreich durchgefiihrt. Die rasche Aufreinigung
der entstandenen PM mittels Zentrifugation in einem Saccharosedichtegradienten fihrte zu
einer einfachen Abtrennung von einem Grofdteil anderer Proteine. Durch Einflihrung spezifi-
scher Proteaseschnittstellen wurde auch eine Spaltung des Fusionsproteins ermdglicht. Die
Koexpression l6slicher Proteine mit BR in der PM bietet enorme Vorteile aufgrund der hohen
Expressionsrate des Bacterioopsingens (bop), der Induzierbarkeit des bop-Promoters, die ein-
fache Aufreinigung und der Moglichkeit zur Expression von Mutanten von essentiellen Genen
ohne deren vorherige Deletion. Die Eignung dieses Systems fir die einfache Isolierung von

|6slichen Proteinen als Fusionsprotein mit BR wurde im Rahmen dieser Arbeit bestétigt.
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2 Einleitung

2.1 Archaeale Retinalproteine

Hal obacterium salinarum (frtiher H. halobium) gehort zu den halophilen Archaea, die mit den
methanogenen und thermoacidophilen Archaea eine dritte Doméne im phylogenetischen
Stammbaum der Lebewesen bilden (Abb. 2.1, Woese, 2000; Woese et al., 1990).

Bacteria Archaea Eukarya

green non sulfur bacteria Animals

Slime molds

Entamoebae
Methanosarcina
Methanobacterium
Methanococcus

Fungi
Plants

Ciliates

Gram positives Halophiles

Thermoproteus

Flagellates
Pyrodictium

purple bacteria

Cyano bacteria
Flavobacteria

Thermotogales Trichomonads

Microsporidia

Diplomonads

Abb. 2.1 Phylogenetischer Stammbaum der Lebewesen (aus Woese et al., 1990).

Ihren Namen bekamen die Archaea aufgrund der extremen Bedingungen, unter denen sie le-
ben kdnnen, wie hohe Temperaturen, extreme pH-Werte und hohe Salzkonzentrationen. Ha-
lophile Archaea leben in salzhaltigen Gewassern, in denen die Salzkonzentration bis zur S&t-
tigungsgrenze ansteigen kann. Fur H. salinarum liegen bel etwa 4.3 M NaCl optimale Bedin-
gungen vor. Bei Wachstumstemperaturen von 40 — 50 °C ist der Sauerstoffgehalt des Wassers
niedrig. Neben der Energiegewinnung Uber die Atmungskette haben halophile Archaea die
Moglichkeit, durch Fermentation von Arginin oder eine zweite Art der Photosynthese ATP zu
synthetisieren.

Letztere wird durch die auswérts gerichtete, lichtgetriebene Protonenpumpe Bacteriorhodop-
sin (BR) ermoglicht, die zur Familie der Retinalproteine gehtrt und durch vektoriellen Trans-
port von Protonen aus der Zelle einen Protonengradienten an der Membran aufbaut, durch den
die ATP-Synthese und diverse Transportprozesse ermoglicht werden (Oesterhelt und Stoek-
kenius, 1971; Oesterhelt und Stoeckenius, 1973). Alle Retinalproteine sind integrale Mem-
branproteine mit sieben Transmembranhelices, die einen Kanal bilden, in dem der Chromo-

nhor Retinal (iher eine Schiffsche Base (SB) mit der s-Aminoarunne eines hochkonservierten
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Lysins verknipft vorliegt (Oesterhelt, 1998; Spudich, 2000). In H. salinarum werden neben
BR noch drei weitere Mitglieder dieser Proteinfamilie gefunden (Abb. 2.2). Das Retinal er-
maoglicht diesen Proteinen die Absorption eines Photons, wodurch es von der al-trans zur 13-
cis-Form isomerisiert. Daraufhin durchlaufen die Retinal proteine eine Folge von Zwischenzu-
stdnden, an deren Ende sie wieder im Ausgangszustand vorliegen. Die vom Chromophor ein-
gefangene Energie wird im Falle der lonenpumpen BR und Halorhodopsin (HR) fir die
Translokation von Protonen bzw. Chloridionen genutzt. Bei den Sensorrhodopsinen (SRI und
SRIl) hingegen bewirkt die absorbierte Energie Konformationsdnderungen, die zur Aktivie-

rung der assoziierten Transducerproteine Htr | und Il flhren.

Abb. 2.2 Schematische Darstelung der Retinalproteinein der Membran von H. salinarum
(modifiziert nach Oesterhelt, D, 1998); BR und HR: lichtgetriebene | onenpumpen Bacte-
riorhodopsin und Halorhodopsin (H* bzw. CI"), SR I/Il: Lichtrezeptoren Sensorrhodopsin
| und Il fir UV und oranges bzw. blaues Licht, mit den jewelligen Transducerproteinen
Htr | und I1, dieflr die Weiterleitung des Lichtsignals in der Zelle sorgen (Indizes zeigen
die jeweiligen Absorptionsmaxima der Pigmente an); CP: cytoplasmatisch, EC: extraze-
lulér.

Halorhodopsin (HR) ist dem BR strukturell sehr d@hnlich (Kolbe et al., 2000) und fungiert als
einwérts gerichtete, lichtgetriebene Anionenpumpe, die im Licht die Chloridaufnahme wah-
rend des Wachstums der Zellen unter isoosmolaren Bedingungen gewahrleistet (Schobert und
Lanyi, 1982). Die Ahnlichkeit der beiden Pumpen konnte durch die Einfilhrung einer Punkt-
mutation experimentell bestdtigt werden. Dabel wurde der Protonenakzeptor D85 in BR zum
entsprechenden Rest in HR (Threonin) mutiert, wodurch BR zu einer ebenfalls einwérts ge-
richteten Chloridpumpe umgewandelt werden konnte (Sasaki et al., 1995). Durch Absorption
von zwel Photonen kann HR Protonen in die Zelle transprotieren (Bamberg et al., 1993).

Die Sensorrhodopsine SR | und SR 11 unterscheiden sich von diesen onenpumpen durch ihre
Funktion als Photorezeptoren (SR I: Bogomolni und Spudich, 1982; SR |1: Takahashi et al.,
1985). SR I dient als Empfanger fir UV und oranges Licht, was in der Zelle eine abstol3ende
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bzw. anziehende Reaktion auslést. Durch das Transducerprotein Htr | wird eine Signalkaska-
de ausgelost, die die Drehrichtung des Geil3elapparats der Zelle andert und so ein Weg-
schwimmen vom blauen bzw. Hinschwimmen zum orangen Licht erméglicht. SR Il ist ein
Blaulichtrezeptor und 16st in der Zelle durch Absorption von blauem Licht eine Fluchtreakti-

on aus.

2.2  Struktur von Bacteriorhodopsin und Halorhodopsin

BR besteht in der maturen Form aus 248 Aminosauren und liegt in der Zellmembran von H.
salinarum in Form von zweidimensionalen Kristallen mit hexagonaler Anordnung von BR-
Trimeren, der so genannten Purpurmembran (PM), vor (Blaurock und Stoeckenius, 1971,
Abb. 2.3, links). Die dreidimensionale Struktur des Proteins wurde bereits mehrfach elektro-
nenmikroskopisch (Abb. 2.3, rechts; Grigorieff et al., 1996; Henderson et al., 1990) und ront-
genkristallographisch beschrieben, zuletzt mit einer Auflésung von 1.55 A (Essen et al., 1998;
Luecke et al., 1998; Luecke et al., 1999b). Die Chloridpumpe HR wird unter physiologischen
Bedingungen in den Zellen nur zu etwa 10 % der BR-Menge produziert, was etwa 30000
Molekiilen pro Zelle entspricht. Durch homologe Uberexpression konnte der Gehalt jedoch
auf etwa 50 — 60 % von BR in einem Wildtypstamm (S9) erhoht werden (Heymann et al.,
1993). Die Uberproduktion fiihrt dazu, dass auch HR zweidimensionale Kristalle in der Zell-
membran bildet, wobei jedoch nur etwa 5 % der Gesamtmenge als kristalline Membranberei-
che isoliert werden. In diesen Kristallen wird eine orthogonale Anordnung von HR-
Tetrameren gefunden, die jedoch abwechselnd ins Zellinnere und —aulRere orientiert sind, so
dass die Hélfte der HR-Molekile ,physiologisch falsch” in die Membran eingebaut sind. Die-
se 2D-Krigtalle ermoglichten eine elektronenkristallographische Strukturbestimmung mit ei-
ner Aufldsung von 7 bzw 5 A (Havelka et al., 1995; Kunji et al., 2000). Bei dieser Auflésung
sind die Strukturen von BR und HR in der Projektionsdarstellung sehr dhnlich (Abb. 2.3, un-
ten). Diese Ahnlichkeit wurde durch die hochaufgeldste Struktur von HR bei 1.8 A bestétigt,
wobei nur die Lage der Helices A und B deutlich um 2.1 bzw. 1.3 A veradndert ist, wéhrend
die mittlere Abweichung der Lage der Helices C-G etwa 0.7 A betrégt (Kolbe et al., 2000).
Die wesentlichen Unterschiede in der Struktur finden sich in den Bereichen aul3erhalb der

Membran und in der Bindungsstelle des Chloridions.
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Abb. 2.3 oben: Projektionskarte der hexagonalen PM mit eéinem BR-Trimer im Sechseck
(links) und der orthogonalen 2D-Kristalle von HR (BR aus Henderson und Unwin, 1975;
HR aus Havelka et al., 1993, Blick von der cytoplasmatischen Seite). Die HR-Kristalle
zeigen eine antiparallele Orientierung benachbarter Tetramere; unten: Vergleich der An-
ordnung der Helices in Monomeren mit Blick von der cytoplasmatischen Seite bel niedri-
ger Auflésung (HR aus Kunji et al., 2000; BR aus Henderson und Unwin, 1975).

Beide 3D-Strukturmodelle sind in Abb. 2.4 dargestellt, wobei einige der Aminosauren, die flr
die Funktion als lonenpumpe wichtig sind, hervorgehoben sind. Besonders aufféllig ist die
Position des Chloridanions (Cl'), das bei optimaler Superposition beider Strukturen genau auf
einem Sauerstoffatom des Carboxylatanions des Protonenakzeptors D85 in BR liegt. Im Aus-
gangszustand 143t diese strukturelle Ubereinstimmung auf einen vergleichbaren elektrostati-
schen Einfluf3 des Chloridions auf die protonierte SB schlief3en. Zudem bestétigt das Struk-
turmodell von HR eindrucksvoll die funktionelle Vergleichbarkeit des Carboxylat- und Chlo-
ridanions, wie die bereits erwahnte Aktivitédt der BR-Mutante D85T as Chloridpumpe nahe-
gelegt hatte.



EINLEITUNG

Abb. 2.4 3D-Modelle von BR (links, Luecke et al., 1999b und HR (rechts, Kolbe et al.,
2000); wichtige Aminosauren sind als Stabchenmodelle dargestellt und beschriftet (Reti-
nal an K216 bzw. K242 im Zentrum nicht beschriftet), das Chloridion in HR ist als Kugel
dargestdlt; CP: cytoplasmatisch, EC: extrazdlulér.

2.3 Transportzyklen von Bacteriorhodopsin und Halor hodopsin

Die Absorption von griinem Licht (Aynax = 569 nm) durch BR mit all-trans-Retinal fihrt in ei-
ner zyklischen Reaktionsfolge zum Transport eines Protons pro Lichtquant aus der Zelle. Die-
se Zyklus ist nach etwa 10 ms abgeschlossen (Abb. 2.5, Haupts et al., 1999; Lanyi, 1999).
Dabei entsteht die thermisch angeregte Form Jsoo und nach etwa 3 ps das kurzlebige Ksgo-
Intermediat (~ 1 us) mit 13-cis-Retinal, das bel tiefen Temperaturen angereichert und charak-
terisiert werden konnte (Braiman und Mathies, 1982; Bullough und Henderson, 1999; Doig et
al., 1991). Anschlief3ende Konformationsanderungen fiihren Uber das Lsso-Intermediat (~ 100
us) schliefdlich zur ersten langlebigen Zwischenstufe M, die eine Zerfallzeit im Millisekun-
denbereich aufweist und durch die Abgabe des Protons der SB an den Protonenakzeptor D85
ein blauverschobenes Absorptionsmaximum von 410 nm besitzt. Mit der Protonierung von
D85 ist die Abgabe eines auf der extrazelluldren (EC) Seite von BR gebundenen Protons ver-
knipft, an der unter anderem die Glutamatreste E194 und E204 beteiligt sind. Bevor die Re-
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stoffatoms von der EC zugunsten der cytoplasmatischen (CP) Hélfte, was zu einem vektori-
ellen Transport fuhrt. Das in Abb. 2.5 hochgestellte EC und CP bel beiden M-Intermediaten
soll diese fur die Vektoriaitét erforderlichen Zustande des M-Intermediats verdeutlichen.
Nach der Zugénglichkeitsdnderung entsteht durch Protonierung der SB von der CP-Seite
durch D96 das Nsgo-I ntermediat, in dem das Retinal noch in der 13-cis-Form vorliegt und D85
protoniert ist. Anschlief3end erhélt D96 ein Proton von der CP-Seite. Nach thermischer 1some-
risierung zu all-trans-Retinal entsteht das rotverschobene Oggo-Intermediat, das durch die De-
protonierung von D85 im Millisekundenbereich wieder zum Ausgangszustand zerfallt. D85
gibt dabei das Proton an das Wasserstoffbriickennetzwerk ab, das bei dem ersten Protonen-
transfer von der protonierten SB auf D85 ein bereits vorhandenes Proton nach auf3en abgibt
(Lecoutre et al., 1995). Die Charakterisierung dieser Intermediate wurde durch Analyse von
Wildtyp-BR (WT-BR) bzw. Mutanten unter geeigneten Bedingungen erleichtert, in denen der
Zerfall bestimmter Intermediate verlangsamt ist und diese dadurch angereichert werden. Die
Anreicherung einzelner Intermediate ist auch bei 3D-Kristallen durchfiihrbar, so dass schlief3-
lich hochaufgeloste Strukturen einzelner Intermediate von WT-BR und Mutanten (Edman et
al., 1999; Luecke et al., 2000; Luecke et al., 1999a; Royant et al., 2000; Sass et al., 2000;
Subramaniam und Henderson, 2000; Vonck, 2000) erhalten wurden. Jedoch wird die Aussa-
gekraft einiger dieser Strukturmodelle als gering angesehen, insbesondere die der frihen In-
termediate in WT-BR, well die Anteile an K- und L-Intermediat in den untersuchten Kristal-
len nur bei 20 bzw. 35 % der Gesamtmenge von BR (Edman et al., 1999; Royant et al., 2000)
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Abb. 2.5 Katalytische Zyklen von BR und HR. Ausgangszustand und Intermediate sind in
Grof3buchstaben dargestellt, die entsprechenden Absorptionsmaxima in nm als Indices.
Die einzelnen Schritte des vektoriellen lonentransfers sind nach dem IST-Model darge-
stellt (I*/1: lichtinduzierte/thermische Isomerisierung; T: Transfer; S: ,, Switch*; Haupts et
al., 1997).

Der Transportzyklus von HR wird &hnlich wie der von BR in etwa 10 ms durchlaufen, wobel

die SB jedoch im Gegensatz zu BR wéhrend des ganzen Zyklus protoniert vorliegt
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(Oesterhelt, 1995). Das ergte, rotverschobene Intermediat HResoo entspricht dem Ksgo von BR
mit 13-cis-Retinal. Im folgenden Intermediat HRs, wird das Chloridion von seiner urspriing-
lichen Position im Ausgangszustand zur protonierten SB hin verschoben, wobel die genaue
Position des Anions nicht bekannt ist. Die Lage des Chloridions mul3 jedoch zu einer starke-
ren Lokalisierung der positiven Ladung an der protonierten SB flihren, was die Blauverschie-
bung von Amax von 578 nach 520 nm erklart. In diesem Zustand andert sich analog zum Mo
in BR durch eine in beiden Fallen noch unbekannte Verdnderung im Protein die Zugénglich-
keit von der EC- zur CP-Seite, so dass anschlief3end das Chloridion in das Cytoplasma abge-
geben werden kann. Dabei entsteht ein stark rotverschobenes Intermediat HRg49, das nur fir
Millisekunden stabil ist. Nach thermischer Isomerisierung zu all-trans-Retinal und erneuter
Zuganglichkeitsanderung zur EC-Seite wird ein Chloridion von dieser Seite in die Bindungs-
stelle aufgenommen und der Ausgangszustand mit protonierter SB und chloridbesetztem akti-
ven Zentrum erreicht. Der Transportzyklus in HR ist noch nicht so genau erforscht, wie es fir
BR der Fall igt, jedoch bietet das Chloridion die Moglichkeit, in kinftigen Intermediatstruktu-
ren die Anderung der Position des Anions wahrend des Zyklus mit réntgen- oder elektronen-
kristallographischen Methoden besser beobachten zu kénnen, als es in BR aufgrund der feh-

lenden Elektronendichte eines Protons je moglich sein wird.

24  Zusammensetzung der Pur purmembran

Wie erwahnt, bildet BR in der Zellmembran spontan die zweidimensional kristallinen Berei-
che der Purpurmembran (PM), in denen BR etwa 75 % der Gesamtmasse ausmacht und die
restlichen 25 % aus archaealen Lipiden mit definierter Zusammensetzung bestehen (Abb.
2.6). Der hohe Proteinanteil der PM fihrt zu einer signifikant htheren Schwimmdichte der
PM mit 1.18 g-cm™ verglichen mit den tibrigen Membranfraktionen. Dies erlaubt eine einfa-
che Aufreinigung der PM und damit von BR, da die PM in einem Schritt durch Ultrazentrifu-
gation der Gesamtmembranfraktion in einem Saccharosegradienten von allen anderen Mem-
branproteinen abgetrennt und so in reiner Form isoliert werden kann (Oesterhelt und Stoecke-
nius, 1974).

Aus biochemischen und elektronenkristallographischen Untersuchungen wurde ein Verhéltnis
von 10 Lipidmolekilen pro BR-Molekil in der PM abgeleitet, wobei etwa 6 - 7 Phospholipi-
de, 2 - 3 Glykolipide und ein Squalenmolekiil pro BR gefunden (Grigorieff et al., 1995; Kates
et al., 1982).

Die polaren Lipide in H. salinarum besitzen ausnahmslos Archaeol (sn-2,3-

Diphythanylglycerol) als Grundkorper und unterscheiden sich somit von den bakteriellen
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Fettsdureglycerinestern. Den Hauptteil der Phospholipide macht mit etwa 60 - 70 % Phospha
tidylglycerolphosphatmethylester (PGP-Me) aus, wahrend Phosphatidylglycerolsulfat (PGS)
und Phosphatidylglycerol (PG) den Rest bilden. Das Verhdltnis dieser Lipidspezies zueinan-
der ist vermutlich nicht konstant, da durch Hydrolyse von PGP-Me und PGS wéahrend der
Isolierung PGP bzw. PG entstehen kann. Deswegen konnte PGP-Me in friheren Untersu-
chungen nicht als Hauptbestandteil der Lipide identifiziert werden (Kloppel und Fredrickson,
1991).

Hauptglykolipid in der PM ist das S TGAL (Sulfatisiertes Triglycosylarchaeol 1) (Abb. 2.6).
Uber die Zusammensetzung der PM-Lipide wurden in der Literatur unterschiedliche Ergeb-
nisse veroffentlicht. Friihe Untersuchungen zeigten deutliche Unterschiede zwischen der PM
und Gesamtmembran (Kushwaha et al., 1975), wobel die sulfatisierten Lipide S TGAL und
PGS ausschliefdlich in der PM gefunden wurden. Andere Ergebnisse lief3en dagegen darauf
schlief3en, dass der S TGA1-Anteil konstant sei und nur die Zusammensetzung der Phospho-
lipide in der PM und Gesamtmembran variierte (Vaver, 1978). Neuere Daten von Kates et al.
(1982) zeigten nur noch geringe Unterschiede im PGP und S-TGA1-Gehalt (58 gegentiber 49
Mol% und 21 gegentiber 28 Mol%) von Gesamtmembran bzw. PM. Weik et al. (1998) konn-
ten massenspektrometrisch einen deutlich geringeren S TGAl-Anteil aul3erhalb der PM

nachweisen, allerdings war eine genaue Quantifizierung mit dieser Methode nicht moglich.
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Abb. 2.6 Lipide der Purpurmembran. Alle polaren Lipide haben Archaeol (sn-2,3-
diphythanylglycerol) as Anker; PGP-Me (Phophatidylglycerolphosphatmethylester),
PGS (Phophatidylglycerolsulfat), PG (Phophatidylglyceral). Neben dem Glykolipid S
TGA1 (B-Galactopyranosyl-3-sulfat-1,6-a-mannopyranosyl-1,2-glucopyranosylarchaeol)
wurde auch ein Glykolipid mit vier Zuckerresten gefunden, das jedoch nur in Spuren vor-
handen ist. Den Hauptteil der apolaren Lipide macht Squalen aus.

2.5  Struktur der Purpurmembran

Die definierte Lipidzusammensetzung in der PM ermdglichte genauere Untersuchungen zur
Anordnung und Verteilung der Lipide in der PM. Mittels Markierung mit spezifischen Anti-
korpern gegen die Kopfgruppe des Glykolipids S TGA1 konnte gezeigt werden, dass dieses
Lipid ausschliefdlich auf der extrazelluléren Héalfte der PM vorkommt (Henderson et al.,
1978). Eine elektronenkristallographische Untersuchung von PM, aus der zuvor mit dem De-
tergenz Deoxycholat ein Teil der Lipide extrahiert worden war, zeigte lokalisierte Elektro-
nendichte bzw. ,Locher” an definierten Positionen, die vorhandenen bzw. fehlenden Lipiden
zugeordnet wurde, so dass die Anzahl der Lipidmolekile pro BR abgeschétzt werden konnte
(Grigorieff et al., 1995). Eine weitere Verfeinerung des Strukturmodells der PM mit einer
Auflésung von 3.5 A in der Membranebene wurde ebenfalls aufgrund elektronenkristallogra-

phischer Daten erzielt (Grigorieff et al., 1996). Die Lipidmolekile wiesen in diesem Modell
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hohere Temperaturfaktoren auf als die Proteinmolektile, wobei die Ordnung der Molekiile auf
der extrazelluléren Hélfte signifikant hoher war als auf der cytoplasmatischen Seite, obwohl
den Lipidmolektlen auf der EC-Seite eine grof3ere Flache zur Verfligung stand.

Spétere elektronen- (Mitsuoka et al., 1999) und réntgenkristallographische Untersuchungen
(Belrhali et al., 1999; Essen et al., 1998; Luecke et al., 1998; Luecke et al., 1999b) von PM
bzw. 3D-Kristallen von BR bestétigten die hohe Affinitét der PM-Lipide zu BR, da in allen
Strukturen zahlreiche Phythanylreste in dhnlichen Positionen gefunden werden. In einer Neu-
tronendiffraktionsstudie von Weik et al. (1998) wurde, nach spezifischer Markierung der Li-
pidkopfgruppen mit deuterierter Glukose, das Lipid S TGAL an definierten Positionen in der
PM lokalisiert. Dabei wurde eine deutliche Differenzdichte im Innern eines Trimers und zwi-
schen den Trimeren detektiert (Abb. 2.7), die auf zwei Moleklle S TGAL pro BR-Molekdl in
diesen Positionen schlief3en lief3. In 3D-Kristallen konnten Kopfgruppen fur die Lipide nur in
dem Strukturmodell von Essen et al. (1998) identifiziert werden. Diese Kristalle waren im
Unterschied zu den anderen 3D-Kristallen nicht in kubischen Lipidphasen nach Landau und
Rosenbusch (1996), sondern durch epitaktisches Wachstum auf Benzamidinkristallen nach
Schertler et al. (1993) geziichtet worden. Im abgeleiteten Strukturmodell konnte das Ergebnis
von Weik et al. (1998) fur die Lipidmolekile im Innern eines BR-Trimers als S-TGA1 bestéd-
tigt werden. Das zweite Glykolipidmolekul auf3erhalb des Trimers konnte in diesen Kristallen
nicht identifiziert werden.

Da das Glykolipid nur auf der duf3eren Halfte der PM gefunden wurde und seine Position so
gut definiert war, wurden spezifische Wechselwirkungen mit Seitenketten von BR und eine
wichtige Rolle des Lipids fir die geordnete Aggregation von BR vermutet. Weik et al. (1998)
nahmen an, dass die Zuckerreste tber hydrophobe Wechselwirkungen mit aromatischen Re-
sten im Grenzbereich zwischen Membran und der wél¥rigen Phase interagieren und so die
Bildung der kristallinen PM vermitteln. Dieser Befund war die Grundlage fur diese Arbeit,

deren Zielsetzung im folgenden genauer dargelegt wird.
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Abb. 2.7 links: Differenzfourierkarte (Neutronendiffrak-
tion) von PM mit deuterierten und nichtdeuterierten S-
TGAL1-Kopfgruppen (gestrichelt) Uberlagert mit 3D-
Moddl von BR (durchgezogen) nach Grigorieff et al.
(1996), Blick von der CP-Sedite (nach Weik et al., 1998);
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Aromatische Reste treten statistisch haufiger in Membranproteinen auf und werden in allen
bisherigen 3D-Strukturen von Membranproteinen gehauft an der Membrangrenze gefunden,
wo sie offensichtlich eine wichtige Rolle fUr die Insertion und Verankerung der Proteine in
der Membran spielen (Schiffer et al., 1992, Killian und von Heijne, 2000). Das Strukturmo-
dell von Essen et al. (1998) zeigte jedoch, dass keine direkten Wechselwirkungen zwischen
dem Tryptophanrest W80 in Helix C und der Kopfgruppe des Glykolipids im Trimer beste-
hen. Fur das zweite Glykolipidmolekul an einem BR-Monomer, das nach Weik et al. mit W12
in Helix A auf3erhalb des Trimers interagieren konnte, konnte zumindest fur die Kopfgruppe
in keiner der bisher veréffentlichten Strukturen ausreichende Elektronendichte gefunden wer-
den. Dies deutet darauf hin, dass dieses Glykolipid weniger gut geordnet und somit etwas
schwécher gebunden ist. Die hydrophilen Kopfgruppen der Phospholipide konnten in keinem
der Strukturmodelle identifiziert werden, was auf eine geringere Ordnung, verglichen mit den
Glykolipiden im Trimer, schlief3en |&a[t.
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2.6  Einflul3 von Retinal auf die Bildung der Purpurmembran

Die Bildung der stabilen PM-Kristallstrukur in der Zellmembran héngt unter anderem von der
Synthese von BR ab. In Zellen, deren Retinalbiosynthese durch Zugabe von Nicotin ins Me-
dium unterdriickt wird, wird Uberwiegend das Apoprotein Bacterioopsin (BO) neben Spuren
von BR in der sogenannten Braunen Membran (BM) gefunden (Sumper et al., 1976). Dabel
unterdrickt das Nicotin die Bildung von (3-Carotin aus Lycopin, was an der starken Zunahme
der Lycopinmenge in der Membran deutlich wird. Die Retinalbiosynthese wird durch das
Apoprotein BO stimuliert (Sumper und Herrmann, 1976), indem membrangebundenes BO die
Zyklisierung von Lycopin zu -Carotin induziert, dessen oxidative Spaltung zu Retinal fihrt
(Deshpande und Sonar, 1999). Die Reaktion von Lycopin zu [3-Carotin wird dagegen von BR,
jedoch nicht von hinzugeftigtem Retinal unterdriickt (Deshpande und Sonar, 1999). Somit
wird in den Zellen eine stringente Kopplung der Retinal- und Bacterioopsinsynthese gewéahr-
leistet, die zu einem nahezu aquimolaren Verhdltnis zwischen Retinal und BO flhrt.

In einem Saccharosegradienten liegt die BM oberhalb der PM und besitzt eine geringere
Schwimmdichte von 1.14 — 1.16 g-cm™. Somit ist die Abtrennung der restlichen Membran-
proteine von BO mit dieser Methode nicht mehr moglich, da keine isolierten Membranstiicke
mit BO als einzigem Protein vorliegen. Das BO in nicotinbehandelten Zellen liegt Uberwie-
gend in nicht-kristalliner Form vor (Sumper, 1982). Durch Zugabe von Retinal wird BR ge-
bildet, wobei sowohl in ganzen Zellen als auch in isolierten Membranen spontan wieder kri-
stalline Bereiche entstehen. Der Prozefd der Kristallisation von BR in rekonstituierter BM ist
jedoch unvollstandig und fuhrt zu kleineren Kristallen als in vivo kristallisierte PM (Hwang et
al., 1981). Demnach bendtigt das Apoprotein BO den Chromophor, um eine fir die Kristalli-
sation optimale Tertidrstruktur einzunehmen (Hiraki et al., 1978). Die spontane Entstehung
der kristallinen Bereiche in rekongtituierter BM schien der von (1976) beobachteten Energie-
abhangigkeit der PM-Bildung in vivo zu widersprechen. Jedoch wurde von Sumper et al. le-
diglich das Auftreten einer PM-Fraktion nach der Rekonstitution von nicotinbehandelten
Zellen mit Retinal im Saccharosegradienten als Folge eines energieabhangigen Prozesses be-
schrieben. Die spontane Kristallisation von BR nach Retinalzugabe zu isolierter BM fihrt je-
doch zu kleinen kristallinen Bereichen in den Membranfragmenten mit geringerer Dichte, so
dass diese nicht die Dichte der PM-Bande erreichen konnen. Die Bildung groR3er PM-Kristalle
erfordert demnach die Synthese von neuem BO, was die beobachtete Energieabhangigkeit er-
klart (Sumper, 1982).
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Das Absorptionsmaximum von BR in rekonstituierter BM ist nach 560 nm blauverschoben
(Sumper et al., 1976). Bei niedrigen pH-Werten entsteht eine blaue Form der PM mit einem
Amax von 603 nm (Oesterhelt und Stoeckenius, 1971; Fischer und Oesterhelt, 1979), was auf
die Protonierung von D85 zurlickzufUhren ist. Durch Protonierung des Carboxylatanions von
D85 ist die positive Ladung der Schiffschen Base stérker delokalisiert, was zur beobachteten
Rotverschiebung fuhrt. Der pK-Wert fir den Ubergang zur blauen Form liegt in der PM bei
3.2 (Oegterhelt und Stoeckenius, 1971). In der BM ist der pK-Wert jedoch deutlich nach 5.8
verschoben (Hiraki et al., 1984). Das |83t auf signifikante Unterschiede in der unmittelbaren
Umgebung des BR in diesen Membranen schlief3en, die die elektrostatischen Wechselwirkun-
gen im Protein beeinflussen. Eine diinnschichtchromatographische Analyse zeigte keine Un-
terschiede in der Lipidzusammensetzung zwischen PM und BM (Hwang et al., 1981). Um
den Einflul3 der lonenkonzentration zu untersuchen, wurde die Rotverschiebung in BM bei 1
M NaCl titiriert. Die Erhohung der Salzkonzentration hatte eine Verschiebung des pK-Werts
von 3.4 zur Folge und ist wieder dem pK-Wert von PM ahnlich. Der Effekt der lonenkonzen-
tration auf den pK-Wert spricht fur einen direkten Einfluld der Ladungsverteilung an der
Membranoberflache. Da in der PM und BM die BR-Molekile identisch sind, 183t dies auf ei-
ne Anderung der Lipid-Protein-Wechselwirkungen schlielen. Im folgenden wird der EinfluR
der Lipide auf die Stabilitdt und Funktion von BR in der PM erlautert.

2.7  Funktion der Lipidein der Pur purmembran

2.7.1 Einflussauf dieKristallisation in vivo

BR besitzt in der PM eine ungewdhnlich hohe Stabilitét bel hohen Temperaturen. Bei etwa 80
°C wird ein reversibler Phasentibergang beobachtet, der mit einer Abnahme der Ordnung ver-
bunden ist und als Aufschmelzen des 2D-Kristalls interpretiert wurde (Fischer und Oesterhelt,
1979; Hiraki et al., 1981). Erst ab etwa 100 °C tritt eine irreversible Denaturierung der PM
auf. In trockenenem Zustand ist die PM jedoch noch stabiler und denaturiert erst bei etwa 140
°C (Shen et al., 1993). Diese einzigartige Stabilitét spricht fir eine Optimierung der Zusam-
mensetzung der PM, in der die Anwesenheit der PM-Lipide eine wichtige Rolle fr die Eigen-
schaften von BR spielt.

Der Einflu von Lipiden auf die Kristallisation von BR wurde in zahlreichen in vitro-
Experimenten mit solubilisiertem BR in Proteoliposomen aus verschiedenen Esterlipiden wie
Lecithin, Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC) oder Gemischen aus kurzkettigen und
langkettigen Diglyceriden (Ci2/Ci6) untersucht. Dabei wurde die Abhangigkeit vom Lipid-
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Protein-Verhéltnis (Gulik-Krzywicki et al., 1987), von den verschiedenen PM-Lipiden, der
Salzkonzentration (Sternberg et al., 1992; Sternberg et al., 1993) und der Temperatur ermittelt
(Dumas et al., 1997).

Alle diese Untersuchungen hatten den Nachteil, dass BR aus seiner natirlichen Umgebung
entfernt und in artifizielle Membranen eingebaut wurde, in der die verwendeten Lipide nicht
halophilen Ursprungs waren und deutlich unterschiedliche Eigenschaften besal3en. Somit la-
gen nicht die Verhdltnisse vor, wie sie in der Zellmembran von Halobakterien existieren. Bei-
spielsweise fanden Sternberg et al. (1993) bel Versuchen mit solubilisiertem BR, das in
DMPC-Vesikel eingebaut wurde, die PM-Lipide enthielten, hexagonal kristalline Bereiche
auf der Oberflache der Vesikel. Bei diesen wich die Gitterkonstante mit 9.2 nm jedoch deut-
lich von den 6.3 nm der PM ab. Solubilisiertes BR bildete dagegen ohne fremde Lipide mit
extrahierten PM-Lipiden 2D-Kristalle mit etwa der gleichen Gitterkonstante wie PM. Daraus
wurde eine Abhéngigkeit der Bildung dieser kristallinen Bereiche von Phospholipiden und
hohen Salzkonzentrationen abgeleitet, die ohne Berticksichtigung des artifiziellen Systems auf
die natrliche PM-Bildung tbertragen wurde. Die Ergebnisse von Sternberg et al. (1993) fuh-
ren vielmehr zu dem Schlul3, dass der Mechanismus der natirlichen Kristallisation von BR
nicht auf diese Weise untersucht werden kann, sondern lediglich BR unter verschiedenen Be-
dingungen von der PM abweichende Kristallformen ausbilden kann. Dies war beispielsweise
durch die Bildung einer orthogonalen Kristallform nach langerer Inkubation mit kationischen
Detergenzien (Michel et al., 1980) bzw. der Anordnung der Trimere in der monoklinen Kri-
stallform von Essen et al. (1998) gezeigt worden. Im Gegensatz zu den anderen 3D-Kristallen
waren die Trimere bei Essen et al. (1998) nicht PM-artig angeordnet.

Die folgende Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus dem Strukturmodell nach Essen et al.
(1998) und soll die umfangreichen Wechselwirkungen der BR-Molekile mit dem zentralen
Lipidmolekil S-TGA1 verdeutlichen. Die Aminosduren (Y64, L66, T67, W80, G113, G116,
G120 und K129), die mit dem Lipid interagieren, sind als Stabchen hervorgehoben.
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Abb. 2.8 Ausschnitt aus dem BR-Strukturmodell nach Essen et al. (1998) mit Helices C
und D bzw. B* und C' vom benachbarten Monomeren eines Trimers; Das Glykolipid S-
TGAL besitzt van-der-Waals-Kontakte zu hydrophoben Gruppen (W80, G113, G116,
G120) und H-Bricken zu OH-Gruppen (T67, Y64, evtl. K129) bzw. einem Carbonylsau-
erstoff (L66).

Der direkte EinfluR einer Seitenkette auf die Kristallisation von BR wurde durch Krebs et al.
(1997) durch homologe Expression einer Mutante G116L nachgewiesen. Diese Aminosaure
kann nur mit einem Lipidmolekil zwischen den Helices B und D von zwei benachbarten Mo-
nomeren auf der CP-Seite wechselwirken. Aufgrund der grofReren Seitenkette war die Wech-
selwirkung zwischen Lipid und Protein so eingeschrankt, dass von dieser Mutante nur noch
etwa 50 % der BR-Menge in Form von PM isoliert werden konnte. Andere Mutationen, die
von diesen Autoren untersucht wurden, betrafen Helix-Helix-1nteraktionen zwischen Mono-
meren (G113L, G116L, 1117A, 1117F). Dabei wurde eine Abnahme des PM-Anteils bis auf
etwa 20 % der Gesamtmenge von BR beobachtet. Weitere Reste, die spezifisch mit Lipidmo-

lekilen wechselwirken und die PM-Bildung beeinflussen, waren nicht bekannt.
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2.7.2 Einflul3 auf den Photozyklus und Pumpaktivitat von BR

Fur die Funktion von BR als Protonenpumpe ist eine kristalline Anordnung nicht notwendig,
da gezeigt werden konnte, dass auch in Triton X-100 solubilisiertes BR in der Lage ist, Proto-
nen zu pumpen (Dencher und Heyn, 1979). Solubilisiertes BR besitzt ein deutlich blauver-
schobenes Absorptionsmaximum (Amax) vVon 552 nm gegentber 568 nm in der PM im
lichtadaptierten (la) Zustand auf, was auf Veranderungen im Bereich des Chromophors hin-
weist. Die Lipide in der PM beeinflussen nicht nur die Bildung und Stabilitét des zweidimen-
sionalen Gitters, sondern auch die spektroskopischen Eigenschaften von BR. Diese Blauver-
schiebung von Amax Um 16 nm nach 552 nm (la) ist nicht nur auf eine Anderung des Retinal-
isomerenverhaltnisses zurtickzuftihren. Solubilisiertes und dunkeladaptiertes BR enthélt zwar
mit 71 % mehr 13-cis-Retinal als BR in der PM (Scherrer et al., 1989), besitzt jedoch mit 546
nm (Dencher und Heyn, 1978) trotz des al-trans-Anteils von knapp 30 % ein kleineres Amax
alsdie fir BR mit 100 % 13-cis-Retinal berechneten 548 nm (Sperling et al., 1977).

Beim Vergleich der Photozyklen von solubilisiertem und membrangebundenem BR wurden
deutliche Unterschiede in den Geschwindigkeitskonstanten fir die Bildung und den Zerfall
der Intermediate festgestellt, die auf die dichte Packung des Proteins in der PM zuriickgefihrt
wurden (Varo und Lanyi, 1991). Nach Behandlung von PM mit milden Detergenzien wie
Tween 20 (Fukuda et al., 1990) bzw. niedrigen Konzentrationen (0.1 %) von Triton X-100
(Dracheva et al., 1996), bei der die PM-Struktur erhalten blieb, wurden Anderungen des
Photozyklus beobachtet. Nach Zugabe von extrahierten PM-Lipiden wurde wieder ein Photo-
zyklus wie im nativen Zustand erhalten (Dracheva et al., 1996). Barnett et al., (1996) wiesen
insbesondere Squalen und den Glykolipiden, die bei beiden Untersuchungen von Fukuda et
al. und Dracheva et al. zu etwa 50 — 60 % durch die Detergenzbehandlung extrahiert werden
konnten, eine herausragende Bedeutung fir die Regeneration des Photozyklus zu.

Die Bedeutung der verschiedenen PM-Lipide fur eine hohe Pumpaktivitdt wurde von
Hoegjeberg et al. (1982) untersucht. Daftir wurden aus solubilisiertem BR und definierten Ge-
mischen von Lipiden Lipidvesikel hergestellt, in denen die Pumpaktivitédt von BR gemessen
wurde. Bei Zugabe von reinem PGP wurden keine Vesikel gebildet, und das Protein aggre-
gierte, wahrend eine Mischung von PGP und Glykolipid zur Bildung von Vesikeln fihrte.
PGS konnte das sulfatisierte Glykolipid nicht ersetzen, ebenso wurde allein mit sulfatisierten
Lipiden ohne PGP keine hohe Pumpaktivitét beobachtet. Diese Experimente zeigten, dass die
hochste Pumpaktivitat bei einem Verhéltnis der Lipide erreicht wurde, das etwa dem in der

PM entsprach.
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2.8 Wechselwirkung von Halor hodopsin mit Lipiden

In allen hochaufgelosten Strukturmodellen von BR wurden, wie oben erwadhnt, archaeale Li-
pide identifiziert, was fUr ihre hohe Affinitdt zu BR spricht. Dagegen wurden in den 3D-
Kristallen von HR keine halobakteriellen Lipide lokalisiert (Kolbe et al., 2000). Die Anord-
nung von HR in Form von Trimeren in einem hexagonalen Gitter unterscheidet sich deutlich
von der orthogonalen Kristallform mit HR-Tetrameren, die aus dem Uberexpressionsstamm
D2 isoliert wurde (Havelka et al., 1993). Zwischen den HR-Trimeren liegen Bereiche mit
hexagonal kristallinen Monooleinmolekilen (MO), die als kubische Lipidmatrix fir die Kri-
stallisation dienen. Obwohl in allen Stufen wahrend der Pr8paration des Proteins halobakteri-
elle Lipide massenspektrometrisch nachgewiesen wurden (Kolbe, pers. Mitteilung), konnte
keine entsprechende Elektronendichte beobachtet werden. Dies spricht fur eine deutlich nied-
rigere Affinitdt der endogenen Lipide von H. salinarum zu HR als es bei BR der Fall ist. In
BR-Kristallen aus der kubischen Phase wurden dagegen keine geordneten MO-Moleklile, je-
doch zahlreiche endogene Lipide gefunden. Zu der Rolle von Lipiden fur die Funktion von
HR gab es bis zur Strukturbestimmung nur wenige Untersuchungen. Bel solubilisiertem und
gereinigtem HR wurde eine Assoziation mit der Fettsaure Palmitat und Abhéngigkeit der
spektroskopischen Eigenschaften des Proteins von der Anwesenheit dieser Fettsaure festge-
stellt (Colella et al., 1998; Corcelli et al., 1996). Uberraschenderweise wurde in der Kristall-
struktur von HR im Trimerzentrum Elektronendichte beobachtet, die als Palmitat interpretiert
wurde. Das Molekdl liegt unterhalb der Membranoberflache in der Nahe des aktiven Zen-
trums in einer Mulde, die von hydrophoben Seitenketten (L110, A113, L114, P117, M118,
L121, 1138 und 1142) gebildet wird (Abb. 2.9), und zeigt mit der hydrophilen Carboxylgruppe
in Richtung der EC-Seite. Mit den O-Atomen der Carboxylgruppe bildete es H-Briicken zu
den Hydroxylgruppen von S75 und T111. Damit liegt es weniger als 7 A vom Chloridion weg
und |3t einen mdglichen Einflul® auf die Funktion von HR vermuten, wie es die Ergebnisse
von Colella et al. (1998) bereits vor der Strukturaufkldrung angedeutet hatten. In Markie-
rungsexperimenten mit *H-Palmitat konnten sie eine Koelution von Palmitat bei der Aufreini-
gung von HR beobachten. Um festzustellen, ob die Palmitinsdure aus dem Medium aufge-
nommen oder von den Zellen synthetisiert wird, wurde das Protein aus Zellen isoliert, die in
synthetischem Medium inkubiert worden waren. Dies war umstritten, da keine Fettsdure-
synthasegene im Genom von H. salinarum gefunden werden konnten, jedoch Kates et al.
(1982) eine (3-Ketoreductaseaktivitdt in halophilen Archaea beobachtet hatten, die sie einer
Fettsduresynthase zuordneten. Die Experimente von Colella et al. (1998), in denen mittels

GC/MS Snuren von Palmitat in Zellen nach Inkubation in svnthetischem Medium nachaewie-
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sen wurden, lassen ebenfalls auf eine in vivo-Synthese von Palmitinsaure schlief3en. Jedoch ist
der Befund von Kates et al. (1982) nur ein schwaches Indiz fur die Biosynthese von Fettsau-
renin H. salinarum. Zudem ist das Ergebnis von Colella et al. (1998) als Beweis fur Palmitat-
synthese durch Zellen in synthetischem Medium unzureichend. In friheren Experimenten
wurde ebenfalls das Vorkommen von Fettsauren in Zellen aus synthetischem Medium unter-
sucht, wobei jedoch festgestellt wurde, dass bereits im Medium Fettsduren nachweisbar waren
(Oesterhelt, pers. Mitteilung). Somit kann auch die Anwesenheit von Fettsauren in den Ver-
suchsansétzen von Colella et al. (1998) bereits vor der Inkubation der Zellen nicht ausge-
schlossen werden. Daher kdnnten die Fettsauren, die in halophilen Archaea nachgewisen
wurden und fast ausschliefdlich fur die Acylierung von Membranproteinen eine Rolle spielen
(Pugh und Kates 1994), in natUrlichen Habitaten der Zellen aus dem Medium aufgenommen
werden. In diesem Fall wére die spezifische Assoziation des Palmitats an HR und ein Einfluf3
der Fettsaure auf die Aktivitdt der Chloridpumpe ein Hinweis darauf, dass diese Fettsaure eine

Art Vitamin fur H. salinarum darstellt.

CP

el

EC

Abb. 2.9 Assoziation von Palmitinsdure mit HR; links. Oberflachendarstelung von HR
und Palmitat (Stabchenmodell mit transparenter van-der-Waals-Oberflache); rechts. Bén-
derdarstellung desselben Ausschnitts von HR mit Helices A-G; als Kugd-Stabchen-
Modelle hervorgehobene Reste (P117 der Ubersichtlichkeit wegen nicht beschriftet) bil-
den eine hydrophobe Mulde fur Palmitat (dunkelgrau), dessen Kopfgruppe mit S75 und
T111 H-Bricken bildet und in der Nahe des Chloridions (Kugel) liegt.

2.9 Einfdhrung von Deletionen durch homologe Rekombination

Die meisten Informationen zur Funktion von BR und HR wurden durch homologe Expression
der mutierten Gene und anschlief3ender Charakterisierung der Mutanten erhalten. Dazu wur-
den zundchst Stdmme isoliert, die durch Inaktivierung eines bestimmten Gens das kodierte
Protein nicht mehr produzierten. In der Regel waren die Gene zwar vorhanden, jedoch war
durch Punktmutationen oder Einbau von Insertionselementen im kodierenden Bereich eine

Expression nicht mehr moglich. Dadurch bestand aber bel der EinfUhrung mutierter Gene die
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Moglichkeit, dass durch homologe Rekombination des mutierten Gens mit Fragmenten des
noch vorhandenen Wildtypgens die ursprtingliche Sequenz wieder hergestellt wurde. Homo-
loge Rekombination ist ein Vorgang, der in der Zelle unter anderem dazu dient, beschédigte
Bereiche der DNA zu reparieren und genetische Vielfalt zu erméglichen (Camerini-Otero und
Hsieh, 1995).

Die Fahigkeit der Zellen, inaktive Wildtypgene durch Rekombination mit Fragmenten von
eingeflhrten mutierten Genen wieder herzustellen, kann sich bei Mutagenesestudien ungun-
stig auswirken, da eine standige Kontrolle der Zellen notwendig ist. Andernfalls bliebe die
wiederhergestellte Expression des Wildtypgens unbemerkt und wirde die Mutantenanalyse
verfalschen. Um diese Mdglichkeit der Reaktivierung des Wildtypgens auszuschlief3en, ist
man auf Stamme angewiesen, die keine Kopie des Wildtypgens mehr enthalten. Hingegen
nutzt man eben diese Eigenschaft der Zellen, homologe DNA-Fragmente bzw. Teile davon
gegeneinander auszutauschen, zur Deletion von Genen aus. In Archaea wurden Gene identifi-
ziert, die Homologien aufweisen zu Genen, die an der DNA-Rekombination beteiligt sind,
wie z.B. recAin E. coli, rad51 in S cerevisae (Sandler et al., 1996). Es konnte gezeigt wer-
den, dass Rekombinationsprozesse auch in Halobacterium salinarum sehr haufig auftreten
konnen (Krebs et al., 1993). Die Bedeutung der Fahigkeit von Archaea zur Rekombination
wurde anhand einer rekombinationsdefizienten Mutante des ebenfalls halophilen Archaeons
Haloferax volcanii demonstriert, bei der das radA-Gen deletiert wird. Diese Mutante zeigte
eine stark erhohte Empfindlichkeit gegeniiber UV-Licht und DNA-schadigenden Reagenzien
(Woods und Dyall-Smith, 1997). Dieser Befund zeigt, dass auch bei halophilen Archaea der
nattrliche Mechanismus der DNA-Reparatur von der Fahigkeit zur Rekombination abhéngig
ist.

Die Rekombinationsfahigkeit flhrt dazu, dass Vektoren mit homologen Bereichen zur geno-
mischen DNA leicht ins Genom integriert werden konnen. Bei Anwesenheit eines Selekti-
onsmarkers kann dies zur gezielten Transformation der Zellen genutzt werden. Der Prozess,
der zum Einbau der Vektor-DNA fihrt (,crossing over”), kann jedoch ein zweites Mal ablau-
fen, wobei diesmal ein Fragment aus der genomischen DNA herausgeschnitten wird. Das
kann zum Verlust eines eingefiihrten Gens bzw. eines Abschnitts mit einer Punktmutation
fahren.

Zur Deletion eines Gens wird ein Vektor mit flankierenden Sequenzen ober- und unterhalb
des betreffenden Abschnitts eingefihrt und nach Integration der DNA in das Genom das

Zweite crossing over abgewartet. In der folgenden Abbildung ist der Ablauf der Rekombina-
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tion von homologen Regionen am Beispiel des bop-Deletionsvektors pROB (Pfeiffer et al.,
1999) und genomischer DNA schematisch dargestellt.

! AbO I R R
. ? P 3 Amp Nov &z 5'-flankiernder Bereich des bop-Gens
Plasmid pROB 7777 S
W5 XY 3'-flankiernder Bereich des bop-Gens
5
5 F% bop 3 ) ) )
genom. DNA I flankiernde Bereiche in genom. DNA
11 1 bop-Gen
deletiertes bop-Gen (Abop)
Abop Amp" Nov" bop IR
Amp  Gen furAmpicillinresistenz
"“mnm"mn _"“m:: ....... Nov" Gen fur Novobiocinresistenz
--------- [ TTT S EEARPRP 1] EITHE Pty
s Rekombinationsstellen (willktirlich)
2. t
. R R
Plasmid bop Amp  Nov

—7 N e -

Abop
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Abb. 2.10 Schema der homologen Rekombination des Vektors pROB (Pfeiffer et al.,
1999) mit genomischer DNA aus dem Stamm S9 zum Zwecke der Ddetion des bop-
Gens.

Diese Methode fur die Erzeugung eines Deletionsstammes wurde bereits im Falle der Gene
fur Bacterioopsin (bop) und Haloopsin (hop) erfolgreich durchgeftihrt (Krebs et al., 1993;
Pfeiffer et al., 1999 bzw. Besir, 1997). Auf dem Weg zu einem Stamm ohne Retinalprotein-

gene wurde im Rahmen dieser Arbeit das zweite (bop) von vier Opsingenen deletiert.
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2.10 Zielsetzung

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Klérung der Frage nach der Funktion der kri-
stallinen Purpurmembran (PM) in der Zellmembran von H. salinarum und den Wechselwir-
kungen, die fUr die Entstehung der PM eine Rolle spielen. Die Kl&rung dieses noch nicht im
Detall verstandenen Prozesses sollte zum Verstandnis des Aggregationsverhaltens von inte-
gralen Membranproteinen beitragen. Durch den Vergleich der Eigenschaften von Bacterior-
hodopsin (BR) und Halorhodopsin (HR) im Hinblick auf die Wechselwirkung mit halobakte-
riellen Lipidmolekilen sollten Gemeinsamkeiten und Unterschiede auf struktureller Ebene
untersucht werden. Das dreidimensionale Strukturmodell von BR (Essen et al., 1998) sprach
fur eine starke Wechselwirkung des zentralen Glykolipids mit dem Protein, insbesondere mit
der Seitenkette von W80 in Helix C und Y64 in Helix B. Das zweite Glykolipid zwischen den
Trimeren wurde bisher in keiner der 3D-Strukturmodelle identifiziert, jedoch von Weik et al.
(1998) als Interaktionspartner der Seitenkette von W12 postuliert. Durch gerichtete Mutage-
nese sollten Seitenketten (W12, W80, Y 64, T67) ausgetauscht werden, die mit den Glykolipi-
den der PM interagieren, und der Effekt dieser Mutationen auf die PM-Bildung und Eigen-
schaften des BR in der Zellmembran untersucht werden. Die Bildung von 2D-Kristallen von
HR in vivo sollte ebenfalls untersucht werden.

Ferner sollte die Expression und Aufreinigung von Halorhodopsin fur die Kristallisation in
kubischen Lipidphasen durchgefihrt werden. Darliber hinaus sollte die Spezifitdt der Wech-
selwirkung des Palmitats mit HR durch Markierungsexperimente untersucht werden.

Daneben sollte ein Stamm von H. salinarum erzeugt werden, in dem die Gene fir Bacterioop-
sin (bop) und Haloopsin (hop) deletiert sind. Dieser soll fur die Expression von mutierten
bop- und hop-Genen verwendet werden.

Schliefdlich sollte die Expression und Aufreinigung von ldslichen Proteinen in Form von Fu-
sionsproteinen mit BR untersucht und ein leicht handhabbares System daftr entwickelt wer-
den. Die hohe Expression des bop-Gens und die leichte Aufreinigung des Fusionsproteins in
der PM sollten dabei fur die Uberproduktion und rasche Isolierung der fusionierten Proteine

genutzt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Konstruktion desbop/hop Deletionsstammes TOM

Als Ausgangsstamm fir die Deletion wurde der hop-defiziente Stamm WHOP (without hop)
dem bop-Deletionsstamm SNOB (S9 (Neun) ohne bop) vorgezogen, da WHOP weniger Ca
rotinoide produziert als SNOB und somit auch keine rétlich geférbte Kolonien auf Platten bil-
det. Diese Rotfarbung hétte nach einer Transformation von SNOB eine Unterscheidung der
stérker geférbten negativen Klone von positiven Transformanten erschwert, die BR oder HR
produzieren. Anschlief3end wurden 3 Transformanten in flissigem Medium ohne Antibioti-
kum inokuliert und mehrmals nach Wachstum in frisches Medium tberfiihrt. Danach wurden
diese Zellen auf Verdiinnungsplatten ohne Novobiocin ausgestrichen und bei 40 °C inkubiert.
Von diesen Platten wurden Einzelkolonien parallel auf Platten mit und ohne Novobiocin
Ubertragen. Anschlie3end wurde mit den Platten ohne Novobiocin eine Kolonie-
Hybridisierung durchgefiihrt und die Anwesenheit des bop-Gens mit einer Digoxigenin(DIG)-
markierten Gensonde gegen das bop-Gen getestet. Diese Sonde bestand aus einem 391 bp
grolRen PCR-Fragment aus dem bop-Gen. Dabel wurden bel einem Transformationsansatz
bop-negative Klone identifiziert, die nicht mehr auf Novobiocin-Platten wuchsen, da sie of-
fensichtlich den Vektor mit dem Gen flr die Novobiocinresistenz verloren hatten. Diese bop-
negativen Klone wurden in 35 ml Medium angeimpft und vier Tage bei 40 °C inkubiert. An-
schlief3end wurde aus diesen Kulturen genomische DNA isoliert und mit dem Restriktionsen-
zym Pstl verdaut. Ebenso wurde zur Kontrolle DNA von L33, der als Ausgangsstamm fir die
Konstruktion von WHOP verwendet wurde und das bop-Gen enthalt, mit dem gleichen En-
zym verdaut. Die Vektoren pROB und pUS-Mev wurden mit Pstl bzw. BamHI/Hindlll ver-
daut und dienten als Positivkontrollen fir die Deletions- bzw. bop-Sonde. Nach der Auftren-
nung Uber ein Agarosegel wurde eine Southern-Hybridisierung durchgeftihrt. Dazu wurde mit
einer Sonde gegen bop (core) und einer Sonde gegen einen Bereich aul3erhalb des bop-Gens
(pre, 672 bp, 711-39 bp vor dem Startcodon von bop) hybridisiert.
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Abb. 3.1 Southern-Blot zur Detektion der Deletion des bop-Gens in genomischer DNA

nach Verdau mit Pstl; A: pre-Sonde gegen flankierende Sequenz; B: core-Sonde gegen

bop; 1-4: Genomische DNA aus verschiedenen Deletionsklonen, L33: Ausgangsstamm

fur die Ddetion als Positivkontrolle, pR: 4.3 kb Deletionsfragment aus dem Vektor

pROB, pU: Positivkontrolle mit BamHI/HindllI-Fragment aus pUS-Mev (enthélt bop-

Gen).
Das Ergebnis der Hybridisierung ist in Abb. 3.1 dargestellt und zeigt eindeutig die zu erwar-
tende Deletion eines etwa 1.3 kb grof3en Fragments, auf dem das bop-Gen liegt. In L33 ist das
bop-Gen aufgrund eines etwa 520 bp grof3en Insertionselements |SH2 ausgeschaltet, wodurch
sich der beobachtete Grof3enunterschied als Summe aus bop (789 bp) und dem Insertionsele-
ment erklart. Der Vektor pROB enthélt ein Pstl-Fragment aus genomischer DNA, aus dem
das bop-Gen deletiert wurde. Deswegen befindet sich die Deletionsbande der Transformanten
auf gleicher Hohe wie die Kontrollbande. In Abb. 3.1B ist der Blot mit der Sonde gegen das
bop-Gen dargestellt. Der Kontrollvektor puS-Mev liefert in beiden Féllen ein positives Si-
gnal, da das bop-Fragment in diesem Vektor auch einen Tell des Fragments der Deletionsson-
de enthalt. Alle Klone sind demnach bop-negativ und Novobiocin-sensitiv, wie bereits nach
der Kolonie-Hybridisierung zu erwarten war. Damit ist der bop- und hop-negative Stamm
TOM (Two Opsins Missing) verifiziert. Dieser Stamm wurde anschlief3end weiteren Dele-

tionsexperimenten unterzogen, woraus die Stdmme SAM1 (sopl also missing), SAM2 (sopll
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also missing) und NAOMI (Now all Opsins Missing) hervorgingen (M. Otsuka, unveroffent-
lichte Ergebnisse).

3.2 Untersuchungen zur in vivo-Kristallisation von Bacterior hodopsin

3.2.1 Mutagenese mittels Polymerase-K ettenreaktion

Fur die Untersuchung der Rolle der Aminoséuren, die einen Einflu® auf die Kristallisation
von BR in der Zellmembran haben kénnten, wurden mittels gerichteter Mutagenese einzelne
Aminosauren ausgetauscht. Die Mutationen im bop-Gen wurden mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) in zwei Stufen eingefiihrt. Die folgende Abbildung zeigt schematisch
den Ablauf der Reaktionen.

1, 3 /Gen/HindIII
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mutiertes Gen
N

\ 4

Abb. 3.2 Schema der Reaktionen bei der Einflihrung von Punktmutationen mittels PCR in
zwei Stufen

Fur jede Punktmutante wurden zwei komplementére Oligonukleotide (Primer, 3 + 4) mit 27-
30 Basen so konstruiert, dass die Mutation in der Mitte der Oligosequenz lag. Anschlief3end
wurden zwei PCRs mit den flankierenden Primern HXseq (1) und HXrev (2), deren komple-
mentdre Sequenzen oberhalb bzw. unterhalb der Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme

BamHI und Hindlll lagen, durchgefiihrt. Die entstandenen Fragmente, die nun komplement&-
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re Enden besal3en, wurden aufgereinigt und in einem neuen Ansatz gemeinsam als Matrize
verwendet, diesmal nur mit den zwei flankierenden Primern. Bei diesem Schritt dienten die
Teilfragmente in den ersten Zyklen als Primer fur das jeweils andere, bis ein Fragment ent-
stand, das die Mutation enthalt und fur beide flankierenden Primer als Matrize fur die weitere
Amplifikation diente. Schliefdlich wurde das mutierte Fragment nach Restriktionsverdau mit
BamHI und Hindlll in den Vektor puS-Mev (Schweiger, 1996) ligiert, der zuvor mit den
gleichen Enzymen verdaut wurde. Zur Kontrolle der Punktmutation wurde eine Sequenzie-
rung des bop-Gens im Vektor durchgefiihrt, um zusétzliche Mutationen, die manchmal durch
Fehler der Polymerase auftreten konnen, auszuschlief3en.

Eine modifizierte Version der Mutagenese mittels PCR wurde ebenfalls etabliert, weil sie nur
einen neuen Primer fur jede weitere Mutation erfordert (Mikaelian und Sergeant, 1992). Fol-

gende Abbildung zeigt schematisch den Ablauf der Schritte.
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Abb. 3.3 Schematischer Ablauf der PCR in zwei Schritten fir die Mutagenese mit eénem
mutierten Oligonukleotid und eéinem Genfragment mit nicht-komplementdrem 5'-Ende.

Bei dieser Variante wird zunéchst ein Fragment erzeugt, das das gesamte Gen bis zum flan-
kierenden 3"-Primer HXrev (2) enthalt. Als 5 -Primer dient ein Olignukleotid (3), das etwa 40
bp vor dem Startcodon liegt und 6 zusétzliche, nicht-komplementdre Basen am 5™-Ende be-
sitzt. So kann bei der zweiten PCR der Gegenstrang mit der Wildtyp-Sequenz nicht verlangert
und somit nur der codierende Strang des mutierten Fragments als Matrize fur die Amplifikati-
on genutzt werden.

Fur die homologe Expression des bop-Gens wurde der Deletionsstamm SNOB (Pfeiffer et al.,
1999) verwendet. Im folgenden wird der das Wildtypgen exprimierende Stamm als WT be-
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zeichnet. Positive Transformanten waren aufgrund der hohen bop-Expression leicht als rot-
violette Kolonien zu erkennen. Die Mutation wurde nach erfolgreicher Transformation von
SNOB durch Amplifikation des bop-Gens aus genomischer DNA mittels PCR und anschlie-
Render Sequenzierung des erhaltenen Fragments bestétigt. In Tab. 3.1 sind die in dieser Arbeit

untersuchten BR-Mutationen aufgelistet.

Einzelmutanten | Doppemutanten
W12l W121/W80I
W80l W121/D36C
W80F W121/Q105C
Y 641 W121/G106C
D36C W121/T157C
Q105C W801/D36C
G106C W801/Q105C
T157C W80I/ G106C

W80I/T157C

Tab. 3.1: Liste der erzeugten Mutanten

Fur die Untersuchung des Einflusses des Glykolipids innerhalb des Trimers auf die PM-
Bildung kamen nach Essen et al. (1998) die in Abb. 2.8 hervorgehobenen Reste Y64, L66,
T67, W80, G113, G116, G120 und K129 in Frage. Die Wechselwirkung des Glykolipids zwi-
schen den BR-Trimeren sollte durch die Mutation des Restes W12 analysiert werden. Krebs et
al. (1997) hatten bereits den Einflufd der Mutation der Aminosduren G113, 116 und 120 auf
die PM-Ausbeute untersucht. Ebenso hatte sich die Mutation von K129 zu Histidin
(Govindjee et al., 1997) und Cystein (Pfeiffer, pers. Mitteilung) nicht nachteilig auf die
Bildung der PM ausgewirkt.

Die Mutation von L66 wurde nicht durchgefiihrt, da die fur die Kristallisation als wichtig
erachtete Wechselwirkung mit dem Glykolipid tber die Carbonylgruppe von L66 zustande
kommt, so dass bei einer Mutation keine Stérung dieser Interaktion erwartet wurde.

Die OH-Gruppen von Y64 und T67 bilden H-Briicken zu einem Sauerstoffatom des Glycerins
(Y64) bzw. Hydroxylgruppen der Zuckerreste in der Kopfgruppe des Glykolipids. Der Aus-
tausch von Y64 gegen Isoleucin und T67 gegen Valin hatte jedoch keine Stérung der PM-
Bildung zu Folge. Die BR-Ausbeute bei der Mutante Y64l lag mit 25 — 30 % deutlich
niedriger als in WT. Daher diente diese Mutante in einigen Experimenten als Kontrolle fur
den Einflul3 des BR-Gehalts der Zellen auf die PM-Bildung. Diese Kontrolle war notwendig,
da alle Zellen mit der Mutation W12l bzw. W80I in BR geringere BR-Mengen enthalten.
Daneben wurden Zellen von den Wildtyp-Stdmmen R1 und S9 verwendet, die deutlich weni-
ger WT-BR produzieren als WT und trotzdem das gesamte BR in die PM einbauen (nicht
gezeigt). So enthalt der S9-Stamm (S9mqr), von Storch et al. (1999) auf hohe Motilitédt hin se-
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lektioniert, nur 40 - 50 % der BR-Menge von WT. Zusétzlich zum niedrigen BR-Gehalt zeigt
Y64l einige von WT-BR abweichende spektroskopische Eigenschaften, die weiter unten er-

wahnt werden und die eine genauere Untersuchung rechtfertigten.

3.2.2 Isolierung der M embranfraktionen

Die Isolierung der Membranfraktionen der BR-Mutanten erfolgt nach dem Standardprotokoll
von Oesterhelt und Stoeckenius (1974) mittels Dichtegradientenzentrifugation in einem 25 —
45 %igen Saccharosegradienten (Abb. 3.4). Bel der Isolierung von cysteinhaltigen Mutanten
wurde wahrend der Aufarbeitung stets 3-Mercaptoethanol in den Puffer gegeben, um die re-

aktive SH-Gruppe vor der Oxidation zu schiitzen.

Sacchar ose wt I’ 641 WS801 Wi12l
25 %

nicht-PM ' |
(1.14— >
1.16 g-cm™)

PM —
(1.18 g-cm™)

45 %

Abb. 3.4 Saccharosegradienten (25 — 45 %, w/w) mit WT-BR, Y64l, W80l und W12| aus
jeweils einer 35 ml-Kultur.

Aus WT wird WT-BR quantitativ als PM-Fraktion mit der Schwimmdichte 1.18 g-cm™ iso-
liert. Die Vertellung der BR-haltigen Membranfraktionen fir die Mutanten Y 641, W80l und
W12| ist in Abb. 3.4 dargestellt. Wahrend die Mutation Y64l keinen Einflul auf die PM-

Rildiina hacit7t wiird \AN/QNI iihanaionond in Aar wwianinar dirhtan NMamhranfraltinn (nicht_DRY
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mit einer Schwimmdichte von 1.14 — 1.16 g-cm™ isoliert, wobei eine PM-Bande in den mei-
sten Préparationen nicht detektierbar ist bzw. bei Vorhandensein weniger als 1 % der BR-
Menge ausmacht. Die Mutante W12l nimmt dagegen eine Zwischenstellung ein, da sie etwa
nur 10 - 15 % des BRs in Form von PM liefert. Ein langeres Wachstum der Zellen mit den
BR-Mutanten @ndert nichts an der Verteilung des BR im Saccharosegradienten, so dass ein
Einflul der Wachstumsdauer ausgeschlossen werden kann. Das Fehlen bzw. die kleinere
Menge der PM, bezogen auf die Gesamtmenge von BR, bei den Mutanten W80l bzw. W12I,
konnte daran liegen, dass keine kristallinen Bereiche mit den mutierten BR-Molekilen entste-
hen oder die Grosse dieser Bereiche nicht ausreicht, um bei der Lyse der Zellen als isolierte
PM-Stiicke aus der Zellmembran herauszubrechen. Zur Klarung dieser Frage wurden die in
den folgenden Abschnitten beschriebenen Experimente durchgeftihrt.

Die Aminosaure W80 wurde auch gegen Cystein ausgetauscht. Dabei wird auch die Mutante
W80C im Saccharosegradienten wie bel W80I ausschliefdlich in der nicht-PM-Fraktion ge-
funden (Pfeiffer, 2000). Beim Austausch von W80 gegen eine Aminosaure mit aromatischer
Seitenkette (W80F) wird dagegen der grof3ere Teil (ca. 60 - 70 %) der BR-Menge in Form
von PM isoliert (Abb. 3.5).
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Saccharose  \\/80| W8OF
25 %

nicht-PM . .
—
PM >

45 % "! ' i -

Abb. 3.5 Vergleich der Saccharosegradienten mit Membranfraktionen aus Zelen mit
W80l und W80F. Die aromatische Seitenkette fihrte zu einer partiellen Wiederherstel-
lung der Kristallisationstendenz.

Bei den unterschiedlichen Préparationen werden stark schwankende BR-Mengen aus WT und
den Mutanten isoliert, wobei das Verhaltnis bei den Kulturen einer Versuchsreihe relativ kon-
stant bleibt. Eine Abhangigkeit der Expression von den Zutaten des verwendeten Mediums
kann aber nicht ausgeschlossen werden. Diese Beobachtung war bei anderen Wachstumsexpe-
rimenten gemacht worden (Plischka, 2000). In Tab. 3.2 sind die Werte fir die relativen BR-
Konzentrationen und das Verhédltnis von PM zur Gesamtmenge an BR in den verwendeten

Zellen aufgelistet.

Probe % von WT % PM
WT 100 100
Y 64 30-40 o8
W12 20-25 0-15
W80l 40-45 0-1
W12/80I 15-20 0
W80F 40-60 60-70
SOt 40-50 100

Tab. 3.2: Rdative BR-Mengen in WT, SO, und Mutanten.

Durch die zusétzlichen Mutationen D36C, Q105C, G106C und T157C éandert sich bei den
Mutanten W12l und WS80I nichts an dem Verhaltnis von PM zu nicht-PM im Saccharoseara-
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dienten. Die Einzelcysteinmutanten zeigen keine Storung der PM-Bildung, so dass die Tryp-
tophanmutation dieses Verhdltnis bestimmt.

3.2.3 Spektroskopische Untersuchungen

3.23.1 UV/Vis-Spektroskopie

Fur die Konzentrationsbestimmung von BR wurden UV/Vis-Absorptionsspektren der Mem-
branfraktionen mit WT und Mutanten aufgenommen. Als Extinktionskoeffizient wird fir alle
Proben der Wert 63000 M cm™ von lichtadaptierter WT-PM verwendet. Dazu wurde eine
Suspension nach Verdinnung mit dem Puffer, in dem die Fraktion aufbewahrt wird, im Pho-
tometer vermessen. Zur Lichtadaptation wurde die Probe unmittelbar vor der Messung 5 min
belichtet (A > 530 nm), dunkeladaptierte Proben wurden mindestens 24 h bei Raumtemperatur
(RT) lichtgeschitzt aufbewahrt. Zur Solubilisierung wurden die Proben mit 1.5 % (w/w) Tri-
ton X-100 Uber Nacht bei RT inkubiert. Anschlief3end wurde das Solubilisat 1 h bei 40000
rpm zentrifugiert, um unsolubilisierte Membranfragmente abzutrennen, und der Uberstand
photometrisch vermessen.

Dabei war aufféllig, dass die PM mit WT-BR unter identischen Bedingungen deutlich langer
fur eine vollstandige Solubilisierung bendtigt als die Mutanten in der nicht-PM, die schon
nach etwa 3 h grofdtenteils solubilisiert werden. In der PM sind demnach die Wechselwirkun-
gen zwischen den Molekilen deutlich stérker als in der restlichen Membran, da die Deter-
genzmolektle die Lipid-Protein-Wechselwirkungen in der PM wesentlich schwerer schwé-
chen und das BR aus der Membran herausldsen kénnen. Dies zeigt sich auch in der Resistenz
von PM gegentiber der Solubilisierung durch geladene Detergentien wie Cholat, mit dem bei-
spielsweise HR-haltige Membranfraktionen solubilisiert werden kénnen (Duschl et al., 1988).
Die nicht-PM-Fraktionen mit W12l, W80l und W80F kdnnen jedoch unter den gleichen Be-
dingungen wie HR, die weiter unten beschrieben werden, in dhnlich kurzer Zeit von etwa 1 -
2 Stunden nahezu vollstandig solubilisiert werden. Da auch HR in diesen Préparationen nicht
in Form von PM isoliert wird, weist diese Ahnlichkeit von HR und den BR-Mutanten in
nicht-kristalliner Form auf Unterschiede in der Lipidumgebung im Vergleich zu BR in der
PM hin.

In Tab. 3.3 sind die fiir die weiteren Experimente wichtigen BR-Mutanten und ihre Absorpti-

onsmaxima aufgelistet.
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Probe | licht-adaptiert | dunkel-adaptiert | solubilisiert
WT 569* 559* 551*
Y64 565* 557* 550*

w12l 569* /560 549 545

W80l 563 552 549

W 12/80I 557 553 545
W 80F 567*/564 557*/553 551*/549

Tab. 3.3: Absorptionsmaxima von WT-BR und den untersuchten Mutanten bei RT in 150
mM NaCl (pH 7); solubilisierte Proben werden nach Zugabe von 1.5 % Triton X-100 zur
Membransuspension erhalten, mit * markierte Werte gelten fur die PM-Fraktionen.

Die zusdtzlich zu W12l bzw. W80l eingeflgten Mutationen D36C, Q105C, G106C und
T157C wirken sich nicht auf die Absorptionsmaxima oder die Kristallisationstendenz aus. Die
entsprechenden Cysteineinzelmutanten bilden ebenso PM wie WT und zeigen keine Ver-
schiebung der Absorptionsmaxima (Pfeiffer, 2000).

Es stellte sich heraus, dass bei den Proben aus der leichten Fraktion des Saccharosegradienten
die Dunkeladaptation wesentlich schneller abléuft als in der PM-Fraktion. Dies wurde bereits
friher bei der Braunen Membran (BM) beobachtet (Peters und Peters, 1978). Die rasche Dun-
keladaptation hat zur Folge, dass die gleichen Mutanten von verschiedenen Prgparationen um
einige Nanometer unterschiedliche Absorptionsmaxima aufweisen, je nachdem, wie rasch die
Messung nach der Belichtung durchgefihrt wird. Daher wurde die Geschwindigkeit der Dun-
keladaptation bei WT, W12l, und W80I ermittelt, indem die Abnahme des Absorptionsmaxi-
mums einer lichtadaptierten Probe spektroskopisch verfolgt wurde. In Abb. 3.6 ist der Verlauf
der Absorptionsanderung, fur WT-PM und Mutanten dargestellt.
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Abb. 3.6 Kinetik der Dunkeladaptation von WT-PM und den nicht-PM-Fraktionen von
W80I, W80F und W12l bei ca. 25 °C nach 5 mintitiger Belichtung mit A > 530 nm.

Der Unterschied in der Dunkeladaptation bei den nicht-PM-Fraktionen im Vergleich zur PM
ist deutlich erkennbar. Wahrend das Absorptionsmaximum von WT-BR in der PM bei den
Messbedingungen (ca. 25 °C) nur um 2 nm abnimmt, ist die Dunkeladaptation der Mutanten
wéhrend der ersten Minuten bereits vollstandig, wobei der Verlauf mit einer monoexponen-
tiellen Funktion beschrieben werden kann. Die Verschiebung von Anax bel WT-PM entspricht
einem 13-cis-Anteil von etwa 15 %. Die Mutante W12| zeigt dabei die htchste Geschwindig-
keit, wahrend W80l und W80F gleich schnell adaptiert sind. Aus den angepaldten Exponen-
tialfunktionen ergeben sich Zeitkonstanten fr die Mutanten von etwa 200 (W80F bzw. W80I)
und 100 s (W12I). Dies liegt deutlich unter dem Wert fir WT-BR in PM, der bei 28 °C mit 45
min angegeben ist (Peters und Peters, 1978).

Eine weiterer Unterschied im Absorptionsverhalten der nicht-PM-Fraktion von W80I und der
PM-Fraktion von Y64l zur WT-PM zeigt sich bel der pH-Abhéngigkeit der Entstehung der
blauen Form von BR. Durch die Protonierung von D85 entsteht bei niedrigen pH-Werten (pH
< 3) bei WT-BR eine rotverschobene Form mit einem Absorptionsmaximum von 603 nm

(Oesterhelt und Stoeckenius, 1971; Fischer und Oesterhelt, 1979). Eine pH-Titration der Ver-



ERGEBNISSE

schiebung des Absorptionsmaximums zwischen pH 2.5 und 8.5 zeigt einen um etwa 3 pH-
Einheiten erhohten Ubergang von Amax von 562 auf 597 nm bei W80I. In Abb. 3.7 sind die
Absorptionswerte bei 640 nm gegen den pH-Wert aufgetragen. Bei dieser Wellenlange ist die
Anderung der Absorption beim Ubergang zur rotverschobenen Form von BR maximal. Nach
Anpassung einer sigmoidalen Funktion ergeben sich die pK-Werte der Farbverschiebung bel
WT mit 3.1 + 0.1 und bei W80I mit 5.9 £ 0.1. Die Mutante Y 64l zeigt ein dem WT &hnliches
Verhalten, wobei der pK-Wert mit 3.7 £ 0.2 etwas hoher liegt. Die Steigung der Titrations-
kurve von Y64l dhnelt der von W80I und zeigt einen verzogerten Ubergang im Vergleich
zum WT. Dies deutet auf einen zusétzlichen Einflufd von protonierbaren Gruppen neben D85
bei beiden Mutanten hin.

= W0l
e w = WT (PM)
‘ A Y64l (PM)

Abs. (640 nm)

Abb. 3.7 pH-Titration von Membranfraktionen mit WT-PM, Y64I-PM und W80I (nicht-
PM) zeigt durch den Anstieg der Absorption bel 640 nm einen um 3 pH-Einheiten ver-
schobenen Ubergang von der rotviol etten zur blauen Form von BR.

Trotz der unterschiedlichen pK-Werte von W80I und Y 641 wird beobachtet, dass W80I- und
Y 641-Membranfraktionen, die bei pH 7 gepuffert sind, beim Einfrieren blau werden und wah-
rend des Auftauens langsam wieder die urspringliche Farbe zeigen. Eingefrorene Membran-
fraktionen mit W12l (nicht-PM) und WT-PM zeigen unter identischen Bedingungen keine
Farbanderung. Dies konnte dafiir sprechen, dass beim Einfrieren die Ladungsverteilung an der

Membranoberflache in W80I und Y 641 gegentiber dem Wildtyp verandert ist.
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3.2.3.2 Photozyklusmessungen mittels lichtinduzierter Absorptionsédnderung

Zur Untersuchung der Photozyklen der Mutanten W12I, W80I, W12/801 und Y 641 wurde die
laserinduzierte Absorptionsanderung der Proben detektiert und mit den Daten von WT-BR
verglichen. Daftr wurden die Proben in 150 mM K CI aufgenommen und auf eine OD von 0.3
- 0.5 eingestellt. Vor der Belichtung wurden sie zur Lichtadaptation etwa 3 min mit dem wei-
Ren Mefdlicht bestrahlt. Die Membranfraktionen wurden bei pH-Werten von 5.0 und 8.0, die
in Triton X-100 solubilisierten Proben bei pH 7.0 vermessen. Nach Aufnahme der Spektren
wurde der Absorptionsverlauf bei 410 nm (M-Intermediat), 560 (Ausgangszustand) und 640
nm (O-Intermediat) mit einer Multiexponentialfunktion angepaldt und aus den Variablen die-
ser Funktion die Zeitkonstanten fir die Bildung bzw. den Zerfall der Intermediate ermittelt
(Tab. 3.4 und Tab. 3.5). Neben den Zeitkonstanten sind die relativen Amplituden fir die M-

Intermediate in Klammern angegeben.

M-Zerfall (pH5) | WT W12l W80l | W12/801 | Y64l
11 31(50) | 33(51) | 45 (75 | 42(75 | 11(14)
2 53(50) | 135 (47) | 13.6(25) | 24.7(25) | 4.2(86)
13 147.1(2)

M-Zerfall (pH8) | WT W12l W80l | W12/801 | Y64l
11 3.32(79) | 3.0(80) | 3.01(86) | 0.62(13) | 0.75(15)
2 22,94 (21)| 17.4 (17) | 20.49 (11) | 2.40(76) | 2.85 (80)
13 344.8 (2) 18.28 (11) | 9.76 (6)

Tab. 3.4: Halbwertszeiten (11-13, in ms) fir den Zerfall des M-Intermediats (410 nm). In
Klammern sind die dazugehtrigen Anteile der Komponenten an der Gesamtamplitude

angegeben.
M-Zerfall (pH 7) WT W12l W80l W12/80I Y 641
11 5.4 (85) 1.4 (67) 1.0(66) 1.3(71) 1.1(57)
12 12.9 (14) | 15.7 (17) 4.4 (13) 15.7 (15) 4.1 (17)
13 119.0(1) | 57.1(17) 43.9 (21) 57.8 (14) 87.0 (26)

Tab. 3.5: Halbwertszeiten (11-13, in ms) fur den Zerfall des M-Intermediats (410 nm) fir
solubilisierte Proben (1.5 % Triton X-100) bei pH 7.

In Abb. 3.8 und Abb. 3.9 sind die dazugehdrigen Kurven mit den entsprechenden ssimulierten
Kurven (schwarze Rauten) dargestellt. Dabel sind die Absorptionskurven ftr 410 nm, 560 nm
und 640 nm dargestellt. Die Halbwertszeit der Entstehung des M-Intermediats liegt bel allen
Proben bei 0.1 — 0.2 ms. Der Zerfall der M-Intermediate bei den Mutanten W12l und
W12/801 verlauft dhnlich wie beim Wildtyp, wobei die Halbwertszeit der langsameren Kom-
ponente etwa auf das zwei- (W12l) bzw. finffache (W12/80I) ansteigt, ihr Anteil an der Am-
plitude aber bis auf 25 % der Gesamtamplitude abféllt (Tab. 3.4). Der Kurvenverlauf fir
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W8OI und Y64l bei pH 5 zeigt dagegen einen deutlichen Anstieg der Absorption bel 640 nm,
der besonders bei Y64l auffallt. Bel dieser Mutante ist die schnelle Komponente des M-
Intermediats mit einem Antell von 14 % etwa auf den dreifachen Wert beschleunigt. Dies
fUhrt zu einer Anreicherung des O-Intermediats, dessen Anstieg (3.1 gegentiber 4.2 ms, WT
bzw. Y64l) und Zerfall (5.3 gegentiber 6.5 ms, WT bzw. Y 64l) dnlich schnell ablauft wie im
WT. Bel der Mutante W8OI liegt die Zerfallszeit des Hauptanteils des O-Intermediats mit 13.5
ms deutlich Uber den 6.5 ms des Wildtyps, was ebenfalls zu einem deutlichen Anstieg der Ab-
sorption bei 640 nm fuhrt.

Wahrend bei pH 8 im WT aufgrund des raschen Zerfalls des O-Intermediats keine Absorp-
tionsanderung bel 640 nm detektierbar ist, seigt bei W80I die Amplitude dieser Bande bei pH
8 sogar noch an. Dagegen ist die Amplitude des O-Intermediats von Y64l bei pH 8 deutlich
kleiner als beim niedrigeren pH-Wert.

Ahnlich wie bei W80I kann bei pH 8 fiir die Doppelmutante W12/801 eine Zunahme der Ab-
sorption bei 640 nm beobachtet werden, was auf die Zunahme der Geschwindigkeit des M-
Zerfalls bei gleichzeitigem Anstieg der Lebensdauer des O-Intermediats zurtickzufiihren ist.
Bei W12l ist bis auf eine Zunahme des Anteils der schnellen Komponente des M-Zerfalls von
50 auf 80 % der Gesamtamplitude keine signifikante Anderung zu verzeichnen.

Der M-Zerfall bei den Triton-solubilisierten Proben ist bei allen Mutanten insgesamt verlang-
samt, was an den Kurven fir 410 nm deutlich wird, die auch nach etwa 100 ms noch nicht auf
den Nullwert abgesunken sind. Wahrend solubilisiertes WT-BR bei pH 7 eine Zerfallszeit des
M-Intermediats mit 5.4 (85 %) und 12.9 (14 %) ms aufweist, zeigen alle Mutanten sehr ahnli-
che Verlaufe fir den M-Zerfall mit einer schnellen Komponente mit 1.0 - 1.4 ms, die etwa 60
bis 70 % der Amplitude ausmacht, wahrend der Anteil der langsamsten Komponente mit etwa
44 bis 87 ms deutlich auf 14 bis 26 % ansteigt. Dagegen ist mit einem Anteil von 1 % die sehr
langsame Komponente (119 ms) bei WT vernachlassigbar. Die grofdten Unterschiede im M-
Zerfall zeigen die Mutanten W80I und Y 64l mit der mittleren Komponente von 4.4 bzw. 4.1
ms, die gegentber dem WT mit 12.9 ms bei &nlichem Anteil der Amplitude deutlich be-
schleunigt ist. Die anderen Mutanten zeigen dagegen nur eine geringflgige Zunahme dieser
Komponente, wobei der Anteil an der Gesamtamplitude bei allen dhnlich hoch ist (13 bis 17
%) liegt. In Abb. 3.9 sind analog zu Abb. 3.8 die Kurven fur die Absorption bei 410, 560 und
640 nm (offene Kreise) mit den entsprechenden simulierten Kurven (schwarze Rauten) darge-
stellt.
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Abb. 3.8 Absorptionsverlauf bel WT und Mutanten nach laserinduzierter Absorptionsan-
derung bei pH 5 und pH 8 (obere Kurve: 410 nm (M-Intermediat), mittlere Kurve: 640
nm (O-Intermediat), untere Kurve: 560 nm (Ausgangszustand). Die simulierten Absorp-
tionsdnderungen sind als schwarze Rauten, die experimentellen Werte als offene Kreise
dargestdlt.
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Abb. 3.9 Absorptionsverlauf bei solubilisierten Proben von WT und Mutanten nach laser-
induzierter Absorptionsanderung bel pH 7 (obere Kurve: 410 nm (M-Intermediat), mittle-
re Kurve 640 nm (O-Intermediat), untere Kurve: 560 nm (Ausgangszustand). Die simu-
lierten Absorptionsanderungen sind als schwarze Rauten, die experimentellen Werte als
offene Kreise dargestellt.
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3.2.4 Bestimmung der |somerenverhaltnisse des Retinals

Fur die Bestimmung der Retinalisomerenverhaltnisse bei WT-BR und Mutanten wurden
Membranfraktionen verwendet, die Uber Saccharosegradienten gereinigt wurden. Fir die Be-
rechnung der Retinalverhaltnisse wurde fur alle cis-1somere die Intensitét der Banden mit den
entsprechenden Extinktionskoeffizienten nach Plischka (2000) in dem verwendeten Laufmit-

tel korrigiert (unten).

| somer e (M 'em™) | K orrekturfaktor
all-trans 44300 1
13-cis 37800 117
9-cis 36500 121
11-cis 30800 144

Tab. 3.6: Extinktionskoeffizienten von Retinalisomeren in Ethylacetat/n-Hexan (5/95 %,
v/v) nach Plischka (2000)

Die Absorption wurde bei einer Wellenléange von 365 nm aufgezeichnet. Dabei ist die Ex-
tinktion der betreffenden Isomeren um den in Tab. 3.6 angegebenen Faktor niedriger als die
von all-trans-Retinal. Daher werden die Werte fir die cis-Isomeren mit dem jeweiligen Wert
multipliziert, so dass das molare Verhaltnis angegeben werden kann. In Tab. 3.7 sind die
Werte fir WT-BR, Y641, W12l, W80l sowie die Doppelmutante W12/801 zusammengestellt.
Der Gehalt des jeweiligen Retinalisomeren ist als Anteil von der Gesamtretinalmenge (%) an-

gegeben.
licht-adaptiert dunkel-adaptiert

Probe all-trans | 13-cis| 11-cis| 9-cis| all-trans | 13-cis| 11-cis| 9-cis

WT-BR (PM)| 1000 | 0.0 - - 427 | 573 - -

Y64 (PM) 96.6 3.4 - - 48.3 51.7 - -

W12 79.1 9.3 1.0 10.6 43.0 55.8 - 1.2

W80l 73.5 8.8 34 14.3 46.1 53.2 - 0.7

W12/80I 60.7 15.7 4.0 19.6 43.5 50.9 - 5.6

Tab. 3.7: Retinalisomerenanteilein licht- und dunkeladaptierten Proben (in Mol%).

Die dunkeladaptierten Proben zeigen alle einen Uberschuf? an 13-cis-Retinal wie in WT-BR.
Die nicht-PM-Fraktionen von W12I, W80I und der Doppelmutante enthalten daneben noch
einen kleinen Anteil an 9-cis-Retinal, der bis Uber 5 % bei W12/80I ansteigt. Die PM-Fraktion
von Y 64l zeigt einen etwas hoheren all-trans-Anteil als WT-BR, enthélt jedoch keine anderen

cis-lsomeren.
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Bei den lichtadaptierten Proben weichen die Werte der nicht-PM-Fraktionen der Mutanten
W12I, W80l und W12/80I jedoch wesentlich deutlicher von WT-BR ab, das bei vollstandiger
Lichtadaptation zu 100 % das all-trans-1somer enthalt. Wahrend die kristalline PM-Fraktion
der Mutante Y64l nur einen geringfligig niedrigeren Anteil all-trans-Retinal von etwa 97 %
zeigt, enthalten die nicht-PM-Fraktionen der anderen Mutanten weniger als 80 % al-trans-
Retinal. Daneben finden sich cis-lsomere, deren Gesamtanteil rund 21 (W12I), 28 (W80I)
bzw. 39 % (W12/801) betrégt. Auffallig ist der in der gleichen Reihenfolge steigende Anteil
an 9-cis-Retinal (10.6 bis 19.6 %). Bei diesem Isomer wird bei hdheren pH-Werten (pH > 5)
die kovalente Verkntipfung zu K216 in BR gelost (Fischer et al., 1981). In WT-BR tritt 9-cis-
Retinal nach Belichtung der blauen PM (Amax = 603 nm), die bel niedrigen pH-Werten (< 3)
entsteht, mit rotem Licht (A > 650 nm) auf. Zun&chst entsteht ein bei 500 nm absorbierendes
BR, in dem das 9-cis-Retinal noch kovalent gebunden vorliegt. Wird der pH-Wert erhoht, dis-
soziiert das 9-cis-1somer vom Protein, und es bildet sich Apoprotein mit freiem Retinal in der
Bindungstasche (Amax = 390 nm). Durch Belichtung des O-Intermediats entsteht auch bei ei-
nem hoéherem pH-Wert von 6.5 eine bei 490 nm absorbierende Spezies, die ebenfalls 9-cis-
Retinal enthalt (Popp et al., 1993). In den nicht-PM-Fraktionen entsteht die 9-cis-Form eben-
falls bei Belichtung bei neutralem pH-Wert. Da die Mutante W80l einen um etwa drei pH-
Einheiten verschobenen Ubergang von der rotvioletten zur blauen Form aufweist, konnte dies
das Entstehen von 9-cis-Retinal wahrend der Lichtadaptation bei pH 7 erkldren. Im Gleich-
gewicht vorhandenes, rotverschobenes BR konnte analog zur blauen Form der PM zur 9-cis-
Form Ubergehen. Die Belichtung wéhrend der Lichtadaptation erfolgt mit A > 530 nm, so dass
eine mdgliche Ruckreaktion des noch gebundenen 9-cis-Retinals (Maeda et al., 1980), die bei
kirzeren Wellenlangen abléuft, zur 13-cis- oder al-trans-Verbindung unwahrscheinlich ist.
Die Entstehung der cis-Isomere in den nicht-PM-Fraktionen deutet auf eine stabilisierende
Wirkung des 2D-Kristalls fur die all-trans-Konformation wéhrend der Belichtung hin, so dass
gewéhrleistet ware, dass durch den kristallinen Zustand alle Molekile in den Ausgangszu-
stand fur die Pumpaktivitét gelangen. Dieser Befund liefert eine mogliche Erklarung fir den
kristallinen Zustand von WT-BR in der Zellmembran. Um genauere Kenntnis tUber den Zu-
stand der BR-Molekile in der Membran zu erhalten, wurden elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen durchgefiihrt. Diese sollten Aufschluf’ Uber die detaillierten strukturellen Unter-
schiede der Zellmembran mit WT-BR und den Tryptophanmutanten geben.
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3.25 Elektronenmikroskopische Untersuchung der M embranfraktionen

Die Membranfraktionen von WT und den Mutanten W12, W80l und W12/801 wurden Uber
Saccharosegradienten isoliert und elektronenmikroskopisch untersucht, nachdem sie auf EM-
Gitterplattchen mit Uranylacetat versetzt wurden. Bei der ungeférbten Probe wirde das Pro-
tein den Kontrast liefern und dunkel erscheinen. Durch die sogenannte Negativfarbung mit
Uranylacetat wird der Kontrast erhoht, indem sich das Schwermetall in Hohlraumen auf der
Probe festsetzt und aufgrund seiner hohen Elektronendichte dunkel erscheint. Das Protein
selbst erscheint dabei heller. In Abb. 3.10 sind die Aufnahmen der einzelnen Fraktionen zu-

sammengestellt.

Abb. 3.10 EM-Aufnahmen von Membranfraktionen mit Uranylacetat-Féarbung; A: WT-
PM, B: W12I-PM, C: W80I-PM, nicht-PM-Fraktionen von W12l (D), W80I (E) und
W12/801 (F).

Die PM aus WT-Zellen (A) weist die groften Flachen auf, wéhrend die PM-Fraktion von
W12l zahlreiche kleinere Membranstiicke neben wenigen groReren zeigt. Die PM-Fraktion
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von W8OI, die bei den meisten Préparationen nicht auftritt und bei einigen weniger als 1 %
der BR-Menge ausmacht, zeigt dagegen kaum Unterschiede zum Wildtyp, was darauf hin-
weist, dass die beiden Tryptophanmutanten auf unterschiedliche Weise die PM-Bildung be-
eintréchtigen. Die untere Reihe (D - F) zeigt die nicht-PM-Fraktionen von W12I, W80I bzw.
der Doppelmutante W12/801. Um die Anwesenheit von kristallinen Bereichen zu untersuchen,
wurde die optische Diffraktion eines aufgewelteten Laserstrahls durch die EM-Negative der
einzelnen Proben untersucht. Die Membranstiicke aus den nicht-PM-Fraktionen sind nicht
planar wie die PM-Fetzen und zeigen kein regelmaidiges Diffraktionsmuster im Gegensatz zur

PM, wobei dies auch an der GroflRe und Kriimmung der Oberflache liegen konnte.

3.2.6 Gefrierbruchelektronenmikroskopie (EM) mit ganzen Zellen

Um Aufschluf Uber den Zustand der Zellmembran von intakten Zellen zu erhalten, wurden
Gefriebruchexperimente mit WT und den Mutanten W12l und W80I durchgefiihrt. Daneben
wurden BR-freie SNOB-Zellen als Kontrolle verwendet.

Mit Hilfe der Gefrierbruchelektronenmikroskopie kann der Zustand einer Membran und die
Lokalisierung der darin enthaltenen Membranproteine untersucht werden. Diese Methode
wurde bereits haufig zur Charakterisierung von natirlichen oder kiinstlichen Membranen mit
BR verwendet (Gulik-Krzywicki et al., 1987, Sternberg et al., 1992 und 1993, Usukura et al.,
1981). In Abb. 3.11 ist der Ablauf des Gefrierbruchprozesses schematisch dargestellt. Zu-
néchst wird eine Zellsuspension auf einem Trager rasch in fliissigem Propan oder Stickstoff
gefroren und in einer Gefrierbruchapparatur im Vakuum (p < 10° bar) bei tiefen Temperatu-
ren aufgebrochen. Dabei wird die Zellmembran haufig in der Mitte auseinandergerissen, so
dass zwei Bruchflachen entstehen, in denen integrae Membranproteine eingebettet bleiben
bzw. deren Locher in der komplementéren Halfte. In der Regel befinden sich die meisten
Proteine in der cytoplasmatischen Hélfte der Membran (P-Seite), da die integralen Proteine im
gefrorenen Cytoplasma fixiert werden. Daher enthdlt die extrazelluldre Hélfte (E-Seite) der
aufgebrochenen Membran wesentlich weniger Partikel. Zur Fixierung der Oberfl&chenstruktu-
ren werden die Bruchfl&chen zundchst in einem spitzen Winkel (hier 35°) mittels einer platin-
beschichteten Kohlenstoffelektrode bedampft und so eine wenige Nanometer dicke Schicht
Platin/Kohlenstoff erzeugt. Diese enthdlt einen stabilen Abdruck der Membranoberfléche und
wird anschlief3end von oben mittels einer zweiten Kohlenstoffelektrode bedampft und so mit
einer 30 — 50 nm dicken Kohlenstoffschicht fixiert. Dieser diinne Film wird schlief3lich durch
Abschwemmen vorsichtig abgezogen und nach der Reinigung auf ein Elektronenmikroskop-
gitter Ubertragen. Der grol3e Vorteil dieser Methode ist die grof3e Stabilitét des erzeugten Ab-
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drucks im Elektronenstrahl im Vergleich zu biologischen Prgparaten. Dem steht jedoch die

relativ niedrige Aufldsung von 5 - 10 nm gegenliber.
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Abb. 3.11 Schematische Darstellung der Gefrierbruchprozesses mit anschlie3ender Be-
schattung mit Platin/K ohlenstoff (Pt/C) und K ohlenstoff

Sechs Tage alte Kulturen mit (WT, W12I, W80I) und ohne BR (SNOB) wurden zentrifugiert,
die Zellmasse zwischen zwei Kupferpléttchen in flissigem Propan schockgefroren, in einer
Gefrierbruchapparatur gebrochen und mit Platin/Kohlenstoff beschattet. Nach Fixierung des
so erhaltenen Abdrucks mit einer ca. 30 nm dicken Kohlenstoffschicht wurden die Replica in
NaOCI-Losung gereinigt und im Elektronenmikroskop betrachtet. Es wurden jeweils zwel
Kulturen jeder Mutante flr die Préparation verwendet. In Abb. 3.12 sind reprasentative Auf-

nahmen von den untersuchten Replica dargestellt.
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Abb. 3.12 Représentative EM-Aufnahmen von SNOB-Zellen ohne BR (A, Kontrolle),
WT (B), W12l (C) und W80I (D). Kontrolle und W80I zeigen keine kristallinen Bere-
che, wahrend WT und W12l PM-Fléchen (Pfeile) hexagonal e Diffraktionsmuster aufwel-
sen, wie die eingefligten Beugungsbilder beweisen.
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Die Gefrierbruchaufnahmen bestétigen die Bilder, die von den uranylacetatgeférbten Mem-
branfraktionen gemacht wurden. Auf den WT-Zellen (B) sind deutlich (Pfeile) die grof3en
PM-Bereiche zu erkennen, die ein hexagonales Diffraktionsmuster zeigen. Die W12I-Zellen
weisen tberwiegend mehrere kleinere Bereiche (Pfeile in C) auf, die kristalline Ordnung be-
sitzen. Grolere PM-Bereiche wie bei WT-Zellen sind nur auf wenigen W12I-Zellen zu sehen.
Dagegen ist die Oberflache von fast allen Zellen mit W80I (D) gleichmassig mit Partikeln be-
setzt, die jedoch ebenso wie die Kontrollzellen (SNOB) keine Kristallinitéat aufweisen. Nur
auf drei von 40 Aufnahmen ist auf W80I-Zellen jeweils eine kleine PM-Flache zu sehen.
Aufgrund der Beobachtung, dass bei WT-Zellen das gesamte BR in Form von PM isoliert
wird, ergibt sich die Mdglichkeit, eine genauere Bestimmung des Flachenverhaltnisses von
PM zur Gesamtoberflache durchzuftihren. Unter der Annahme, dass die sichtbaren Zellober-
flachen reprasentativ fur die Gesamtoberflache sind, wurde die Flachengrésse der Membranen
und der darin enthaltenen kristallinen Bereiche bestimmt. Der Fehler, der sich aufgrund der
Krimmung der Zellen ergibt, wurde vernachlassigt. Zunéchst wurden die Negative mit einer
VergrolRerung von 26000 oder 33000 auf Fotopapier abgebildet und auf DIN A4-Papier ko-
piert. Fur jede Probe wurden die EM-Aufnahmen der gefriergebrochenen Zellen ausgewertet,
indem die sichtbaren M embranbereiche ausgeschnitten und auf einer Waage bis auf 10 pg ge-
nau abgewogen wurden. Die Ungenauigkeit der Wagung lag bel weitem niedriger als die Ab-
weichungen beim Gewicht eines A4-Bogens von unter 1 %. Aus diesen Stiicken wurden dann
die deutlich sichtbaren PM-Bereiche ausgeschnitten und erneut gewogen. Das Massenverhélt-
nis zwischen PM und Gesamtoberflache wurde als hinreichend genaue Schétzung des BR-
Anteilsin der PM angenommen.

Die EM-Bilder von 20 (WT) bzw. 40 Zellen (W12I, W80I) wurden fir die Auswertung ver-
wendet. In der folgenden Tabelle sind die ermittelten Flachenverhdltnisse fur WT und

Mutanten zusammengefalit.

BR-Menge [%] | PM-Flache [%] | theoret. PM-Flache
WT 100 47.4 -
W12l 25 5.4 ~12 %
W8OI 35 0.6 ~16 %

Tab. 3.8: Flachen der kristallinen Bereiche auf den Zdlen mit WT-BR, W12l und W80l
im Verhaltnis zur Gesamtflache der sichtbaren Membran.

Bei den Mutanten wird entsprechend der BR-Menge in den Zellen mit 25 (W12l) bzw. 35 %
(W80I) vom WT ein Anteil der PM-Fléache von etwa 12 bzw. 16 % der Gesamtflache erwar-
tet, wenn die Kristallisationstendenz die gleiche wie in WT wére. Bei W12l liegt der Wert je-
doch bei 5.4 %, s0 dass etwas weniger als die Halfte der BR-Moleklle in kristalliner Form
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vorliegen. Im Saccharosegradienten werden jedoch nie mehr als 15 % der BR-W12I-Menge
als PM isoliert. Anscheinend befinden sich 60 - 70 % der kristallinen Bereiche in der nicht-
PM-Fraktion, die somit etwa 40 % der BR-Molekile in dieser Fraktion ausmachen. Dies steht
im Einklang mit den EM-Aufnahmen, in denen zahlreiche kleinere PM-Bereiche beobachtet
werden. Bel der Zelllyse kénnen solche kleinen kristallinen Bereiche in spezifisch leichteren
Membranstiicken eingeschlossen und daher nicht as PM isoliert werden. In manchen Prépa-
rationen von W12l wurde keine PM gefunden, was mit der geringen Grol3e der vorhandenen
kristallinen Bereiche erklart werden kann.

Bei W80l ist die Abweichung der gefundenen PM-Flache mit 0.6 % der Gesamtflache von
den erwarteten 16 % wesentlich grof3er und bestétigt die Beobachtung im Saccharosegradien-
ten, in dem weniger als 1 % des BR als PM isoliert werden. Im Unterschied zu W12l weisen
nur sehr wenige W80I-Zellen kristalline Bereiche unterschiedlicher Grol3e auf der Oberflache
auf, wahrend bei W12| auf den meisten Zellen kleine kristalline Bereichen gefunden werden.
Da die Gefrierbruchmethode bestenfalls eine Auflésung von 5 nm besitzt, konnte mit dieser
Methode nicht geklért werden, ob das BR in nicht-kristallinen Bereichen in Form von Mono-
meren oder Oligomeren vorliegt, zumal sich auf der Zelloberflache auch andere Membran-
proteine befinden, die nicht von BR zu unterscheiden sind. Da keine direkte Methode zur ein-
deutigen Unterscheidung zwischen frel diffundierendem monomeren BR und Oligomeren in
der nativen Membran vorhanden ist, wurde dieses Problem mit anderen Methoden angegan-
gen. Es wurde darauf geachtet, dass dabel die natrlichen Lipidumgebung von BR erhalten

blieb und keine Schritte benotigt wurden, die den Einsatz von Detergenzien erforderten.

3.2.7 Rotationsdiffusions-Messungen in Vesikeln

In einer Losung mit frei beweglichen Farbstoffmolekilen ist die Wechselwirkung mit unpola
risiertem Licht isotrop, d.h. unabhdngig von der Orientierung des Ubergangsdipolmoments
eines Chromophors. Linear polarisiertes Licht wird dagegen unterschiedlich stark absorbiert,
je nachdem, wie groR der Vektor des Ubergangsdipolmoments eines Chromophors in der
Richtung des Polarisationsvektors ist. Die Absorption ist daher minimal, wenn der Uber-
gangsdipolvektor senkrecht zur Polarisationsebene des Lichts steht. Wird eine Lésung mit e-
nem polarisierten Lichtstrahl angeregt und mit einem zweiten, ebenfalls polarisierten Strahl
die Absorption der Probe gemessen, so ist aufgrund der schnellen Rotation der gelosten Farb-
stoffmolekiile ein Unterschied in der Absorption nicht messbar.

Ist die Rotation in einer Raumrichtung eingeschrénkt, so kann mit polarisiertem Anregungs-

und Mef3licht mit unterschiedlicher Orientierung eine unterschiedlich hohe Absorptionsande-
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rung detektiert werden. Aufgrund der Anregung ist die Anzahl der Chromophore, die in pa
ralleler oder senkrechter Orientierung zum Mef3licht stehen, unterschiedlich hoch. Bei paral-
lelen Polarisationsvektoren der Anregungs- und Mef3lichts absorbieren weniger Molekile das
Mef3licht as bel orthogonal polarisierten Lichtstrahlen. In Abb. 3.13 ist dieser Vorgang ver-
einfacht fUr zwei Orientierungen eines Chromophors (graue Pfeile) dargestelit.

Zur Messung der Mobilitét der BR-Molekiile in der Membran wurde die zeitliche Anderung
der Absorptionsanisotropie fir, relativ zum anregenden Laserlicht, paralel und senkrecht po-
larisiertes Mef3licht gemessen. Dabel wurde die Eigenschaft von BR ausgenutzt, bei Anregung
in das blauverschobene M-Intermediat Uberzugehen, das im Millisekundenbereich zerfallt.
Nach der Anregung sinkt die Absorption des Molektils beim Absorptionsmaximum des Aus-
gangszustand ab und kommt nach Durchlaufen des Photzyklus auf den urspringlichen Wert
zurtick. Durch Verfolgen des Wiederanstiegs der Absorption bei 550 nm kann somit die Ani-
sotropie von BR-Molekllen in der PM bestimmt werden. Da BR in der PM nicht um die
Membrannormale rotieren kann, zeigt es bel der Absorption unterschiedlich polarisierter
Lichtstrahlen eine deutliche Anisotropie, die Uber mehrere Millisekunden nahezu konstant ist.
Daher zeigen BR-Moleklile, die nicht im kristallinen Verband immobilisiert sind, klare Unter-

schiede zu BR in der PM im zeitlichen Verlauf der Anisotropie.

My, AA\/
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Abb. 3.13 Eine anisotrope Probe wird mit polarisiertem Laserlicht (L) angeregt und die
Absorption mit dazu parallel (M) bzw. senkrecht (Mp) polarisiertem Licht gemessen.
Eine, im Vergleich zu Mp, kleinere Anzahl glnstig orientierter Chromophore (=) fuhrt
bei M), zu einer geringeren Absorption (1), d.h. negativerem Differenzspektrum (AA) als
bei Mp (2). Angeregte Chromophore (=) tragen nicht zur Absorption bei.

Diese Anisotropie der Absorption ist abhéngig von der Rotationsgeschwindigkeit der Mole-
kile und gibt daher Aufschluss tber deren Beweglichkeit in einer bestimmten Umgebung. Als
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Mal} fur die Anisotropie einer Probe dient der Anisotropieparameter r(t) (s. 5.4.11), dessen
zeitabhangiger Verlauf bei BR gemessen wurde.

Die Rotation der BR-Molekile um die Membrannormale kann nur untersucht werden, wenn
man die Bewegung der Membranfragmente selbst vernachlassigen kann. Um dies zu gewahr-
leisten, wurden fur die Messung Vesikel hergestellt, deren Rotationsbewegung aufgrund ihrer
GrofRe im relevanten Zeitraum (< 5 ms), in dem die Rotation und Absorptionsdnderung von
BR stattfindet, keinen signifikanten Beitrag zur Rotation der BR-Molekiile leistet. Der Ver-
suchsaufbau entsprach dem bei den Messungen des Photozyklus (s. 3.2.3.2), wobei zusétzlich
Polarisationsfilter zwischen Anregungs- bzw. Mefdlicht und der lichtadaptierten Probe posi-
tioniert waren. Mit den Filtern wurde die Polarisation der beiden Lichtstrahlen relativ zuein-
ander eingestellt. Da die Wellenlange des Lasers bei 560 lag, wurde die Absorptionsanderung
bei 550 nm verfolgt. Die gemessenen Werte sind in der folgenden Abbildung zusammenge-
fasst.
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Abb. 3.14 Rotationsdiffusionsmessungen mit W12l, W80l und WT-BR in Vesikeln durch
Verfolgen der Absorption bei 550 nm (P: parallel, S: senkrecht). Die zeitliche Anderung
des Anisotropieparameters r(t) (unten rechts) bel den Mutanten deuten auf eine deutliche
Zunahme der Mobilitat und somit eine Auflockerung des rigiden Kristallgitters hin.

Die Anderung von r(t) von WT-BR entspricht dem bereits in der Literatur bekannten Verlauf
und weist auf die starre, kristalline Anordnung der BR-Molekile in der PM hin (Cherry et al.,
1977). Dagegen ist bei beiden Mutanten eine deutliche Abnahme von r(t) innerhalb der ersten
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1 - 2 ms zu beobachten, was auf eine grolRere Mobilitét der Molekile schlief3en 1&3t. Dies
spricht fur eine Auflockerung des Kristallgitters. Esist jedoch mit dieser Methode eine Unter-
scheidung zwischen Monomeren und kleineren, moglicherweise dhnlich schnell rotierenden
Oligomeren nicht moglich. Eine quantitative Aussage Uber die Grol3e der rotierenden Teil-
chen wirde die Kenntnis des Diffusionskoeffizienten fir BR in der Membran voraussetzen,
der nicht genau bekannt ist. Der Unterschied in der Absorption zwischen WT-BR und den
Mutanten ist auf den unterschiedlichen BR-Gehalt der Vesikel zurtickzuftihren. Aufgrund der
geringeren BR-Menge bei W80I und W12l (~ 40 % bzw. 25 % von WT-BR) mul3ten entspre-
chend mehr Vesikel fur die Messung eingesetzt werden, um gleich viel BR in jeder Probe zu
haben. Wegen der hohen Lichtstreuung wurde die Lichtintensitét des anregenden Lasers etwa
doppelt so hoch wie bei WT-BR eingestellt, um ein gentigend hohes Signal der Absorpti-
onsdnderung zu erhalten. Dadurch war eine Abnahme der absoluten Anisotropie unvermeid-
bar, da mit hoherer Lichtintensitét auch die Anregungswahrscheinlichkeit von weniger gun-
stig orientierten Chromophoren zunimmt, woraus ein kleineres r(t) resultiert. Auf den zeitli-
chen Verlauf von r, der die Mobilitét der BR-Molekule in der Membran anzeigt, hatte die Zu-
nahme der Lichtintensitét jedoch keinen Einflul3. Damit zeigen diese Messungen eine deutli-
che Zunahme der Rotationsmobilitét der BR-Molekile bei beiden Mutanten im Vergleich zu
WT-BR in der PM.

3.2.8 Elektronenspinresonanz (ESR)-Spektroskopie

BR enthdlt kein Cystein, so dass es gut geeignet ist fur die Einflihrung von Cystein in defi-
nierten Positionen und die anschlief3ende Markierung mit SH-spezifischen Farbstoffen oder
paramagnetischen Spinsonden fir die ESR (Rink et al., 1997; Steinhoff et al., 1995).

Um die Anordnung der BR-Moleklle in den Membranen der Mutanten zu untersuchen, wur-
den Cysteinreste an Positionen eingefihrt, die auf die 2D-Kristallisation keinen Einflufd haben
und keine funktionelle Bedeutung besitzen (Q105C, G106C, T157C). Es wurden Reste aus-
gewahlt, die nach Markierung mit einer Nitroxid-Spinsonde aufgrund ihrer Nahe zu der ent-
sprechenden Seitenkette in benachbarten BR-Molekilen dipolare Wechselwirkungen ihrer
Nitroxidseitenketten zeigen sollten.

Unter ESR versteht man die resonante Absorption von Mikrowellenstrahlung durch parama-
gnetische Substanzen. Hierbei werden Ubergange zwischen den unterschiedlichen Energieni-
veaus von ungepaarten Elektronenspins induziert. Aufgrund der Wechselwirkung mit dem
magnetischen Moment eines Atomkerns mit dem Kernspin | kann das Elektron in einem ex-

ternen Magnetfeld 21 + 1 Werte annehmen. Dies fuhrt zur sogenannten Hyperfeinaufspaltung
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der ESR-Absorptionslinie. Die Absorptionslinien des ESR-Spektrums werden, bedingt durch
die Art des Detektors, nicht direkt detektiert, sondern das resultierende Signal entspricht der
ersten Ableitung der Absorptionkurve. Dadurch erhélt man die charakteristische Signalform
der in Abb. 3.16 dargestellten Spektren. Im Falle der fur Proteinseitenketten verwendeten Ni-
troxidverbindungen befindet sich das ungepaarte Elektron im p-Orbital des Stickstoffatoms in
Wechselwirkung mit dem *N-Kern, der einen Kernspin von 1 besitzt. Dies fiihrt zu einer
Aufspaltung in drel Hyperfeinlinien.

Die in den folgenden Experimenten verwendeten Spinsonden sind Thiosulfonatverbindungen,
die mit SH-Gruppen reagieren kdnnen und eine Nitroxidgruppe als paramagnetische Kompo-
nente enthalten, so dass das modifizierte BR mittels ESR-Spektroskopie untersucht werden

kann.
i i X
BR-Cys-SH + H,C-5-S oder H,C-$-S7 N
S | N-O 0 | N-O-
R1 o R2
1]
H3C—éSI)
0
BR-Cys-S—S BR-Cys-S—S~ N
I N—Oo I N_O'

R1:MTSSL, (1-oxyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolin-3-yl)ymethanthiosulfonat
R2:MTS-4-Oxyl, (1-oxyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolin-3-yl)carbamidomethylmethanthiosulfonat

Mit Hilfe der ESR-Spektroskopie konnen in Nitroxid-markierten Proteinen die Mobilitét und
Polaritdt der Umgebung einer bestimmten Seitenkette sowie der Abstand zwischen benach-
barten Spinsonden im Bereich von 1 - 2 nm bestimmt werden, da mit abnehmendem Abstand
der Sonden dipolare Spin-Spin-Wechselwirkungen stérker werden, was zu einer messbaren
Linienverbreiterung fihrt. Durch geeignete Wahl der Parameter konnen simulierte Spektren
den experimentellen Daten angepaldt und daraus ein mittlerer Abstand der Seitenketten be-
stimmt werden (Steinhoff et al., 1997). Die gemessenen Unterschiede in der Linienbreite er-
scheinen zwar gering (s. Abb. 3.17), sind jedoch ausreichend flr eine Beurteilung der dipola-

ren Wechselwirkungen der Nitroxidmolektle.
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Abb. 3.15 Moddl der PM mit markierten Resten auf der cytoplasmatischen Seite. Die
Abstande zu den C,-Atome der symmetrieverwandten Reste sind in nm angegeben.

In Abb. 3.15 sind die markierten Positionen in einem Trimer dargestellt. Alle Reste befinden
sich auf der cytoplasmatischen Seite der Membran, um Storungen der Protein-Lipid-
Wechselwirkungen auf der extrazelluléren Seite auszuschlief3en.

Die Einfiihrung einer zweiten Mutation in W12I und W80I fiihrt zu keiner signifikanten An-
derung der Verteilung von BR im Saccharosegradienten, wobei die Ausbeute an BR etwa
gleich hoch ist. Die Cystein-Einzelmutanten zeigen keine Stérung der PM-Bildung. Die spek-
troskopischen Eigenschaften sind im Vergleich zu den Einzelmutanten W12l und W80I bzw.
WT-BR ebenfalls unverandert. Es wurden Raum- und Tieftemperaturspektren (170 K) aufge-
nommen. Alle Proben enthielten nach der Markierung noch ungebundene Spinsonden-
Molekiile, die auch durch mehrfaches Waschen nicht entfernt werden konnten. Daher weisen
einige Spektren zusétzliche scharfe Peaks auf, die jedoch die Auswertung nicht beeintréchti-
gen (Steinhoff, pers. Mitteilung). Der Markierungsgrad war bei allen Proben &hnlich hoch, so
dass hier die Vergleichbarkeit gewdahrleistet ist. Die nicht-PM-Fraktionen der Einzelmutanten
W12I und W80I wurden als Kontrollen eingesetzt, um den Einflul? der restlichen Proteine in
der Membran zu untersuchen. Durch Markierung dieser Membranfraktionen wurde das Signal
bestimmt, das von den restlichen Proteinen in diesen Fraktionen herrihrte. Es stellte sich her-
aus, dass das Signal von anderen markierten Proteinen weniger als 10 % des BR-Signals bei
der jeweiligen cysteinmarkierten Mutante betrug, so dass die Interpretation der Ergebnisse fir

die spinmarkierten Membranfraktionen nicht beeintrachtigt war. Der Makierungsgrad war bei
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alen Proben einer Messreihe dhnlich hoch, so dass die Spektren nicht durch unterschiedliche
Verhédltnisse von BR zu Spinsonde verfalscht wurden. Alle dargestellten Spektren sind spin-
zahlnormiert, so dass ein direkter Vergleich der Signale moglich ist.

Die Spinsonden an Q105C bzw. G106C sollten starke dipolare Wechselwirkungen innerhalb
eines Trimers aufweisen, was die Unterscheidung zwischen aggregierten und monomeren BR-
Molektlen ermdglichen sollte. Analog sind bel der Mutante T157C dipolare Wechselwirkun-
gen von Sonden in benachbarten Trimeren zu erwarten.

Eswurde festgestellt, dass die Spinsonden in der Mutante Q105C nicht die erwartete dipolare
Wechselwirkung mit der Sonde am benachbarten Molekiil besitzen. Demnach ist die Orientie-
rung der Spinsonden im Vergleich zu der Orientierung der Seitenkette von Q105 signifikant
verdndert. Daher wurde fur diese Mutante eine andere Nitroxid-Verbindung mit einer lange-
ren Seitenkette verwendet (MTS-4-Oxyl). Der resultierende kleinere Abstand der benachbar-
ten Sonden fUhrte zu unterschiedlichen Signalen bel der Einzel- (Q105C) und den Doppel-
mutanten (W121/Q105C, W801/Q105C). Dies wird auch mit der kirzeren Spinsonde (MTSL)
bei der Einzelmutante G106C bestétigt, bei der eine deutliche Linienverbreiterung auf einen
kleineren Abstand der Spinsonden in der PM hinweist. Zum Vergleich sind die Spektren fur
die Mutanten Q105C und G106C mit der kurzen Nitroxidseitenkette in Abb. 3.16 dargestelit.

. ; : IIIIIIE 105R1
- 106R1

(25 Gauss

Abb. 3.16 Spinzahlnormierte Spektren von Nitroxid-markiertem 105C (105R1) und 106C
(106R1). Die deutliche Linienverbreiterung (gréf3ere Abstande zwischen durchgezogenen
Linien) weist auf einen kleineren Abstand zwischen den Spinsonden bei 105R1 hin.

In Abb. 3.17 sind die Spektren fur die Einzel- und Doppelmutanten dargestellt. Die markier-
ten Seitenketten werden mit 105R1, 105R2, 157R1, 106R1 bezeichnet.
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Abb. 3.17 Spinzahlnormierte Spektren von Nitroxid-markierten Einzelmutanten
(schwarz) 105C (105R1 + 105R2), 106C (106R1) und 157C (157R1) mit den jeweiligen

Doppelmutanten mit W12l (dunkelgrau) bzw. W80l (hellgrau) aufgenommen bei RT
(links) und 170 K (rechts).
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Die dipolaren Wechselwirkungen nehmen in allen W12I-Doppelmutanten stérker ab als in
den W80I-Doppelmutanten. Das gilt sowohl fur die Mutationen 105C und 106C, als auch fir
die intertrimere Mutation 157C. Die Simulation der Tieftemperaturspektren fur die Mutanten

liefern Werte fir den mittleren Abstand, die in folgender Tabelle zusammengefaldt sind.

Markierung mittl. Abstand e mittl. Ver-
tellungsbreite [nm]
105R1 1.8+£0.8
W12I/105R1 > 2
W80I/105R1 20+12
105R2 13+£10
W12I/105R2 > 2
W80I/105R2 1.8+£0.8
106R1 1.7+£06
W121/106R1 > 2
W80I/106R1 20+£10
157R1 1.7+£08
W121/157R1 > 2
W801/157R1 > 2

Tab. 3.9: Abstande der Spinsonden an Cysteinresten in kristallinen Einzelmutanten und
nicht-kristallinen Doppemutanten, die durch Simulation der Linienverbreiterung auf-
grund dipolarer Wechselwirkungen ermittelt wurden.

Fur die beiden inneren Mutationen W121/105C und W121/106C ist keine signifikante Linien-
verbreiterung festzustellen. Durch Spektrensimulation war kein bestimmter Wert fir den Ab-
stand zu ermitteln, so dass der mittlere Abstand der Spinsonden grof3er as 2 nm sein mul3. Die
Situation ist dhnlich fur beide Doppelmutanten mit 157C. Bei diesen ist der mittlere Abstand
der Sonden grof3er als 2 nm, wahrend fur die kristallinen Einzelmutanten 106C und 157C ein
mittlerer Abstand von 1.7 nm (x 0.6 bzw. 0.8 nm) ermittelt wird. Der deutlich kleinere Wert
fur 105R2 (1.3 nm gegenuber 1.8 nm mit R1) ist auf die langere Seitenkette der Spinsonde
zurtckzufthren. Auch bel dieser Position ist fur W12l mit beiden Spinsonden durch Simulati-
on kein Abstand zu ermitteln, wahrend W80I/105R1(R2) gegentiber der Einzelmutante deut-
lich vergroRRerte Abstande ergibt.

Die Aussagekraft dieser Simulationen wird durch die Tatsache geschmélert, dass eine Simu-
lation der Spektren fur eine Mischung von kristallin angeordneten und ungeordneten BR-
Molektlen bereits ab einem relativen Anteil von etwa 30 % ungeordneter Molekile keinen
Unterschied im mittleren Abstand der Spinsonden zeigt (Steinhoff, pers. Mitteillung). Daher
sind diese Messungen fur eine quantitative Aussage Uber den Abstand der BR-Molekile nicht
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geeignet. Die Abnahme der dipolaren Wechselwirkungen deutet jedoch klar auf eine Vergros-
serung des mittleren Abstands der BR-Molekile bei beiden Mutanten hin, wobel die Effekte
fur die W12l-Mutante etwas stéarker erscheinen als fur W80I.

Neben dieser Einschrénkung lassen die bei Raumtemperatur aufgenommenen Spektren Aus-
sagen hinsichtlich der Mobilitdt der Nitroxid-Seitenkette zu. Fir die Mutanten mit 105R1 sind
keine Mobilitatsunterschiede zwischen Einzel- und Doppelmutanten festzustellen, wahrend
mit der l&ngeren Seitenkette bei 105R2 unterschiedlich mobile Anteile bei der Einzelmutante
zu sehen sind (Abb. 3.18).

== ]05R2

3 == \W121/105R2
l _' W801/105R2
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Abb. 3.18 Spinzahlnormierte Spektren von Q105C (schwarz), W121/Q105C (dunkelgrau)
und W801/Q105C (hdlgrau) mit MTS-4-Oxyl-Markierung (R2) zeigen unterschiedliche
Anteile von mobilen und immobilen Nitroxid-Seitenketten.

Wahrend die Doppelmutanten (hell- und dunkelgrau) nur eine Komponente mittlerer Mobili-
tat aufweisen (3), zeigt die kristalline Einzelmutante 105R2 (schwarz) einen immobilen (1)
und einen mobilen Anteil (2). Eine genauere Schluf3folgerung 183t sich jedoch aus diesem
Spektrum nicht ableiten.

Bei den Doppelmutanten mit 106R1 ist der Unterschied zur Einzelmutante 106R1 wesentlich
stérker ausgepragt, so dass auch hier auf eine Auflockerung der Trimerstruktur geschlossen
werden kann. Ahnliche, wenn auch schwachere Signale zeigen die Doppelmutanten mit
157R1. Die Unterschiede zwischen den Doppelmutanten selbst sind zu gering, um einen Ver-

gleich untereinander zuzulassen.
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3.2.9 Lichtinduzierte Vernetzung von Bacteriorhodopsin in der Membran

Mittels Proteinvernetzung sollte die ungeklarte Frage nach dem Aggregationsverhalten von
BR in den nicht-PM-Fraktionen geklart werden. Dabei wurde eine Vernetzungsreaktion an-
gewandt, bei der die Reaktionszeit moglichst kurz war, um unspezifische Vernetzungspro-
dukte zu vermeiden. Eine kurzlich veroffentlichte Methode fur die lichtinduzierte Vernetzung
von Proteinen (Fancy und Kodadek, 1999) wurde bei Membranfraktionen mit BR angewandt.
In der Vertffentlichung ist nur die Vernetzung l6slicher Proteine beschrieben, aber es stellte
sich heraus, dass, zumindest im Falle von BR, auch integrale Membranproteine mit dieser
Methode dhnlich effizient vernetzt werden konnen. Bei dieser Reaktion wird durch Licht ein

Ru''-bipyridylkomplex angeregt und der angeregte Komplex durch Persulfatanionen zum ra-

\‘3
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dikalischen Ru'"'-Komplex oxidiert:
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Ru'l(bipy),2*

Ru'(bipy),*+* + SO,2 + SO, *

Abb. 3.19 Mechanismus der Radikalbildung nach Belichtung des Ru"-Komplexes in An-
wesenheit von S,0¢% als Elektronenakzeptor (nach Fancy und Kodadek, 1999).

Der radikalische Ru"'-Komplex reagiert spezifisch mit Tyrosin-Seitenketten in einem Pro-
teinmolekil und erzeugt Tyrosyl-Radikale, die mit benachbarten nukleophilen Seitenketten
(Tyr, Lys, Cys) kovalente Bindungen eingehen kénnen. Dadurch, dass die Vernetzung in kur-
zer Zeit (< 1 s) und direkt Uber die Proteinseitenketten erfolgt, besitzt diese Reaktion daher
gegentiber anderen Methoden mit langeren Inkubationszeiten und zusétzlichen Vernetzungs-
molekilen grol3e Vorteile.

Die BR-haltigen Membranen wurden in mit Ru'"(bipy)sCl, und Ammoniumpersulfat im Re-
aktionspuffer fir 0.2 s belichtet und sofort mit dem SDS-Puffer versetzt. Die BR-
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Konzentration war in allen Proben gleich. Anschlief3end wurde ein Teil dieser Mischung mit-
tels SDS-PAGE in einem 13 %igen Gel aufgetrennt und ein Western-Blot (s. 5.4.3) mit einem
BR-spezifischen Antikdrper durchgefihrt. In Abb. 3.20 ist das Ergebnis des Vernetzungsex-
periments dargestellt. Als Kontrollen wurden gleiche Mengen an unbelichteten Membransus-

pensionen aufgetragen, die alle Reaktanden enthielten.

wt W12 W80l
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Abb. 3.20 Western-Blot nach Vernetzung von Membranfraktionen mit WT (PM), W12l
und W80I (nicht-PM) durch lichtinduzierte Radikalreaktion mit Ru' (bipy)sCl,; unbelich-
tete Proben mit allen Reagenzien dienten als Kontrollen (-).

Die Vernetzung verlauft sehr effizient in der kurzen Reaktionzeit, so dass ca. 60 - 70 % der
vorhandenen BR-Molekile reagieren. In Abb. 3.20 ist bei WT-BR ist ein Bandenmuster zu
erkennen, bei dem noch Hexamere aufgeltst werden kdnnen. Die einzelnen Banden haben
jewells einen Abstand in der Molekularmasse, der der apparenten Masse (ca. 21 kD) eines
BR-Monomers im Polyacryamidgel entspricht. Hoher vernetzte Oligomere sind als dunkle
Bande am oberen Rand der Spur zu erkennen. Die stérkste Bande bei etwa 60 kD entspricht
einem Trimer, so dass die Wahrscheinlichkeit fir die Vernetzung von BR-Molekilen in der
PM fUr Trimere am hochsten sein muf3. Die Spuren mit W12l und W80I zeigen die deutlich-
sten Banden in Hohe des Dimers, wahrend die Trimerbanden schwéacher sind als bei WT-BR.
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Da bei W12l den elektronenmikroskopischen Untersuchungen zufolge noch bis zu 40 % der
nicht-PM-Fraktion BR-Molektle in kleineren 2D-Kristallen vorliegen, weist die deutliche
Bande im oberen Bereich des Blots in der W12I-Spur auf hohere Vernetzungsprodukte hin,
die bei W8OI nicht so ausgeprégt sind. Aufgrund der geringen Grof3e der 2D-Kristalle haben
mehr W12l-Molekille am Rand Kontakt zu anderen Proteinen, so dass die Trimerstruktur sich
nicht in einer so deutlichen Trimerbande wie bei WT-PM widerspiegelt. Stattdessen deutet die
Spur im oberen Bereich auf eine unspezifische Vernetzung der BR-Molekile mit anderen
Proteinen hin.

Bei W8OI ist das Bandenmuster so ausgepragt wie bei WT-BR, wobei jedoch bel &hnlich ho-
hem Vernetzungsgrad das Verhéltnis zwischen Dimer- und Trimerbande im Gegensatz zum
WT deutlich zugunsten des Dimers ausféllt. Beim Vergleich von WT-BR und W80l wird
deutlich, dass die Banden von Tetra- bis Hexameren (Abb. 3.20, 4x — 6x) ahnlich stark ausge-
prégt sind. Im direkten Vergleich der einzelnen Banden untereinander weist die Trimerbande
den grofdten Unterschied zwischen WT und Mutante auf. Dieses Experiment weist also klar
auf eine Abnahme der Trimerisierungstendenz bei W80I hin.

Bel W12I trifft dies nur auf einen Teil der Molekile zu, da auf den EM-Aufnahmen kleine
kristalline Bereiche nachgewiesen wurden. Aufgrund ihrer Grof3e kann ein Teil der kristalli-
nen BR-Molekile mit Proteinen an der Peripherie vernetzt werden, was zu einer weniger
deutlichen Trimerbande fuhrt als bei BR in ausschliesslich kristalliner Form und einzigem
Protein in der Membran. Eine Erklérung fur diesen Befund ist die Mdglichkeit, dass die kri-
stallinen Bereiche bei W12I nicht stabil sind und ihre Grof3e mit der Zeit &ndern, so dass die
auf den EM-Aufnahmen beobachteten kristallinen Bereiche nicht immer vorhanden bzw. noch
kleiner sind. Die Tatsache, dass in zahlreichen Prgparationen aus Zellen mit W12I gar keine
PM-Bande isoliert wird, deutet darauf hin, dass die kristallinen Bereiche nicht immer die
Mindestgrofe fir die PM-Isolierung besitzen, so dass bei gleichem BR-Gehalt in zwei W12I-
Kulturen unterschiedlich grof3e, kristalline Bereiche in der Zellmembran vorliegen kdnnen.
Die PM-Fraktion von W12l ist hinsichtlich der Vernetzung vom WT nicht zu unterscheiden
(nicht gezeigt).

Aufgrund der quantitativen Unterschiede zwischen der Trimerbande von WT-BR und den
Mutanten, insbesondere W8OI, &3t sich aus diesem Experiment eine klare Abnahme der Tri-
merisierungstendenz in den nicht-PM-Fraktionen der Mutanten ableiten. Dies flhrt zu dem
Schlu3, dass zumindest bei W80l die Trimerstruktur nicht vorhanden ist und das Gleichge-
wicht zwischen kristalliner und ungeordneter Form auf der Seite des ungeordneten Zustands
der BR-Molekile liegt.
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3.2.10 Physiologische Untersuchungen

3.210.1 Messung der spezifischen Transportaktivitat

Um die Funktion der Tryptophanmutanten unter physiologischen Bedingungen zu untersu-
chen, wurde die Protonentranslokationsaktivitét von Zellen mit WT-BR, SOy, W12l und
W8OI bestimmt. Die spezifischen Protonentransportaktivitéten von WT-BR und den Mutanten
W12l und W80l wurden nach Oesterhelt (1982) durch Messung der pH-Anderung bei der
Belichtung einer Zellsuspension ermittelt. Als Wildtyp-Kontrollzellen wurden WT-Zellen und
eine Kultur mit S9-Zellen (S9nq) verwendet, die auf hohe Motilitét selektioniert wurden
(Storch et al., 1999) und etwa 50 % der BR-Menge von WT-Zellen produzieren. In Tab. 3.10
und Tab. 3.11 sind die bei den Messungen ermittelten Werte zusammengefaldt.

ODey ODsg BR Hg BR Hg BR/ODgyo | % BR | pmol BR in
2ml) [in200 pul| in 200 pl /ODgxo 200 pl
WT | 385 | 0.234 9.96 2.59 100.0 375.0
SOmet | 39 | 0.115 4.87 125 48.3 183.4
weaol | 3.7 | 0.083 3.52 0.95 36.8 1325
W12l | 3.35 | 0.049 2.09 0.62 24.1 78.6

Tab. 3.10: Dichte und BR-Gehalt der eingesetzten Kulturen.

spez.Akt. [H*/(BR:min)]
WT 163
SOmot 333
W8OI 270
W12l 323

Tab. 3.11: Spezifische Aktivitat von WT-BR und Mutanten.

Die Werte fur die spezifische Aktivitat der Mutanten liegen sehr nahe bei dem fur WT-BR
publizierten Wert von 270 H*/BR-min, was die Messungen der beiden Wildtyp-Stamme eben-
so bestétigen. Der niedrigere Wert fur WT ruhrt wahrscheinlich von partiell lysierten Zellen
her, bei denen ein Teil des BR nicht zur pH-Anderung zur Verfiigung steht und eine niedrige-
re spezifische Aktivitéat fur ein BR-Molekul vortduscht. Ein Vorteil der Kristallinitéat fir die

Protonentransportaktivitét ist aufgrund dieser Messungen nicht ersichtlich.
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3.2.10.2 Messung der Photophosphorylierungsrate

Der Einbau von BR in die nicht-PM-Fraktionen beider Mutanten bot die Moglichkeit, eine
Hypothese zu untersuchen, nach der die PM-Bildung eine hthere ATP-Syntheserate ermdgli-
chen soll (Hartmann und Oesterhelt, 1977). Dies wurde aus Messungen mit WT-Zellen mit
PM bzw. Brauner Membran geschlossen. Dabei waren die Zellen in nicotinhaltigem Medium
inkubiert worden, wodurch die Retinalbiosynthese blockiert und nur das Apoprotein in den
Zellen produziert worden war. Das anschlief3end nach Retinalzugabe gebildete BR war nicht
kristallin angeordnet und wurde zum Vergleich mit BR in PM verwendet. Bel der Messung
der ATP-Syntheserate in diesen Zellen hatte sich herausgestellt, dass die ATP-Synthese deut-
lich verlangsamt war gegeniiber den PM-haltigen Zellen. Diese Beobachtung fuihrte zur Ver-
mutung, dass die in vivo-Kristallisation von BR zu einer htheren Effizienz des photosyntheti-
schen Gesamtprozesses flhrt.

Insbesondere mit der Mutante W80l konnte nun diese Hypothese zuverldssiger untersucht
werden, da sich die Zellen bis auf eine Punktmutation im bop-Gen nicht vom Wildtyp unter-
scheiden und das gesamte BR in der nicht-PM-Fraktion liefern. Die Zellen wurden mit einer
Lichtstarke von 12 mW-cm? (bei 550 nm) belichtet, was gewéahrleistete, dass die ATP-
Syntheserate im linearen Bereich lag. Dies wird durch die nahezu lineare Lichtabhangigkeit
bei den Zellen mit unterschiedlichem Gehalt an WT-BR bestétigt. Da in den SOnq«-Zellen mit
etwa der Hélfte des BR-Gehalts von WT die ATP-Syntheserate ebenso etwa halb so hoch war,
war gewadhrleistet, dass bei dem héherem BR-Gehalt in WT-Zellen die ATP-Synthase nicht
im Séttigungsbereich lag.

Jede ATP-Messung wurde mit zwei Proben durchgefuihrt, und der ATP-Gehalt jeder Probe
ergab sich als Mittelwert aus drei Werten. Zur Kontrolle wurden die Zellen nach jeder Mes-
sung mit Hilfe einer 60 ml-Spritze belUftet und die Fahigkeit zur ATP-Bildung durch Atmung
untersucht. Alle Proben wiesen dabei dhnlich hohe ATP-Mengen auf, so dass ein Unterschied
der ATP-Synthaseaktivitdt zwischen Zellen mit WT-BR und Mutanten ausgeschlossen wer-
den kann.

In Abb. 3.21 ist der Anstieg der ATP-Konzentration wahrend der Belichtung (A > 515 nm)
unter N, dargestellt. Dabei ist die Konzentration als ATP-Menge pro Gesamtvolumen der
Zellen dargestellt, was sich aus der Anzahl der Zellen und dem geschétzten Volumen einer
Zelle von 1.5-10™ | ergibt. Die Steigung im linearen Bereich der ATP-Synthese, die jeweils
aus den ersten vier Messpunkten durch lineare Regression ermittelt wurde, ergibt die An-

fangsgeschwindigkeit fur die ATP-Synthese, die nach der Hypothese bei den Mutanten deut-
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lich kleiner sein sollte. In Abb. 3.22 sind die Photophosphorylierungsraten fir die untersuch-

ten Zellen mit dem entsprechenden BR-Gehalt aufgetragen.
Die Abhangigkeit der Anfangsrate der ATP-Synthese vom BR-Gehalt der Zellen ist hier

deutlich zu erkennen, wobei die Mutanten sogar eine scheinbar hdhere Syntheserate aufwei-

sen, was jedoch auf Messungenauigkeiten bei der Absorptionsmessung zurickzufihren ist, da

der Fehler sich bei der geringeren BR-Menge in den Mutanten deutlicher auswirkt.
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Abb. 3.21 ATP-Synthese in Zdlen mit WT-BR (WT + S9,,) und Mutanten W12l und
W8OI zeigt lineare Abhangigkeit vom BR-Gehalt der Zellen.
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Abb. 3.22 Anfangsrate der ATP-Synthese nach Belichtung von WT-Zellen und M utanten.

Die Krigalinitét der PM gellt demnach keinen Vortell fur die Photophosphorylierungsrate

dar.

3.2.10.3 Untersuchung der Zellen unter phototrophen Bedingungen

Das Wachstum der Zellen mit den BR-Mutanten W12I, W80I, W12/801 und Y 641 zeigt unter
aeroben Bedingungen keinen Unterschied zu Zellen mit WT-BR. Die Wachstumsgeschwin-
digkeit und die Fahigkeit zur aeroben ATP-Synthese sind nahezu identisch.

Fur die Untersuchung des phototrophen Wachstums wurden Zellen verwendet, die zuvor
aerob inkubiert wurden und dabei die fur die jeweilige Mutante Ubliche BR-Menge enthielten.
Nach Uberimpfen in frisches Medium wurden die Kulturen luftdicht abgeschlossen und wah-
rend der Inkubation mit einer Xe-Lampe (~ 19 mW-cm? bei 550 nm) belichtet. In Abb. 3.23
ist das Wachstum von diesen Mutanten und WT unter phototrophen Bedingungen dargestelit.
Unter diesen Bedingungen zeigt sich, dass die BR-Mutanten ohne PM (W80I, W12/801) bzw.
mit eingeschrankter PM-Bildung (W212I) nicht mehr photosynthetisch wachsen kdnnen. Die
PM-bildende Mutante Y 641 zeigt dagegen keine Einschrankung des Wachstums unter diesen
Bedingungen.
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Abb. 3.23 Wachstum von Zdlen mit WT-BR, Y64l, W12l, W80l und W12/80l unter
phototrophen Bedingungen (KU: Kletteinheiten).

Der Vorteil der PM-Bildung fir das phototrophe Wachstum wurde besonders bei einem der
Wachstumsversuche mit einer Kultur der Doppelmutante W12/801 offensichtlich, die nach
etwa dreimonatiger Inkubation unter anaeroben Bedingungen wieder dicht gewachsen war
und eine deutlich rotviolette Farbung aufwies. Eine Sequenzierung des bop-Gens aus diesen
Zellen zeigte, dass es sich um Wildtypzellen handelte, mit denen die W12/801-Kultur bel der
Inokulation kontaminiert worden war. Somit wurden wenige Wildtypzellen in einer Kultur
mit der Doppelmutante unter phototrophen Bedingungen selektioniert.

Zur Untersuchung der Licht-Dunkeladaptation wurden PM-haltige Zellen mit WT-BR und
Y641 belichtet (Diaprojektor, Amax > 515 nm, ~ 100 mW-cm™®). Dabei war das BR bereits nach
einer Minute lichtadaptiert. Die Kinetik der Dunkeladaptation wurde anschlief3end gegen eine
unbelichtete Referenzprobe gemessen. Die Halbwertszeit der Dunkeladapation entspricht mit
etwa 30 min etwa dem Literaturwert fir PM von 45 min (Peters und Peters, 1978), wobei der
kleinere Wert aufgrund der, im Vergleich zur friheren Messung, hoheren Temperatur von 33
°C bei dieser Messung erhalten wurde. In Abb. 3.24 sind die Differenzspektren der dunkel-
adaptierten und der zuvor belichteten Probe mit WT-BR dargestellt. Die Zellen mit Y64l

zeigten bei dieser Untersuchung keinen Unterschied zum Wildtyp.
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Abb. 3.24 Differenzspektren von dunkeladaptierten und belichteten Zellen mit WT-BR
wahrend der Dunkeladaptation.

Die Spektren zeigen ein charakteristisches Maximum bel etwa 500 nm und ein Minimum bel
590 nm, was die Verschiebung des BR-Absorptionsmaximums von 569 nm im lichtadaptier-
ten zu 560 nm im dunkeladaptierten Zustand anzeigt. Nach etwa 2 Stunden ist nur noch ein
kleiner Unterschied zur dunkeladaptierten Referenzprobe zu sehen und somit die Dunke-
ladaptation nahezu vollstandig.

Im Gegensatz zu den Zellen mit PM wird das BR in den Mutanten W12I, W80I und W12/80I
bei Dauerbelichtung (~ 100 mW-cm'?; vgl. Tageslicht mit ~ 39 mW-cm? jeweils bei 550 nm)
der Zellsuspension nach etwa 20 — 25 Stunden zu einem grof3en Teil (70 — 80 %) geblichen.
In Abb. 3.25 sind die Differenzspektren einer unbelichteten Referenzprobe mit W80I und ei-

ner Probe der gleichen Zellsuspension unter Dauerbelichtung exemplarisch dargestellt.
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Abb. 3.25 Differenzspektren von dunkeladaptierten und dauerbelichteten Zellen (A > 515
nm) mit W80I bel 33 °C. Die Belichtungsdauer ist bei der jeweiligen Kurve angegeben.

Die Differenzspektren in den ersten Minuten zeigen die Lichtadaptation der Mutante an, wo-

bei jedoch die Extrema der Differenzkurve bereits nach drei Minuten deutlich rotverschoben
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und die negative Bande bei 590 nm kleiner ist. Die Verkleinerung dieser negativen Bande und
die Verschiebung der postiven Bande von etwa 510 nm bis zum Absorptionsmaximum
spricht eindeutig fur ein Ausbleichen der BR-Molekile in den Zellen. Das Verhalten der
Mutanten W12l und W12/801 entspricht dem von W80I.

Zum Vergleich von BR in der PM und in nicht-PM-Form ist die Mutante W80l am besten ge-
eignet, da se den hochsten BR-Gehalt unter den Mutanten aufweist und BR nahezu aus-
schliefdlich in nicht-PM-Form enthélt.

Es wurde gezeigt, dass bel Belichtung der Mutante W80I die photochemische I nstabilitét des
Chromophors zu einer Abnahme der BR-Menge fuhrt, so dass ein phototrophes Wachstum
auf Dauer ausgeschlossen werden kann. Demnach dirften die Zellen mit PM einen entschei-
denden Wachstumsvorteil im Licht unter anaeroben Bedingungen haben, die in den natirli-
chen Habitaten auftreten konnen, gegeniiber Zellen, die BR in nichtkristalliner Form enthal-
ten.

Das Ausbleichen der Zellen mit W12l zeigt aul3erdem, dass der Einbau von BR in die PM
guantitativ erfolgen mul3. Auch wenn ein signifikanter Teil der BR-Molekiile wie bel W12|
kristallin vorliegt, geht durch Ausbleichen der Molektle aulerhalb der PM photoaktives BR
verloren. Dadurch wird vermutlich das Gleichgewicht zwischen der PM- und nicht-PM-Form
des BR so0 verschoben, dass sich die kristallinen Bereiche almahlich auflosen. Bei der Tei-
lung der Zellen werden zudem die kristallinen Bereiche unter den Tochterzellen aufgeteilt, so
dass dies ebenfalls zu einer Abnahme BR-Menge in kristaliner Form fuhrt. Damit verlieren

auch diese Zellen die Méglichkeit, photosynthetisch zu wachsen.
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3.3 Expression und Aufreinigung von Halor hodopsin

Fir die Expression von Halorhodopsin wurde der Uberexpressionsstamm D2 verwendet
(Heymann, 1993). Dieser wurde durch Transformation von HN5-Zellen (BR', HR) mit dem
Vektor pJH-F erhalten. Die Uberexpression wurde durch Anhéngen des bop-Promotors und
der bop-Anfangssequenz (Aminosauren -13 bis -1) vor die Haloopsin(hop)-Sequenz erreicht.
Die D2-Zellen wurden auf Agarplatten mit Halomedium ausgestrichen und bléulich geféarbte
Klone in flussiges Medium Uberftihrt. Dieser Schritt wurde mehrfach durchgefthrt, um gut
produzierende Zellen zu erhalten. Die Expression lag schliefdlich bei etwa 8 mg pro Liter
Kultur. Die Kulturen wurden in Vollmedium inkubiert. Die HR-Aufreinigung wurde nach
Duschl et al. (1988) mit geringen Modifikationen durchgefihrt (s. 5.4.5). Nach der Reinigung
Uber die Phenylsepharose-Saule (Resource CL-4B, Pharmacia) wurde das Eluat in Amicon-
Konzentratoren mit einer Ausschluf3grosse von 50 kD bis zu einer Endkonzentration von etwa
10 — 15 mg-mi™ HR eingeengt. Die HR-Konzentration wurde durch Absorptionsmessung er-
mittelt, wobel als Extinktionskoeffizient der Wert fir lichtadaptiertes HR von 50000 mol’
L.em™ verwendet wurde. AnschlieBend wurde die konzentrierte Proteinldsung nach der Me-
thode von Landau und Rosenbusch (1996) in geeignetem Verhaltnis mit Puffer und dem Lipid
Monooleyl-rac-glycerol gemischt, das kubische Lipidphasen und somit die Matrix fir die
Kristallisation bildet. Homogenisierung der Phase wurde durch wiederholte Zentrifugation
erreicht. Nach wenigen Wochen begann sich das Protein in bestimmten Bereichen der Li-
pidphase zu konzentrieren und bildete nach einigen Monaten Kristalle, die eine Strukturbe-

stimmung mit einer Auflésung von 1.8 A ermdglichten (Abb. 3.26).

=

Abb. 3.26 HR-Kristall in der kubischen Lipidphase aus Monoolein (Balken: 0.1 mm).

Nach der Strukturlésung wurde in dem atomaren Modell eine Punktmutation an einer funk-
tionell unbedeutenden Stelle identifiziert (V229A), die durch Sequenzierung des hop-Gens in
D2-Zellen bestétigt wurde (Tittor, pers. Mittellung). Daher wurde ein neuer Wildtypstamm

konstruiert, der durch Transformation des hop-Deletionsstammes WHOP mit dem gleichen
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Fusionskonstrukt wie in pJH-F erhalten wurde, diesmal jedoch im Vektor pHUSheu (Abb.
3.27), der durch Ligation des BamHI/HindllI-Fragments in pUS-Mev (Schweiger, 1996) ent-

standen ist. Die Anfangssequenz des Fusionsproteins sieht folgendermassen aus:

1 BR 14 1> HR
BR-HR MLELLPTAVEGVSQMSITSVPGVVDAGVLGAQSAAAVRENALLSS...
Spel

BstXl,
Sacl

pHUSneu
6321 bps

Xmni

Abb. 3.27 Vektor pHUSheu fir die Konstruktion des HR-Wildtypstamms HARRI.

Nach der Transformation wurden bléaulich geférbte Klone erhalten, was die HR-
Uberexpression anzeigte. Nach Inkubation in Fliissigmedium wurden Zellen isoliert, die hn-
lich grof3e HR-Mengen produzierten wie D2-Zellen. Der neue Wildtypstamm wurde HARRI
genannt (HAloRhodpsin Relntegrated). In Abb. 3.28 sind Saccharosegradienten mit den
Membranfraktionen von HARRI-Zellen und, zum Vergleich, Gradienten von BR-W80I und
BR-W80F dargestellt.
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Abb. 3.28 Saccharosegradienten mit M embranfraktionen aus HARRI-Zéellen (rechts, 700
ml Kultur), BR-Mutanten W80l und W80F (je 400 ml Kultur) zum Vergleich.

Es wurde bei keiner Préparation von HR aus D2 oder HARRI eine Fraktion mit der Dichte
von PM (,HR-PM*) im Saccharosegradienten isoliert, die HR in Form von 2D-Kristallen ent-
hielt. Diese wurden frtiher bei einigen Kulturen von D2 gefunden, wodurch eine niedrig auf-
geloste Projektionsstruktur von HR mit 7 A Auflésung erhalten werden konnte (Abb. 3.29,
Havelkaet al., 1993).
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3.4 Untersuchung von 2D-Kristallen von Halorhodopsin auf D2-Zellen

Nach Uberexpression von HR in D2-Zellen wurden in der Membranfraktion kristalline Berei-
che gefunden, woraus mittels Elektronenkryokristallographie die 3D-Struktur von HR mit &-
ner Aufldsung von 6 A bzw. 5 A erhalten wurde (Havelka et al., 1995; Kunji et al., 2000).
Die HR-Molekile sind in den orthogonalen Kristallen mit der Raumgruppe P4212 in Form
von Tetrameren angeordnet, wobei die Tetramere abwechselnd nach oben und unten orientiert

sind, wie man in Abb. 3.26 sehen kann.

Abb. 3.29 Projektionsstruktur von Halorhodopsin in orthogonalen 2D-Kristallen aus D2
(nach Havelka et al.,1993).

Untersuchungen dieser Membranen mit 2D-kristallinem HR mittels Rasterkraftmikroskopie
bestétigten bei einer Auflésung von 9 A die orthogonale Anordnung von HR-Tetrameren
(Persike et al., in Vorbereitung). Die alternierende Orientierung der HR-Tetramere wirft die
Frage nach der pysiologischen Relevanz dieser Anordnung auf, da die Halfte der Moleklle
die Chloridionen nach auf3en abgeben mifdten, vorausgesetzt, sie wéaren in der ,,falschen* Ori-
entierung funktionsfahig. Hinzu kommt, dass nur etwa 5 % der isolierten ,,PM-Fraktion* mit
HR kristallin sind, so dass die funktionelle Bedeutung dieser Kristalle fraglich bleibt und die

Anordnung lediglich eine Folge der Uberexpression sein kénnte.
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In den Kristallen aus der kubischen Lipidphase wird eine hexagonale Anordnung von HR-
Trimeren gefunden (Kolbe et al., 2000), die alle in einer Richtung orientiert sind und einen
Abstand der Trimerzentren von 67.3 A aufweisen (Abb. 3.30 A). Benachbarte Schichten im
Kristall sind antiparallel orientiert, so dass Protein-Protein-Kontakte hauptsachlich durch den
BC-Loop vermittelt werden. Innerhalb einer Schicht haben die HR-Trimere keinen Kontakt
untereinander (Abb. 3.30 B). Zwischen den Trimeren befinden sich hexagonal geordnete Mo-
nooleinmolekiile, wobei ausschliedlich auf der extrazelluléren Seite Elektronendichte fir ge-

ordnete Lipidmolekile gefunden wird.

Abb. 3.30 A: Hexagonale Anordnung von HR-Trimeren und Monoolein (MO) in Kri-
stallen aus der kubischen Lipidphase; B: Anordnung der HR-Schichten im Kristall (graue
Pfeile zeigen in Richtung der extrazelluléren Seite der Molekiile einer Schicht).

Der Zustand von HR in der Zellmembran des Uberexpressionsstammes D2 wurde aufgrund
dieses Unterschieds zwischen 2D- und 3D-Kristallen genauer untersucht. Dazu wurde die Ge-
frierbruchmethode verwendet, wie sie bereits fur die Untersuchung der BR-Mutanten be-
schrieben wurde. Die Replica der D2-Zellen wurden auf die gleiche Weise prapariert wie die
BR-haltigen Zellen. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen tberwiegend Zellen,
die keine kristallinen Bereiche auf ihrer Oberflache aufweisen. Die Anzahl der Zellen mit
meist kleinen 2D-Kristallen liegt bei weniger als 5 % von alen untersuchten Zellen. In Abb.
3.31 sind einige Beispiele fur die kristallinen Bereiche in der Membran von D2 sowie die da
zugehorigen Diffraktionsbilder dargestellt



ERGEBNISSE

Abb. 3.31 Gefrierbruchaufnahmen von D2-Zellen mit kristallinen Bereichen (schwarze
Balken entsprechen 0.5 um). Die Diffraktionsbilder von den Flachen in den gestrichelten
Quadraten zeigen eindeutig die kristalline Anordnung der Partikel in der Membran.

Es werden fast ausschlief3lich Bereiche gefunden, die eine hexagonal kristalline Anordnung
der Partikel aufweisen, wobei die Gitterkonstante in diesen Kristallen 6.85 + 0.26 nm betrégt,

was dem Wert aus den 3D-Kristallen sehr nahe kommt. Lediglich auf zwei Aufnahmen wird

aina daiitlich ahweirhande Annrdniinn der Partikal fednedalt (Ahh 221 A + FY Hier i
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wenigstens bei einer Aufnahme (Abb. 3.31 E) ein verzerrt orthogonales Gitter mit Winkeln
von 82° und 98° angtatt 90° zu erkennen. Beim zweiten Bild (Abb. 3.31 A) ist die Ordnung zu
gering, so dass im Diffraktionsbild wenige Reflexe zu sehen sind und keine genauere Analyse
maoglich ist. Die Gitterkonstante in diesen zwel Fallen betragt 8.35 + 0.64 nm. Dies liegt deut-
lich unter dem Wert von 10.2 nm fir die orthogonalen 2D-Kristalle aus D2 (Havelka et al.,
1993), was jedoch auf die unterschiedlichen Methoden zuriickzufiihren ist. Die antiparallele
Anordnung der HR-Tetramere im orthogonalen Gitter fiihrt zu einer Gitterkonstante von 10.2
nm, wobei im Falle einer parallelen Orientierung die Gitterkonstante 7.2 nm betragen wrde,
was genau dem Abstand der Tetramerzentren entspricht. Da bei der Gefrierbruchmethode die
Oberfachen der Zellen mit Platin und Kohlenstoff bedampft werden, sind unterschiedlich ori-
entierte Trimere oder Tetramere ununterscheidbar, da nur ein Abdruck der Membran im
Elektronenmikroskop betrachtet wird. In der folgenden Zeichnung ist der Unterschied zwi-
schen der elektronenkristallographischen und Gefrierbruchmethode skizziert, wobei die anti-

parallel orientierten Tetramere (links) weiss und grau schattiert sind.

Pt/iC

EM EM

10.2 nm 7.2 nm

Abb. 3.32 Darstdlung der Unterschiede zwischen elektronenmikroskopischer Analyse
von nativen 2D-Kristallen mit HR-Tetrameren (links) und nach Beschattung der Kristalle
mit Platin und Kohlenstoff (rechts).

Somit mul’ bei Gefrierbruchaufnahmen von orthogonalen Kristallen der Wert fur die Gitter-
konstante 7.2 nm betragen, zumal die Auswertung der nativen kristallinen Membranen durch
Havelkaet al. (1993) anfangs auch diesen Wert ergeben hatte, da die Reflexe fur das 10.2 nm-
Gitter nur sehr schwach waren.

Der fUr das verzerrte Gitter von D2 erhaltene Wert von 8.35 + 0.64 nm liegt etwas hoher als

die Gitterkonstante der orthogonalen Kristalle, unterscheidet sich jedoch wesentlich von dem
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des hexagonalen Gitters. Um auszuschlief3en, dass die untersuchten Flachen PM-Bereiche mit
BR sind, wurden Diffraktionsbilder der Gefrierbruchaufnahmen von WT-Zellen mit WT-BR
ausgewertet. Alle Zellen weisen hexagonal kristalline Flachen auf, wie man an der folgenden

Abbildung der Oberflache von einigen WT-Zellen mit den entsprechenden Diffraktionsbil-

dern erkennen kann.

Abb. 3.33 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Replica von Zellen mit WT-BR
nach Gefrierbruch und Beschattung mit Pt/C (schwarze Balken entsprechen 0.5 um). In
den eingerahmten Bereichen wurde eine Fourier-Transformation durchgefthrt, um die
abgebildeten Diffraktionsbilder des PM-Gitters zu erhalten.

Der Wert fur die Gitterkonstante liegt bel diesen Flachen mit 5.83 + 0.13 nm deutlich unter
dem fur D2-Flachen und ist etwas kleiner als die fir BR-PM erwarteten 6.3 nm. Da die Prapa-
ration der Proben unter identischen Bedingungen erfolgte, kann demzufolge eine Kontamina-
tion der D2-Praparation mit Zellen, die BR-PM enthalten, ausgeschlossen werden.

Eine Unterscheidung zwischen Trimeren und Tetrameren von HR ist mit dieser Methode
nicht moglich, so dass nicht ermittelt werden kann, in welcher Form HR im hexagonalen bzw.
verzerrt orthogonalen Gitter vorliegt. Das Vorkommen der hexagonal kristallinen Bereiche
auf D2-Zellen zeigt jedoch, dass eine dhnliche Anordnung, wie sie im 3D-Kristall gefunden

wurde, mit einer ahnlichen Gitterkonstante auch in der Zelle auftreten kann.
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3.5 Isolierung von Halorhodopsin mit *H-Palmitinsaure

Bevor die hochaufgelbste 3D-Struktur von HR vorlag, wurde eine spezifische Wechselwir-
kung von HR mit Palmitinsaure in der Membran von H. salinarum beschrieben (Colella et al.,
1998; Corcelli et al., 1996). Dies war von Interesse, da der strukturell mit archaealen Retinal-
proteinen verwandte, G-Protein gekoppelte Rezeptor Rhodopsin am C-terminus palmityliert
vorliegt (Ovchinnikov et al., 1988). Somit bestand die Mdglichkeit, dass dies eine konser-
vierte Eigenschaft sowohl des eukaryotischen als auch des archaealen Retinalproteins dar-
stellt, deren Aminosduresequenzen keine signifikante Homologie aufweisen. Es wurde jedoch
gezeigt, dass die Palmitinsdure im Gegensatz zu Rhodopsin nicht kovalent mit HR verknUpft
ist. Allerdings wurde auch ein Einflul3 der Palmitinsdure auf den pK-Wert der Schiffschen
Base in HR nachgewiesen, wobei der pK-Wert bel hbherem Palmitatgehalt um 0.4 héher lag
as bei niedrigerem Palmitatgehalt. Daher wurde eine funktionelle Bedeutung der Fettsdure
fur die Chloridpumpe angenommen. Im hochaufgel 6sten 3D-Strukturmodell von Kolbe et al.
(2000) wurde die nichtkovalente Assoziation eines Palmitinsduremolekils an ein HR-
Monomer bestétigt. Innerhalb eines HR-Trimers wurde auf der extrazelluldren Seite Elektro-

nendichte detektiert, die einem Palmitat zugeordnet wurde.

Abb. 3.34 Banderdarstellung des Strukturmodells eines HR-Trimers nach Kolbe et al.
(2000); links: der Blick von der CP-Sdte zeigt eine Gruppe hydrophober Seitenketten
(1135, 1138 und F142, Kalottendarstellung), die auf dieser Seite die Offnung zwischen
den Monomeren verschlie?en; rechts: Blick von der EC-Seite auf drei Palmitatmolekiile
als Kalottenmodell im Zentrum des Trimers in der Nahe des aktiven Zentrums mit Chlo-
ridion (Kugel) und Chromophor in Stabchendarstellung (ein Teil der Loops ist der Uber-
sichtlichkeit halber weggelassen).

Dabei liegt die Carboxylgruppe des Palmitats etwa 10 A unterhalb der Membranoberflache in
der Nahe des aktiven Zentrums und bildet H-Bricken zu den OH-Gruppnen von S75 und T111.
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Die direkte Wechselwirkung von T111 mit dem Chloridion findet Gber die terminale Methyl-
gruppe statt und nicht, wie man es erwarten wurde, tber die OH-Gruppe. Dies zeigt, dass der
von Rudiger und Oesterhelt (1997) gemessene Effekt der Mutation T111V mit einer verlang-
samten Chloridaufnahme nicht auf das Fehlen einer Wechselwirkung des Chlorids mit der
OH-Gruppe zurtckzufihren sein dirfte.

Es wurde weiterhin untersucht, ob die Palmitinsaure spezifisch an HR bindet und wahrend der
Préaparation fur die Kristallisation gebunden bleibt. Dazu wurde eine D2-Kultur mit einer
Palmitinsaureldsung mit einer spezifischen Aktivitat von 52 mCi-mi™ versetzt. Als Kontrolle
wurde auch eine Kultur mit der BR-Mutante W80l mit der gleichen Menge *H-Palmitat mar-
kiert, da die Solubilisierung und Aufreinigung von W80I in der nicht-PM-Fraktion gleicher-
mal3en durchfihrbar ist wie bei HR. Dies sollte zeigen, ob die Koelution von Palmitat spezi-
fisch fur HR ist. Das Pamitat wird in den Zellen nicht metabolisiert, wie durch Markierungs-
experimente zuvor nachgewiesen wurde (Storch, pers. Mitteillung). Dabel wurden Zellen mit
3H-Palmitat markiert und auf Palmitylierung von Proteinen hin untersucht. Auf einem Auto-
radiogramm eines Proteingels wurden wenige diskrete Banden beobachtet, die darauf schlie-
[3en lief3en, dass das Palmitat nicht abgebaut und fir die Proteinbiosynthese verwendet wurde.
Daher kann die detektierte Radioaktivitét in den folgenden Versuchen ausschlief3lich dem un-
verdnderten Palmitat zugeordnet werden.

Zum Vergleich wurde eine Kultur mit der Mutante W80F auch mit *H-Palmitat markiert. Von
dieser Mutante werden etwa 60 — 70 % der BR-Menge als PM isoliert, so dass bei dieser
Kontrolle der Einbau von Palmitat in die PM und die nicht-PM-Fraktion untersucht werden
konnte. Es gellte sich heraus, dass die PM-Fraktion bei weitem weniger Radioaktivitéat ent-
hielt als die nicht-PM-Fraktion mit gleicher BR-Menge (Abb. 3.32).

Dies ist anscheinend auf die spezifische Lipidzusammensetzung der PM zurlckzufiihren, da
der Unterschied im Lipidgehalt der beiden Fraktionen mit einer Dichte von 1.14 - 1.16 g-cm®
und 1.18 g-cm™ (PM) nicht so groR ist, um diesen Unterschied der Radioaktivitdtsmenge er-
kldren zu kénnen. Bei einem Massenverhéltnis von Protein zu Lipid in der PM mit 75 % zu
25 % folgt fur die leichtere Fraktion mit 1.16 g-cm™ eine Zunahme des Lipidanteils auf etwa
30 % (w/w). Bel einem Molverhéltnis von 10:1 (Lipid/Protein) in der PM entspréche das etwa
2 Lipidmolekilen mehr pro Protein, unter der Annahme, dass alle Proteine die Masse von BR
besitzen. Damit |&age die zu erwartende Zunahme der Radioaktivitétssmenge bei etwa 25 %,
wenn der Anteil des Palmitats an den Lipiden in beiden Membranfraktionen gleich wére. Bel
gleicher Proteinmenge liegt die Radioaktivitdtsmenge im mittleren Bereich der beiden Frak-
tionen bei etwa 820 cpm (nicht-PM) bzw. 220 cpm (PM), d.h. 270 % mehr in der nicht-PM-
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Fraktion. Selbst bei grof3ziigigerer Schatzung der Lipidmenge in dieser Fraktion kann der Li-
pidanteil alleine nicht der Grund fir diese Diskrepanz sein. Dies fuhrt zu dem Schluss, dass
die Lipide der PM die Palmitinsdure wahrend der PM-Bildung verdrangen.

Die folgende Abbildung zeigt den Verlauf der Absorptionswerte fir 280 und 570 nm und die
dazugehdrige Radioaktivitét in der Fraktion.
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Abb. 3.35 Der Verlauf der Radioaktivitat von *H-Palmitat in 100 pl-Fraktionen aus dem
Saccharosegradient (25 — 45 %, w/w) der Gesamtmembranfraktion einer 400 mi-Kultur
mit W8O0F (unten) zeigt einen geringen Gehalt an *H-Palmitat in der PM-Fraktion.

Ein Teil der Radioaktivitét in der PM-Fraktion des Saccharosegradienten ist auf die schlechte
Auftrennung der beiden Fraktionen zuriickzufiihren, wie an der Abbildung des betreffenden
Gradientenréhrchens zu erkennen ist. Die Menge des eingebauten *H-Palmitats in der PM ist
vermutlich geringer als die gemessene, da bei der manuellen Fraktionierung mit je 100 pl im
Grenzbereich aufgrund der schlechten Trennung der Membranfraktionen ein Teil der nicht-
PM-Fraktion mit der PM-Fraktion vermischt wurde.

Aufgrund der Anwesenheit anderer Proteine neben HR und dem &hnlichen Verlauf der Men-
gen des radioaktiven Palmitats bei den Membranfraktionen von HR und BR-W80I, war die
Untersuchung der nicht-PM-Fraktionen aus den Saccharosegradienten nicht aufschluf3reich.

Um eine spezifische Bindung des Palmitats an HR zu finden, wurde die Menge an *H-

Dalmitat hactimmmt Adia narh Aar Aiifraininiina ihar dia Qallla nnrh an Aac Dratain nohi inAan
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ist. Dazu wurden die Membranfraktionen mit HR und BR-W80I mit Cholat in 3 M KCI solu-
bilisiert und Uber eine Phenylsepharosesaule (CL-4B Resource, Pharmacia) gereinigt und
fraktioniert. Die Radioaktivitét in einem Aligout dieser Fraktionen wurde in einem Szintillati-
onszéhler detektiert. Es wurden je zwel Laufe fUr jede Probe mit gleichen Volumina durchge-
fuhrt, wobei der Detergenzwechsel zu Octyl-3-glucosid (B-OG) im gleichen Puffer beim

zweiten Lauf friher erfolgte as beim ersten Lauf (grauer Pfeil in Abb. 3.36).
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Abb. 3.36 Chromatogramme der Aufreinigung von HR und BR-W80I und Verlauf der
Radioaktivitat (cpm) in den gesammelten Fraktionen. Graue Pfeile zeigen den Wechsel

des Detergenz im Laufpuffer von Cholat zu 3-OG an.

Bei der ersten BR-Probe wurde mit etwa 2 ml mehr von Laufpuffer A gewaschen als die HR-
Probe, da der Detergenzwechsel aufgrund eines Fehlers im Fraktionssammler nicht rechtzeitig
stattfinden konnte. Diese Verzogerung anderte jedoch nichts am dhnlichen Elutionsverhalten
der beiden Proteine. In Abb. 3.36 sind die Elutionsprofile der Radioaktivitdt und der Verlauf
der Absorption bei 280 und 560 nm dargestellt.

Der Verlauf der Radioaktivitdtsmenge korreliert sehr gut mit der Proteinabsorption. Der
ilberwiegende Teil des *H-markierten Palmitats befand sich im Durchlauf, wie man an der
logarithmischen Skala deutlich erkennen kann. Das letzte Maximum der Radioaktivitat fallt

mit dem Maximum der Absorption bel 560 nm zusammen, so dass ein Teil des Palmitats bis
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zuletzt an HR und BR gebunden bleibt, und zwar umso mehr, je friher der Detergenzwechsel
stattfindet. Im Falle des frihen Detergenzwechsels (Abb. 3.36, HR_2 + W80l _2) erscheint in
beiden Laufen ein kleines Maximum der Absorption bei 280 nm nach etwa 6 ml, der mit ei-
nem deutlichen Anstieg der Radioaktivitét, jedoch nicht mit der Absorption bei 560 nm kor-
reliert und somit nicht HR bzw. BR zugeordnet werden kann.

Ein Unterschied zwischen HR und BR ist bel dieser Reinigung nicht erkennbar, so dass die
Wechselwirkung von Palmitat mit beiden Proteinen unter diesen Bedingungen dhnlich stark
sein muf3. Damit wird bestétigt, dass Palmitat bis zum Kristallisationsansatz mit HR zusam-

men isoliert werden kann, was Colella et al. (1998) bereits friiher zeigen konnten (Abb. 3.37).
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Abb. 3.37 Elutionsprofil fir *H-Palmitat-markiertes HR aus Colella et al. (1998)

Auch hier ist deutlich zu erkennen, dass sich der grofdte Teil der Radioaktivitat im Durchlauf
befand, wahrend an HR gebundenes H-Palmitat nur einen kleinen Teil der Gesamtmenge
ausmachte. Im Unterschied zur friheren Interpretation ist die Assoziation von Palmitat mit
HR nicht hochspezifisch. Die Wechselwirkung von Palmitat mit den BR-Molektlen aus der
nicht-PM-Fraktion von W80I ist der zu HR ahnlich. Esist zu vermuten, dass das Palmitat ge-
nerell mit den hydrophoben Membranproteinen interagiert, was am zusétzlichen Proteinpeak

bei den kurzen Laufen zu erkennen ist.
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3.6 Mutationen in Halorhodopsin

Die hochaufgeloste Struktur von Halorhodopsin bietet die Méglichkeit, fur die Funktion der
lonenpumpe bedeutende Reste gezielt zu mutieren und die Auswirkung der Mutation zu un-
tersuchen. Es wurden zahlreiche Reste ausgewahlt, die in Tab. 3.12 aufgelistet sind. Die je-
weiligen Begrindungen fir die Auswahl dieser Mutationen sind stichpunktartig aufgefthrt.
Es wurden unter anderem Aminosauren mutiert, die an der Chloridbindung beteiligt sind bzw.
dabei eine Rolle spielen konnten. FUr Expressionsstudien wird der bereits erwahnte Vektor

pHUSheu verwendet, in den das jeweilige mutierte Fragment kloniert wird.

S73A H-Bricke zu H20 508 in Cl"-Bindungsstelle
S76A H-Bricke zu H20 512 in Cl"-Bindungsstelle
YT77F H-Bricke zu H20 508 in Cl"-Bindungsstelle
S115A H-Bricke zu ClI” (konserviert in allen HR)

P117A konservierter Rest in allen Retinalproteinen; erst ab 250mM CI'-Transport,
Km(Cl) > 2M gegeniber 180mM bei WT (Rumpel, 1993)

D238A H-Bricken zu H,O 505 + NH der PSB in Cl"-Bindungsstelle (Austausch
gegen kleine, neutrale Seitenkette)
D238N H-Bricken zu H,O 505 + NH der PSB in Cl"-Bindungsstelle (Austausch
gegen gleichgrol3e, neutrale Seitenkette)
D238E H-Bricken zu H,O 505 + NH der PSB in Cl"-Bindungsstelle (zusétzliche

CH,-Gruppe, Anderung des Abstands)
D141G konservierter Rest in allen Retinal proteinen; HR640-Zerfall (ohne CI') 15x
langsamer als WT; Amax Um 20 nm blauverschoben

M 144L evtl. Bedeutung bei Reisomerisierung des Chromophors (in der Nahe der
Polyen-Kette, konservierter Rest in Retinal proteinen)

S168A evtl. Bedeutung bei Reisomerisierung des Chromophors (in der Nahe der
Polyen-Kette, konservierter Rest in Retinalproteinen)

Q105M H-Bricke zu R108 (entsprechender Rest in HR von N. pharaonis)

S189C Rest an der CP-Oberflache fur Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen

R103V H-Bricke zu R108 (entsprechender Rest in HR von N. pharaonis)

L131,F135, | hydrophober Ring auf der CP-Seite (evtl. wichtig fur Aggregation des Tri-
| 138A mers mit Palmitat)

Tab. 3.11: Liste der Mutationen in HR, die die Struktur und Funktion von HR beeinflus-
sen konnten; die Numerierung der Wassermol ekiile erfolgte nach Kolbe et al. (2000).

Bei einem Teil der Mutanten wurde die Expression des hop-Gens und die Isolierung von
Membranfraktionen mit HR erfolgreich durchgeftihrt (S73A/T85A, S76A, YT77F, P117A,
D238E,.D238N). Die Mutante S73A/T85A enthdlt eine ungewollte, PCR-bedingte Mutation
(T85A). Die weitere Charakterisierung dieser Mutanten wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefihrt.
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3.7 Fusionsproteine mit Bacteriorhodopsin

Die Purpurmembran |&3t sich, wie beschrieben, leicht in einem Schritt isolieren und enthélt
als einziges Protein BR in sehr reiner Form. Es wurde bereits publiziert, dass man diese Ei-
genschaft der PM dazu ausniitzt, [6sliche Proteine mit BR zu fusionieren und in einem Schritt
von den anderen Proteinen abzutrennen (Nomura et al., 1999; Turner et al., 1999a; Turner et
al., 1999h). In dieser Arbeit wurde ein Vektor konstruiert, mit dem diese Methode fir mog-
lichst viele 16sliche Proteine leicht angewandt werden kann. Im folgenden wird die Konstruk-
tion des Vektors und die erfolgreiche Anwendung fir das I6sliche Ferredoxin (Fdx, 14.5 kD)
aus H. salinarum beschrieben. In Abb. 3.38 ist das Fusionsprodukt aus BR und Fdx skizziert.
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Abb. 3.38 Schematische Darstdlung des Fusionsproteins BR-Fdx mit dem 2D-
Strukturmodell von BR nach Essen et al. (1998) und 3D-Modell von Fdx aus H. maris-
mortui (Frolow et al., 1996). Die Scheren vor und hinter Fdx deuten die eingebauten
Schnittstellen fur die Protease Faktor Xa an.

Zunéchst wurde das 3'-Ende des bop-Gens mittels PCR folgendermal3en modifiziert. Nach
der Translation entstehen zwei Erkennungssequenzen (IEGR) flr die Protease Faktor Xa, die
von kurzen Sequenzen aus kleinen bzw. hydrophilen Aminosauren flankiert werden. Dadurch

s0llte beim Verdau mit der Protease die Zuganglichkeit zur Erkennungssequenz am mem-
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brangebundenen Fusionsprotein gewéhrleistet sein. Dazwischen befindet sich eine Sequenz
mit Erkennungssequenzen von funf Restriktionsenzymen (Stu |, Bst Ell, Nco |, Eco RI, Bgl
I1), um bei der Klonierung der zu exprimierenden Gensequenzen mehrere Moglichkeiten fir
die Auswahl der Schnittstellen zu haben. Die Sequenz des modifizierten 3'-Endes ist unten

mit der entsprechenden Aminosauresequenz dargestellt:

227 236

cgt gcg ac ttc ggc gaa gec gaa gcg ccg geg tcc gge ATC GAGGGC

R A | F G E A E A P A s G | E G
Sul BstEIl  Ncol EcoRI

CGGgcg agc gec acg AGG CCT GGT AAC CAT GGc geca tcG AAT Teg aac
R A S A T R P G N H G A S N S N

Bal 1 237
AGA TCT acc gcg tcg ATC GAAGGTCGCgag ccg tcc gec ggc gac ggc
R S T A S | E G R E P S A G D G

gcg gcC gcg acc agc gac tga
A A A T S D *

Die Codons der zwischen P236 und E237 in BR eingefligten Sequenz sind fettgedruckt, wo-
bei die Erkennungssequenz fur Faktor Xa untergrichen sind. Die Schnittstellen fir die Re-
striktionsenzyme sind durch kursive Grof3buchstaben hervorgehoben. Bei dem Entwurf der
Sequenz wurde einerseits darauf geachtet, dass die eingefiigten Codons haufig in halophilen
Sequenzen vorkommen, andererseits die Aminosauren moglichst nur kleine oder hydrophile
Seitengruppen enthalten.

In das fdx-Fragment wurden mittels PCR die Schnittstellen Bst EIl und Bgl I unmittelbar vor
dem Codon fur die erste bzw. nach dem fur die letzte Aminosaure eingefligt, so dass nach
Verdau und Ligation in den Vektor das Ferredoxin im selben Leserahmen liegt wie BR. Die
Oligonukleotide fur die PCR dieses Fragments waren fdxBstEllseq (5'-CGA GCA GGT AAC
CCG ATG CCG ACG GTA GAA TAC CTC-3') und fdxBglllrev (5'-CAG TCC AGA TCT
GAT GAC GCG GTT CTG CAG GTA G-3'). Die Schnittstellen sind fett und kursiv ge-
druckt, wahrend die Codons fur die erste und letzte Aminoséure unterstrichen sind. Der resul-
tierende Vektor pHUSbrfus fur die Expression in H. salinarum ist bis auf die Modifikation am
3'-Ende des bop-Gens mit pUS-Mev identisch. In Abb. 3.39 ist pHUSbrfus schematisch dar-
gestellt. Die eingefligten Schnittstellen am 3‘-Ende des bop-Gens sind eingerahmt.
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Abb. 3.39 Vektor fir die Konstruktion von Fusionsproteinen mit BR. Die eingerahmten
Enzyme am 3'-Ende von bop kénnen fir die Klonierung des zweiten Gens verwendet
werden.

Nach Transformation des bop-Deletionsstammes SNOB wuchsen nach etwa drel Wochen far-
bige Klone auf den Agarplatten, von denen mehrere in fllissiges Medium Uberfihrt werden.
Die Kulturen wurden unter Belichtung inkubiert. Von diesen Zellen wurde die Membranfrak-
tion isoliert, wobei wahrend der | solierung Proteaseinhibitoren in den Puffer gegeben wurden,
um eine unkontrollierte proteolytische Spaltung des Fusionsproteins zu verhindern. Dieser
Puffer wurde auch fir den Saccharosegradienten verwendet, bei dem aufgrund der zu erwar-
tenden héheren Dichte der PM eine Saccharosekonzentration von 30 — 60 % (w/w) eingestel It
wurde. In Abb. 3.40 ist ein solcher Gradient (rechts) neben einem mit WT-PM (links) als
Kontrolle dargestellt. Erwartungsgemdl zeigte die PM mit dem Fusionsprotein aufgrund des

hoheren Proteinanteils eine hdthere Schwimmdichte als WT-PM.
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Abb. 3.40 Saccharosegradienten mit WT-PM und PM mit Fusionsprotein BR-Fdx.

Die PM-Fraktion wurde isoliert und im gleichen Puffer durch Zentrifugation gewaschen, um
die Saccharose zu entfernen. Die Proben wurden auf einem 13 %igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Die Abb. 3.41 zeigt das coomassiegeférbte Gel mit zwei unverdauten Proben aus
zwei Praparationen des Fusionsproteins (5 + 6), WT-BR (4) und WT-Fdx (7) as Kontrollen.
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Abb. 3.41 Coomassiegefarbtes Gal nach proteolytischem Verdau von zwel Proben des
Fusionsproteins BR-Fdx; 1 + 8: Proteinmarker, 2a + 2b: BR-Fdx1 verdaut mit Faktor Xa
(im Verhdltnis 1:200 bzw. 1:50), 3a + 3b: BR-Fdx2 verdaut mit Faktor Xa (im Verhéltnis
1:200 bzw. 1:50), 4: WT-BR, 5: BR-Fdx1 (unverdaut), 6;: BR-Fdx2 (unverdaut), 7: WT-
Fax.

Die PM-Fraktion mit dem Fusionsprotein zeigt eine deutliche Bande mit einer apparenten
Masse von etwa 44 kD, was der Summe der Massen von BR, Fdx und der zusétzlich einge-
fugten Aminosauren entsprach (416 Aminosauren). Bel der hdher konzentrierten Probe 5 ist

zu erkennen, dass das komplette Fusionsprotein nicht die einzige Proteinkomponente der BR-
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Fdx-PM darstellt, sondern dass ein Teil des Fusionsproteins proteolytisch in BR und Fdx ge-
spalten worden ist, was beim Vergleich mit den Banden bei den verdauten Proben deutlich
wird. Die zwei Banden bei etwa 21 und 23 kD scheinen jedoch durch unspezifischen Verdau
des Fusionsproteins entstanden zu sein, da das grofere Fragment (Fdx) eine kleinere Masse
besitzt als das entsprechende Fragment in den verdauten Proben (2a/b, 3a/b) (ca. 24 kD). Die
Fragmente von BR und Fdx sind kleiner bzw. grof3er als bei den Wildtypproteinen, da der C-
terminus von BR durch den Verdau kirzer bzw. beide Enden von Fdx durch die Linkerse-
guenzen langer werden. Aufféllig sind noch zwei schwache Banden, die bei etwa 60 und 67
kD und somit hdher liegen als BR-Fdx und nicht zugeordnet werden kénnen. Aufgrund der
deutlich gréiRReren Menge an BR-Fdx durfte dies jedoch bei der weiteren Reinigung von Fdx
nicht gravierend sein. Mdglicherweise lassen sich durch Optimierung der Expression und 1so-
lierung der PM die Verunreinigungen abreichern, so dass man, wie erwunscht, nur BR und
Fdx in der PM-Fraktion erhalt.
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4 Diskussion

4.1 Einflul® der Mutationen auf die Funktion von BR

Der Austausch der aromatischen Aminosduren W12, Y64, und W80 gegen Isoleucin hat nur
geringe Veranderung des Photozyklus zur Folge. Die Absorptionsmaxima sind in den nicht-
PM-Fraktionen von W12l und W80I im dunkeladaptierten Zustand im Vergleich zur dunkel-
adaptierten PM um 10 bzw. 7 nm blauverschoben. Bei lichtadaptierten Proben bleiben die
Unterschiede zwischen WT-BR und Mutanten annghernd konstant (9 nm bel W12I, 6 nm bel
W80I). Somit zeigen die nicht-PM-Fraktionen der Mutanten ebenso wie der WT-BR in der
PM einen Unterschied von etwa 10 nm zwischen der licht- und dunkeladaptierten Form. Ein
signifikanter Anteil an 9-cis-Retinal, wie er in lichtadaptierten nicht-PM-Fraktionen der
Mutanten gefunden wird, trégt nicht zu einer grofReren Blauverschiebung der Absorptionsma:
ximabei. Der Einflul? der verschiedenen Retinalisomeren auf Amax Wird im folgenden genauer
erlautert.

Fur BR mit 100 % 13-cis-Retinal liegt Ayax bei 548 nm (Sperling et al., 1977), mit 100 % all-
trans-Retinal bei 569 nm. Dies fuhrt bei steigendem 13-cis-Anteil zu einer Blauverschiebung
des Absorptionsmaximums, das in dunkeladaptierter Form, d.h. im thermischen Gleichge-
wicht mit etwa 60 % 13-cis- und 40 % all-trans-Retinal, bei 559 nm liegt. Der Anteil an 13-
cis-Retinal in den lichtadaptierten nicht-PM-Fraktionen der Mutanten liegt unter 10 % und
verursacht daher nur eine geringe Verschiebung des Absorptionsmaximums. Der Anteil an 9-
cis-Retinal in den Mutanten (10 % bei W12l, 14 % bei W80I) im lichtadaptierten Zustand hat
ebenfalls keine signifikante Verschiebung des Maximums zur Folge, da diese Form mit frei-
em 9-cis-Chromophor bei etwa 390 nm absorbiert (Fischer et al., 1981). Deswegen hat diese
blauverschobene Form auf das Absorptionsmaximum bel 560 bzw. 563 nm keinen Einfluf3.
Diese Eigenschaften der 9-cis- und 13-cis-Spezies erklaren somit den Unterschied von 10 nm
zwischen den licht- und dunkeladaptierten Formen von BR in den nicht-PM-Fraktionen. Dies
entspricht der Verschiebung des Absorptionsmaximums von WT-BR in PM. Der signifikante
Anteil an kirzerwellig absorbierenden cis-Isomeren in BR von etwa 20 % (W12l) und 25 %
(W80I) wirkt sich somit kaum auf die Differenz zwischen dunkel- und lichtdaptierter Form
aus.

Da die kristalline Fraktion von W12l keine Unterschiede im Absorptionsverhalten verglichen
mit WT zeigt, liegen die Unterschiede eindeutig an der Membranumgebung, in der die mu-
tierten BR-Molekiile eingebettet sind. Dafiir spricht auch die groRere Ahnlichkeit der Ab-

sorptionsmaxima in solubilisierten Proben, in denen die Differenz zum WT bel W12l auf 5
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nm und 2 nm bel W80I absinkt. Die Mutante Y 64l hat im solubilisierten Zustand ein dem WT
nahezu identisches Amax, Wahrend fr die PM-Fraktionen die Abweichung 3 — 4 nm betrégt.
Diein vivo-Experimente zeigen bei den Zellen, die keine bzw. stark reduzierte PM-Ausbeuten
aufweisen, keinen Unterschied in der spezifischen Protonenpumpaktivitét, so dass die kristal-
line Anordnung der PM dafiir keinen Vorteil bietet. Da die Mutante W80l weniger als 1 %
des BR in Form von PM enthdlt, kann sie als geeignete Kontrollmutante fir den Einflul? der
PM auf die Pumpaktivitdt von BR verwendet werden. Die Kinetik der Photozyklen von WT-
BR und den Tryptophanmutanten unterscheiden sich insgesamt nur wenig. Demnach mufite
sich bei einer signifikant htheren Aktivitdt von BR in der PM eine deutliche Abnahme der
Aktivitdt bel den Mutanten nachweisen lassen. Da dies nicht der Fall ist, scheidet eine Zu-
nahme der Effizienz von BR in der PM-Form als Erklarung fur die Bevorzugung der PM in
den Zellen aus.

Die Anfangsrate der Photophosphorylierung in den Mutanten ist, wie im Wildtyp, linear ab-
hangig von der vorhandenen BR-Menge, was eine raschere Protonenleitung auf der PM zur
ATP-Synthase im Vergleich zur restlichen Membranoberfldche ausschliefdt. Dies wurde bel
Untersuchungen mit der Braunen Membran vermutet, die in nicotinbehandelten Zellen gebil-
det wird und, nach Rekonstitution mit Retinal, BR in Uberwiegend nicht-kristalliner Form
enthdlt. In diesen Zellen wurde bei gleicher BR-Menge eine deutlich niedrigere Anfangsrate
fur die Photophosphorylierung gemessen (Hartmann und Oesterhelt, 1977). Hinzu kommt die
Beobachtung, dass die Diffusion von Protonen an der Oberfldche der PM schneller ist als der
Ubertritt in das umgebende Wasser, was eine besonders effiziente Protonenleitung durch die
PM-Struktur vermuten lief3 (Heberle et al., 1994). Diese Ergebnisse lief3en darauf schlief3en,
dass die PM-Struktur eine rasche Protonenleitung an der Membranoberfléche unverzichtbar
sei und BR deswegen in der Zelle ausschliefdlich in Form der PM vorliegt. Die Photophospho-
rylierungsraten bei den Tryptophanmutante zeigt jedoch, dass eine Abnahme des PM-Anteils
in der Membran nicht zu einer mef3baren Verlangsamung der ATP-Bildungsrate in der Zelle
fuhrt. Demnach ist die Protonenleitung an der Oberflache der Zellen mit wenig bzw. ohne PM
dadurch nicht verlangsamt.

4.2 Einflul® der Mutationen auf diein vivo-Kristallisation von BR

Die Bildung der PM wird durch den Austausch der Tryptophane W12 und W80 gegen die ali-
phatische Aminosaure Isoleucin signifikant gestort. Dies liegt nicht am geringeren BR-Gehalt
dieser Zellen, die deutlich weniger BR produzieren als Zellen mit WT-BR. Bei anderen WT-

Stdmmen (R1. S9..-) wird trotz aerinoerer BR-Ausheaute das aesamte BR in die PM einoe-
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baut. Die Ausbeute an PM wird bei den Mutanten auch durch langere Wachstumszeiten nicht
erhoht. Die Mutation der Reste Y64 und T67, die von Essen et al. (1998) as wichtige Wech-
selwirkungspartner des Glykolipids vorgeschlagen wurden, fuhren nicht zu einer Stérung der
PM-Bildung. Der Lysinrest 129, der moglicherweise mit der Sulfatgruppe von S-TGAL io-
nisch wechselwirkt, war bereits zu Histidin und Cystein mutiert worden, ohne dass die Kri-
stallisation gestort war (Govindjee et al., 1997; Pfeiffer, pers. Mitteilung). Andere Mutatio-
nen, die hauptsachlich Helix-Helix-1nteraktionen beeinflulten, wurden bereits friher unter-
sucht (Isenbarger und Krebs, 1999; Krebs et al., 1997). Dabei wurde fur BR ein relativ gerin-
ger Einflu3 von van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen Helices auf die Stabilitét der
hexagonalen Kristalle gefunden. Eine wichtige Rolle fur die Lipide als Vermittler der BR-
Aggregation wurde daher vermutet.

Die Mutante W80I zeigt in einigen Eigenschaften grofRe Ahnlichkeiten zur Braunen Membran
(BM). Dazu gehért die im Vergleich zu PM geringere Schwimmdichte von 1.14 — 1.16 g-cm”™,
wobei die Schwimmdichte noch kein ausreichendes Kriterium fur die Tendenz zur Kristallbil-
dung ist, da kleinere kristalline Bereiche auch rekongtitutierter BM spontan gebildet werden.
Dunkeladaptierte BM besitzt wie PM ein Absorptionsmaximum von 560 nm (Hiraki et al.,
1984). Dies weist darauf hin, das die rekonstituierte BM aus kleinen PM-&hnlichen Bereichen
mit BR besteht, die in der restlichen nicht-kristallinen Membran verteilt sind.

Die nicht-PM-Fraktionen mit W12l, W80l und W80F zeigen mit Halbwertszeiten zwischen
90 und 200 s wie BM mit 145 s (Peters und Peters, 1978) eine deutlich beschleunigte Dunke-
ladaptation gegentiber etwa 45 min in der PM. Bei vollstandig mit Retinal rekonstituierter BM
steigt die Halbwertszeit bereits auf 7 min, was eindeutig fir den kristallinen Zustand als Ursa
che fur die Verlangsamung der | somerisierung spricht.

Die BM besitzt einen pK-Wert von 5.8 fur die rotverschobene Form mit einem A von 600
nm. Dies entspricht genau dem Wert fir W80l und ist damit fast 3 pK-Einheiten hoher als in
der PM. Fir diese Farbanderung wird die durch die aciden Lipide der PM stark beeinflufite
Ladungsverteilung in der PM verantwortlich gemacht (Szundi und Stoeckenius, 1987 und
1989). Auf W80I-Zellen sind praktisch keine kristalline Flachen zu sehen, so dass es nahelie-
gend ist, diese Farbverschiebung mit einer verénderten Ladungverteilung an der Oberflache
von BR zu begrinden. Mit abnehmender Kristallgréfi3e haben mehr BR-Molekiile Kontakt mit
umgebenden Membranbereichen. Dabei ist vermutlich die optimale Zusammensetzung bzw.
Anordnung der Lipide in unmittelbarer Nachbarschaft nicht mehr gewdahrleistet. Wie weit die-
se Verteilung von BR bei W80I in der Membran vorliegt, war mit den vorhandenen Methoden

nicht vollsténdig zu beantworten.
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Sowohl fur W12l als auch W80l zeigen die Rotationsdiffusionsexperimente eine deutliche
Zunahme der Mobilitét der BR-Molekile in Vesikeln im Vergleich zum WT. Mit der Infor-
mation aus den EM-Aufnahmen kann jedoch keine Aussage Uber die Grof3e der rotierenden
Teilchen gemacht werden, da in der nicht-PM-Fraktion von W12l noch knapp die Hélfte BR-
Molektle in Form von kleineren Kristallen vorliegen. Da der kristalline Anteil in der nicht-
PM-Fraktion vermutlich eine der PM dhnliche, konstante Anisotropie besitzt, rihrt die gemes-
sene Zunahme der Mobilitét von BR in Vesikeln mit W12l vom nicht-kristallinen Anteil der
BR-Molekile her. Je kleiner die Aggregate mit BR-Molekilen werden, desto geringer wird
auch der Unterschied zwischen Monomeren und diesen Oligomeren. Daher ist eine win-
schenswerte Unterscheidung zwischen Monomeren und Trimeren mit dieser Methode nicht
maoglich, obwohl Spekulationen tber die Grofe der diffundierenden Teilchen in der Literatur
gedul3ert wurden (Cherry et al., 1977). Eine Unterscheidung von einer Mischung mit kristalli-
nem und homogen verteiltem BR und ausschliedlich nicht-kristallinem BR ist somit nicht
durchfihrbar.

Die Auflésungsgrenze der Gefrierbruchmethode liegt bei 5 - 10 nm, was etwa dem Durch-
messer eines Trimers entspricht, den man als einzelnes Partikel auf der Oberflache beobach-
ten kann. Schatzungsweise muften mindestens 4 Partikel geordnet vorliegen, um als kristalli-
ne Anordnung erkennbar zu sein. Wie gezeigt wurde, ist bei W80l auf den meisten Zellen
keinerlei Ordnung zu sehen, so dass eine Obergrenze fur die Anzahl geordneter BR-Molekile
von etwa 12 angegeben werden kann. In diesem Verband hétten mehr als die Halfte der Mo-
leklile Kontakte zu Membranbereichen, die nicht der PM entsprachen, so dass sich die unter-
schiedlichen Wechselwirkungen mit anderen Molekilen deutlich in den Eigenschaften von
BR auf3ern mufdten im Vergleich zu BR in der PM. Somit liegt das BR in der Mutante W80I
in einer Art Grenzzustand des BR in der Membran vor und kann in dieser Form fiir die Unter-
suchung der Eigenschaften von niedrig aggregiertem BR in der natlrlichen Membranumge-
bung verwendet werden kann.

Die Mutante W12I liefert stark schwankende PM-Ausbeuten, wahrend die BR-Menge relativ
konstant ist. Diese Beobachtung kann mit Hilfe der EM-Ergebnisse leicht erklart werden. Da
in allen Préparationen nur maximal ein Drittel der erwarteten PM-Menge, somit etwa 15 %
der Gesamtmenge, isoliert wird und die PM-Flecken auf den gefriergebrochenen Zellen meist
sehr klein sind, kdnnen anscheinend nicht genligend grof3e PM-Stiicke von der restlichen
Membran abgetrennt werden. Eine Erkl&rung daftr ist, dass der Prozess der PM-Entstehung
nicht nur in einer Richtung, d.h. die Bildung grofRer zusammenhangender Flecken, weniger

beglinstigt ist, sondern auch durch die geringere Stabilitét der entstandenen PM-Bereiche die-
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se leichter zerfallen als beim Wildtyp. Sonst mifdte die Bildung grof3erer PM-Bereiche mit der
gleichen Haufigkeit auftreten, wenn ein einmal gebildetes PM-Stlick ebenso stabil wéare wie
es beim Wildtyp der Fall ist.

Die folgende Abbildung zeigt schematisch die mogliche Beziehung zwischen den unter-
schiedlichen Aggregationszusténden von BR-Monomeren zu grof3en PM-Fl&chen, wobei die
Lange der Gleichgewichtspfeile lediglich qualitativ die Verhéltnisse in der Zellmembran wi-
dergeben soll. Die Bildung grol3er PM-Kristalle durch Fusion von kleineren kristallinen Be-
reichen in der Zellmembran wurde durch Neugebauer et al. (1978) demonstriert. Dabel findet
eine Anpassung der unterschiedlich orientierten Gitter der kleinen Kristalle statt, so dass
schliefdlich ein einheitliches Kristallgitter entsteht. Fir den Prozess der Trimerisierung von
BR-Monomeren, wie er auf der linken Seite der Abbildung dargestellt ist, gibt es keine geeig-
nete Nachweismethode, so dass diese Darstellung hypothetisch ist.
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Abb. 4.1 Schematische Darstdlung der unterschiedlichen Kristallisationse genschaften
von WT-BR und Mutanten Uber kleine kristalline Bereiche zu grof3en PM-Bléttern; die
Gleichgewichtspfeile verdeutlichen qualitativ die beobachteten Eigenschaften der
Mutanten im Vergleich zum WT; das Verhalten von Monomeren und Trimeren (links) ist
nicht charakterisiert, da eine direkte Unterscheidung zwischen diesen beiden Formen in
der natiirlichen Umgebung nicht mdglich ist (das GroRenverhéltnis zwischen BR-
Molekillen und PM-Bereichen ist nicht malistabsgetreu).

Das Hauptproblem bei der Unterscheidung zwischen monomerem und trimerem BR ist, dass
noch kein BR-Monomer in der natUrlichen Membran nachgewiesen wurde. Monomeres BR
wurde mit Hilfe der Ultrazentrifugation nur solubilisiert erhalten, wo es eindeutig als Mono-
mer in einer Detergenzmizelle identifiziert wurde (Dencher und Heyn, 1979). Solubilisiertes
BR wurde ebenfalls in Liposomen eingebaut, wo es nach Gefrierétzung moglich war, nach der
Beschattung mit Platin/Kohlenstoff tber die Partikelgrosse einzelne BR-Monomere zu identi-

fizieren (Gulik-Krzywicki et al., 1987). Bei steigendem BR-Lipidverhatnis wurden grof3ere
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Partikel beobachtet, und es war nicht mehr eindeutig zu unterscheiden, ob Trimere oder hohe-
re Oligomere entstanden. Dies flhrte zu dem Schluf3, dass unter anderem die Fragen unbe-
antwortet sind, wie monomeres BR in seiner nattrlichen Lipidumgebung sich von einem Tri-
mer unterscheidet bzw. ob ein isoliertes Trimer identisch ist zum Trimer im PM-Gitter, insbe-
sondere im Hinblick auf die nattrliche Lipidumgebung.

Die klassische Methode zur Unterscheidung von BR-Monomeren und Trimeren bestand seit
der Entdeckung des charakteristischen Circulardichroismus (CD) von PM im sichtbaren Be-
reich durch Heyn et al. (1975) in der Messung eines CD-Spektrums. Dieses zeigt einen fur
BR in PM einen biphasigen Verlauf (Abb. 4.2), der bereits friih einer excitonischen Wechsel-
wirkung der Chromophore im Trimer zugeordnet wurde (Becher und Ebrey, 1976; Ebrey et
al., 1977; Kriebel und Albrecht, 1976).
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Abb. 4.2 Charakteristische CD-Spektren von BR in PM () und solubilisiert in Triton X-

100 (- -).
Hinzu kommt die Beobachtung, dass beispielsweise in Triton X-100 solubilisiertes BR nur
eine positive Bande mit viel geringerer Intensitédt im CD-Spektrum aufweist (Abb. 4.2). Dar-
aus wurde geschlossen, dass der durch die chirale Proteinumgebung induzierte Circular-
dichroismus des Chromophorsin einem BR-Monomer viel schwécher sei, wahrend im Trimer
durch Wechselwirkungen der angeregten Chromophore mit ihren Nachbarn eine deutliche
Verstarkung dieses Effekts vorlage. Die Parameter wie z.B. Chromophorabstand und Uber-
gangsdipolmoment, die zur theoretischen Herleitung des beobachteten Spektrums verwendet
wurden, wichen jedoch so stark von den spéter genauer bestimmten Werten ab, dass die Theo-

rie der Excitonwechselwirkung im Trimer auf ein Heptamer von Trimeren erweitert wurde,



DISKUSSON

um durch Summation der Wechselwirkungen die beobachteten Banden erklaren zu kdnnen
(Cassim, 1992; Hsiao und Cassim, 1979).
Obwonhl zahlreiche Ergebnisse die Excitonwechselwirkung in PM stlitzten, wurden auch al-
ternative Erklérungen fur das CD-Spektrum gesucht und Experimente oder Berechnungen
durchgefuihrt, um diese zu bestétigen bzw. die Excitontheorie zu widerlegen (Godfrey, 1982,
Gulik-Krzywicki et al., 1987, El-Sayed et al., 1989; Jang et al., 1990; Wu und El-Sayed,
1991, Kataokaet al., 1993). Dabei wurde eine Heterogenitét der Retinalkonformationen in der
PM als Ursache fir den beobachteten Dichroismus angenommen. Dennoch fand sich keine
eindeutige und unzweifelhafte Interpretation diese Phdnomens, was aber die wenigsten Auto-
ren daran hinderte, die biphasige Bande im CD-Spektrum als Zeichen fur Excitonwechselwir-
kungen und somit Nachwels eines BR-Trimers zu verwenden. In zahlreichen Publikationen
wird ein Phénomen, fur das nicht einmal die Beflirworter einen schltissigen Beweis erbracht
haben, fUr die Interpretation von Ergebnissen verwendet, ohne die kontroverse Diskussion
dieses Phanomens zu beriicksichtigen. Zusammenfassend kdnnen aus diesen Studien folgende
eindeutige Ergebnisse abgeleitet werden:

e Solubilisiertes BR zeigt ein unterschiedliches Absorptions- und CD-Spektrum im Ver-
gleich zu BR in der PM.

e Solubilisiertes BR ist monomer (s.0.) und hat eéin monophasiges CD-Spektrum, was je-
doch nicht notwendigerweise mit dem Spektrum eines Monomeren in der nativen Lipid-
umgebung identisch sein mul3, da Amax verschoben und somit die Umgebung des Chromo-
phors signifikant verandert ist.

e Monomere und kleinere Aggregate von BR in der Membran sind mit Hilfe der CD-
Spektroskopie nicht zu unterscheiden.

e Krigtalinitét fahrt nicht immer zu einem biphasigen CD-Spektrum (z.B. PM der Mutante
D85N (Kataokaet al., 1993)).

Als Konsequenz dieser Ergebnisse wurde bewusst auf die Anwendung der CD-Spektroskopie

zur Bestimmung des Aggregationszustands von BR in der Membran verzichtet, da sie keine

eindeutige Aussage zum Aggregationszustand der BR-Molekiile machen kann.

Eine eindeutige Unterscheidung zwischen Trimeren bzw. kleinen geordneten Aggregaten von

BR und Monomeren ist auch mit Hilfe der ESR-Spektroskopie nicht moglich, da hier die

Mutanten W12l und W80I sich zwar deutlich von kristallinem BR unterscheiden, jedoch

durch die Anwesenheit des hohen Anteils an kristallinem W12l in der nicht-PM-Fraktion die

Aussagekraft dieser Messungen abgeschwécht wird. Bereits ein Anteil von etwa 30 % unge-

ordneter BR-Molekile wirde eine Linienverbreiterung im ESR-Signal tberdecken, so dass
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bereits hier eine Aussage dartiber unmoglich wird (Steinhoff, pers. Mitteilung). Die Tendenz
zu mehr Mobilitéat und groReren mittleren Abstanden unterscheidet jedoch deutlich die spin-
markierten nicht-PM-Fraktionen der Doppelmutanten von den markierten Einzelmutanten in
der PM.

Die schwécheren dipolaren Wechselwirkungen in der Mutante W12I erscheinen trotz des kri-
stallinen Anteils gegentiber W80I widerspriichlich, kénnen jedoch durch die geringere BR-
Menge in der Membran erklart werden, die eine Abnahme der Partikeldichte insgesamt zur
Folge haben muf3. Kontrollaufnahmen mit BR-freien Zellen (SNOB) zeigen eine deutlich ge-
ringere Anzahl an Partikeln auf der Oberflche, so dass die Zunahme der Partikeldichte allein
auf den Einbau von BR zurlckzufUhren ist. Diese Beziehung gilt nattrlich nicht fir WT-
Zellen, in denen BR quantitativ in die dichtgepackte PM eingebaut wird, und somit auf der
restlichen Membran Bereiche mit geringerer Partikeldichte entstehen kdnnen.

Ahnlich verhélt es sich mit dem Ergebnis aus dem Vernetzungsexperiment. Auch hier ist eine
hohe Tendenz zu nichtkristallinem BR bei den Mutanten abzuleiten. Dabei spricht die kurze
Reaktionszeit von 0.2 s deutlich daftir, dass nur Molekile in unmittelbarer Nachbarschaft mit-
einander vernetzt werden. Dem deutlichen Signal auf der H6he eines Trimers bei WT steht
bei beiden Mutanten ein viel schwacheres Signal gegentiber, wéhrend bei diesen das Signal
fur das Dimer intensivsten ist. Die Ahnlichkeit der beiden Mutanten kann mit der oben ge-
schilderten Mdglichkeit der geringeren Stabilitét der Kristalle von W12l erklart werden. Hin-
zu kommt die Zunahme der ,,Oberflache® bei kleinen Kristallen, so dass immer mehr Kontakt
von BR-Molekilen zu anderen Proteinen auf3erhalb der geordneten Bereiche vorhanden sein
muf3. Mit abnehmender Kristallgrofie bei W12l konnte die Vernetzungsreaktion dieser BR-
Molekile untereinander weniger begiinstigt sein, was zu einem ahnlichen Resultat flhren
wrde wie bei W80I.

Bei W12l ist die PM-Entstehung weniger stark gestort als bei W80I, was mdglicherweise an
der Lokalisation von W12 auf der Trimeraul3enseite liegt, da hier das vorhandene Lipid auch
mit anderen Seitenketten, wie Y131 und F135 (Weik et al., 1998) vom benachbarten Trimer
interagieren kann und so der Effekt dieser Mutation nicht so drastisch auf die Kristallisation-
stendenz wirkt wie bei W80I. Diese Seitenkette von W80 hat Kontakt zu einer Phythanylsai-
tenkette des zentralen Glykolipids S TGAL und bildet vermutlich zusétzlich Gber die NH-
Gruppe des Indolrings eine H-Brlicke zu einem Wassermolekiil, das seinerseits mit einer OH-
Gruppe eines Zuckerrests wechselwirkt. Jedoch konnte kein geordnetes Wassermolekdil in den
bisher publizierten Strukturmodellen in dieser Position identifiziert werden. Somit sind die

Kréafte zwischen dem Lipid und W80 hauptséchlich hydrophober Natur. Dies zeigt sich deut-
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lich in der PM-Ausbeute bei der Mutante W80F, bei der durch die aromatische Seitenkette die
Wechselwirkung des Lipids mit der Aminosdure zum Teil wieder hergestellt ist. In Abb. 4.3
sind die durch die Mutation von W80 zu F bzw. | eingetretenen Unterschiede in der Grol3e der
Seitenkette dargestellt. Die Seitenketten von Ile und Phe wurden in silico mit dem Programm
SwissPDBviewer ausgetauscht und zeigen lediglich jeweils eine von mehreren energetisch
gunstigen Konformationen an. Der aliphatische Rest von Isoleucin (schwarz) ist wesentlich
kleiner as die Tryptophanseitenkette (hellgrau), so dass die Interaktion mit der Phythanyl-
kette (schwarze Kette), die sich an den hydrophoben Indolring anschmiegt und dadurch stark
gekrammt ist, nicht mehr gewéahrleistet ist. Der Benzolring von Phenylalanin kann diese fir
die optimale Positionierung des Lipids vermutlich entscheidende Wechselwirkung teilweise
eingehen, obwohl auch hier ein deutlicher Grofdenunterschied zur Seitenkette des Tryptophans

vorhanden ist.
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Abb. 4.3 Ausschnitt (Helices C + D) aus dem Strukturmodell nach Essen et al. (1998) mit
einem Phythanylrest des zentralen Glykolipids, der mit W80 interagiert; durch Mutation
von W80 zu Phenylalanin (Phe) bzw. Isoleucin (I1€) andert sich die Oberflache der Sei-
tenkette so deutlich, dass der EinfluR dieses Restes auf den Phythanylrest stark abnimmt.

Die Anderung der Interaktion der Seitenkette mit dem Phythanylrest kann dazu fiihren, dass

sich die Membrangrenzen verschieben, die im 3D-Kristall inner- und aul3erhalb des Trimers
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nicht auf der selben Hohe liegen (Abb. 4.4). Der Abstand zwischen der inneren und &uf3eren
Membrangrenze, die hier an den Glycerinresten festgelegt wird, betréagt nach Essen et al.
(1998) etwa 5 A. Daher kénnen die durch die Anderung der Membrandicke verénderten
Wechselwirkungen dazu fuhren, dass die lipidvermittelte Aggregation der BR-Molekile nicht
mehr optimal ablaufen kann. Es ist erwiesen, dass Membranproteine ihre Struktur der Lipid-
umgebung anpassen und umgekehrt die Lipide sich an den Proteinen ausrichten kénnen (Gil
et al., 1998; Mouritsen, 1998). Dadurch konnen sich je nach GroflRe der hydrophoben Region
des Proteins und der Lipidkettenlange die Membrangrenzen relativ zum Protein verschieben,

was zu einer Aggregation oder auch gleichméssiger Verteillung der Proteine flihren kann.

.

[_/

Abb. 4.4 Ausschnitt aus dem BR-Strukturmodell nach Belrhali et al. (1999) zeigt die ex-
trazelluldre Membrangrenze (schwarze Balken Uber den Glycerinresten) innerhalb und
aulerhalb des BR-Trimers (nur zwel Monomere A und B tellweise sichtbar), die im Tri-
mer nach Essen et al. (1998) etwa 5 A tiefer liegt als auRerhalb .

Die Veranderung der interagierenden Aminosaure am Phythanylrest des Glykolipids kdnnte
bereits eine derartige Veranderung der anziehenden Kréfte zur Folge haben, weswegen die

PM-Entstehung stark gehemmt sein kann.

4.3 WelcheVortelle hat die Purpurmembran fur die Zelle?

Da die Mutanten keinen Nachteil bei der Photophosphorylierungsrate, Transportaktivitdt und
aerobem Wachstum aufweisen, bleibt die Mdglichkeit des photosynthetischen Wachstums,
das nur durch BR im kristallinen Zustand gewahrleistet wird, als letzte Erklarung.

Bei Belichtung der nicht-PM-Fraktionen der Mutanten entsteht ein signifikanter Anteil an 9-

cis-Retinal, das vom Protein dissoziiert. Dieses |somer kommt im kristallinen Zustand nicht
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vor. Damit ware die photochemische Langzeitstabilitét von BR vom kristallinen Zustand ab-
hangig. Beim Wachstum mit niedriger Sauerstoffkonzentration wirden die Zellen unter Be-
lichtung allm&hlich den aktiven Chromophor verlieren und somit die Fahigkeit zur Energie-
gewinnung.

Die Retinalisomerenverhaltnisse in den Mutanten und insbesondere das starke Ausbleichen in
Zellen mit W80l und W12l innerhalb von Stunden sprechen fur diese Vermutung. Als welite-
rer Vorteil ist zum einen das Ausmass der Lichtadaptation, bei der in der PM zu 100 % all-
trans-Retinal entsteht, und zum anderen die langsame Reisomerisierung zur 13-cis-Form zu
nennen. Dadurch haben die Zellen mit PM einen erheblichen Vorteil unter Bedingungen nied-
riger Lichtintensitét und Sauerstoffmangel, da mindestens 20 % mehr BR-Molekile in die ak-
tive und langerlebige all-trans-Form gelangen kénnen.

Durch Bildung von 2D-Kristallen wird BR aus dem Gleichgewicht mit frei diffundierendem
BR entfernt, was vermutlich den Einbau von weiteren BR-Molekilen in die Membran begtin-
stigt und so eine hohe Expression gewéahrleistet. Dabel konnte die bereits erwahnte Abnahme
der Partikeldichte aul3erhalb der PM bei der Entstehung der PM eine Rolle spielen, da die BR-
Molektle hier maximal dicht gepackt werden und so fur andere Proteine noch mehr Lipid-
molekile zur Verfiigung stehen. Homogen verteiltes BR beansprucht vermutlich mehr Lipid-
molekile in seiner Umgebung als BR in der PM. Untersuchungen von Marsh und Horvath
(1998) mit spinmarkierten Lipiden zeigten, dass Lipidmolekile in unmittelbarer Nahe von
integralen Membranproteinen in der Beweglichkeit eingeschrénkt sind und der Austausch mit
frelen Lipidmolekulen deutlich verlangsamt ist. Die Anzahl der weniger beweglichen Lipid-
molekile lag beispielsweise bei Rhodopsin oder der Calcium-ATPase, die hinsichtlich der
Grof3e des hydrophoben Bereichs mit BR vergleichbar sind, bei etwa 20 — 25 pro Proteinmo-
lekll und damit deutlich UGber den 10 Lipidmolekilen pro BR in der PM. Eine derartige
Wechselwirkung von BR mit einer gréf3eren Anzahl an Lipidmolektlen als in der PM konnte
neben der eigenen Aktivitdt zu einer Beeintrdchtigung anderer Proteine bzw. der Eigenschaf-
ten der Membran selbst fuhren. Danon et al. (1978) wiesen nach, dass aerob gewachsene
Zellen ohne PM wéhrend der Dialyse schneller lysierten als Zellen mit PM. Demnach bewirkt
die PM eine Zunahme der Stabilitét der Zellmembran, was mit dem oben erwahnten Unter-
schied in der Anzahl der mit BR wechselwirkenden Lipidmolekile in der PM im Vergleich zu
homogen verteiltem BR zusammenhangen konnte. Zusétzlich zum Einflul3 auf die Funktion
und Stabilitdt von BR in der Zelle wirkt sich die lipidvermittelte Kristallisation von BR an-
scheinend auch auf die Stabilitét der gesamten Zellmembran gunstig aus.
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44 Kristallisation von HR in der Zellmembran

Es wurde mittels Gefrierbruchelektronenmikroskopie an intakten Zellen des Uberproduzieren-
den Stammes D2 gezeigt, dass HR in vivo ebenso ein hexagonal kristallines Gitter aushildet
wie es in den 3D-Kristallen aus der kubischen Lipidphase gefunden wird. Zuvor waren Kri-
stalline Bereiche in nativen Membranen identifiziert worden, in denen HR-Tetramere in or-
thogonal kristalliner Form vorlagen (Havelka et al., 1993). Diese Anordnung wurde nicht in
3D-Kristallen von HR vorgefunden, so dass die Frage aufkam, ob die hexagonal kristalline
Form von HR in der Zelle vorkommt. Um dies zu kléren, wurden Gefrierbruchexperimente
mit ganzen Zellen durchgefihrt.

Auf den meisten Zellen waren keine kristallinen Bereiche zu beobachten. Nur sehr wenige
Zellen zeigten Bereiche, die eine kristalline Ordnung aufwiesen, wobei diese fast alle hexago-
nale Symmetrie besal3en. Lediglich auf zwei Zellen waren kristalline Bereiche zu erkennen,
die kein hexagonales, sondern ein verzerrt orthogonales Diffraktionsmuster zeigten. Da die
D2-Zellen kein BR-enthalten und BR in der Regel grofRe PM-Bereiche bildet, bestehen die
kristallinen Bereiche aus HR-Molekulen. Gefrierbruchaufnahmen von SNOB-Zellen, die kein
BR und weniger HR als D2-Zellen enthalten, zeigen keine 2D-Kristalle, so dass die kleinen
kristallinen Bereiche auf D2-Zellen auf die Uberexpression zuriickzufiihren sind. Dies spricht
jedoch nicht gegen die gleichzeitige Anwesenheit von einzelnen HR-Trimeren oder Tetrame-
ren, die mit der verwendeten Methode nicht identifiziert werden kdnnen.

Es konnte nicht geklart werden, warum in isolierten Membranfraktionen die kristallinen Be-
reiche orthogonale Symmetrie aufweisen (Havelka et al., 1993). Anscheinend ist die Haufig-
keit der orthogonalen Kristalle so gering, dass mit der Elektronenmikroskopie mehrere hun-
dert Zellen untersucht werden mifiten, um einige davon finden zu kénnen. Dagegen kann bei
der Isolierung von Membranfraktionen der Teill der Membranen mit kristallinem HR durch
Zentrifugation angereichert werden. Damit wirde Uberwiegend diese orthogonal kristalline
Form von HR in den fir die Elektronenkristallographie verwendeten Fraktionen vorliegen.
Die hexagonalen Kristalle sind auf den Replica der D2-Zellen zwar haufiger zu sehen, sind
aber zu klein, um eine hohere Dichte der Membranstiicke zu bewirken. Daher werden die
hexagonal kristallinen Bereiche mit HR bei der Zentrifugation nicht angereichert.

Die Werte fur die Gitterkonstanten, die deutlich von dem fir BR-PM abweichen, dhneln im
Falle der hexagonalen 2D-Kristalle mit 6.85 + 0.26 nm dem im 3D-Kristall (6.73 nm, Kolbe
et al., 2000) und im Falle der verzerrt orthogonalen Anordnung mit 8.35 + 0.64 nm dem Wert
fur den 2D-Krigtall (7.2 nm, Havelka et al., 1993; s. Abb. 3.29). Es konnte jedoch nicht ge-
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klart werden, ob die kristallinen Flachen aus Trimeren oder Tetrameren aufgebaut sind bzw.
ob die hexagonale und orthogonale Form gleichzeitig auf einer Zelle auftreten kénnen.

Da die Gitterkonstante von BR-PM mit 5.83 £ 0.13 nm etwa 5 - 10 % kleiner ist als die er-
warteten 6.3 nm, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die realen Werte fir die kristallinen
Flachen auf D2-Zellen ebenfalls groRRer sind als die gemessenen. Die hexagonale Anordnung
der Partikel kdnnte daftir sprechen, dass die Anordnung der HR-Molekile in den Schichten
des 3D-Kristalls dem Zustand, zumindest eines Teils, von HR in der intakten Zellmembran
entspricht.

Dies wirde auch die Bedeutung des Palmitats im HR-Trimer untermauern. Der Nachweis ei-
ner ahnlichen Anordnung von HR in der Zellmembran wie im 3D-Kristall konnte den Ver-
dacht einer artifiziellen Quartéarstruktur von HR aufgrund der Kristallisationsbedingungen
entkraften. Damit ware die physiologische Relevanz einer trimeren Anordnung sowie eine
funktionelle Bedeutung des Palmitats nicht ausgeschlossen. Mit Hilfe der *H-markierten Pal-
mitinsdure wurde bestétigt, dass diese Fettsaure auch nach der Elution von der Phenylsepha-
rosesaule an HR gebunden bleibt. Da gentigend Palmitat im Peptonmedium vorhanden sein
durfte, ist somit die Anwesenheit des Palmitats im 3D-Kristall von HR erklarbar. Eine Syn-
these durch die Zellen ist unter normalen Wachstumsbedingungen nicht notwendig, da in na
tdrlichen Habitaten von H. salinarum gentigend Fettsduremolekiile, und somit auch Palmitat,
von abgestorbenen Organismen vorhanden sind.

Es wurden keine geordneten archaealen Lipimoleklle in der Kristallstruktur von HR identifi-
ziert, obwohl sie massenspektrometrisch in den Kristallisationsansdtzen nachweisbar waren
(Kolbe, pers. Mitteilung). Die hohe Affinitét von BR zu den natirlichen Etherlipiden liegt bei
HR nicht vor. Da die wohlgeordneten Lipidmolekile im 3D-Kristall sich deutlich von den Li-
piden der Zellmembran unterscheiden, konnte bei einer Anordnung auf der Membran von D2-
Zellen mit dhnlichen Gitterkonstanten wie im 3D-Kristall die Wechselwirkungen der Mole-
kile trotzdem deutlich unterschiedlich sein. Fir eine endgultige Beantwortung der Frage, ob
das Palmitat im Trimer in der Zelle eine essentielle Bedeutung besitzt bzw. HR-Trimere mit
Palmitat in dieser Anordnung auch in der Zellmembran vorliegen, werden weitere Untersu-

chungen notwendig sein.

45 PM alsRenigungmittel fur |6sliche Proteine

Mit der Fusion von Ferredoxin und BR wurde gezeigt, dass diese Methode der Koexpression
von BR mit |6slichen halophilen Proteinen bzw. 16slichen Doménen von Membranproteinen
mit dem Vektor pHUSbrfus durchfihrbar ist. Mit den verschiedenen Restriktionsstellen am
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3'-Ende des bop-Gens konnen beliebige Sequenzen ligiert werden. Aufgrund der Lokalisie-
rung der fusionierten Proteine an der PM bietet diese Methode enorme Vorteile gegentiber der
homologen Expression mit anderen Vektoren. Es kdnnen Mutationsstudien durchgefiihrt wer-
den mit Proteinen, die essentiell fir den Organismus sind und daher eine Deletion des Wild-
typgens nicht erlauben. Dies gilt beispielsweise fur Ferredoxin. Dartiber hinaus ist die Anwe-
senheit des BR einerseits wegen des starken Promotors und der resultierenden hohen Expres-
sion vortellhaft und andererseits fir das Erkennen positiver Transformanten aufgrund der
deutlichen Farbung auf den Platten. Damit hat man gleichzeitig einen optischen Selektions-
marker fur die Transformation.

Die Lokalisation von loslichen Proteinen, die z.B. an Signaltransduktionsprozessen beteiligt
sind, an der Membran dirfte eine Stérung der Signalwege minimieren, wie sie bel einer er-
zwungenen Uberexpression von diesen Proteinen auftreten konnte. Daneben bietet sich diese
Methode ebenso fir Proteine an, die leicht aggregieren, wenn sie in grof3eren Mengen produ-
ziert werden oder weil die Polymerisation fur ihre Funktion in vivo notwendig ist (z.B. Fla
gelline). Die Isolierung Uber einen Saccharosegradienten bietet zudem die Moéglichkeit, in ei-
nem einfachen Schritt den grofdten Teil der restlichen Proteine abzutrennen. Nach proteolyti-
schem Verdau sollte sich die PM ebenso einfach durch Zentrifugation vom |6slichen Protein
abtrennen lassen. Mit einem letzten Reinigungsschritt Gber eine Saule lief3e sich das Protein in
hoher Reinheit erhalten.

Hinzu kommt die Moglichkeit, tiber die Anderung des Sauerstoffangebots das Expressionsni-
veau zu steuern, so dass man ein Werkzeug fur die Untersuchung von konzentrationsabhangi-
gen Prozessen in der Hand hat. Neben der hohen Expression der Fusionskonstrukte bietet die
kristalline Anordnung von BR die Moglichkeit, strukturelle Untersuchungen an den fusio-
nierten Proteinen durchzufUhren, z.B. mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) oder EM. Mit
Hilfe der AFM-Technik kdnnen, wie am Beispiel von BR in der PM gezeigt wurde
(Oesterhelt et al., 2000), Entfaltungsexperimente an einzelnen Molekulen durchgefiihrt wer-
den, wobei die PM als Verankerung auf einem Tragermaterial dienen konnte. Damit lief3en
sich durch Ziehen mit der AFM-Nadel die Wechselwirkungen einzelner Doménen in einem
einzelnen Molekll untersuchen, z.B. im Hinblick auf die Abhangigkeit von der Salzkonzen-
tration, lonenladung, Temperatur und vom pH-Wert. Dieser kénnte durch Belichtung von BR
zusétzlich rasch und lokal verandert werden.

Neben den physikalischen Methoden ist auch eine Verwendung zur einfachen Identifizierung
von zelluldren Interaktionspartnern der fusionierten Proteine denkbar, die sonst nur tber Ko-

prazipitation mit spezifischen Antikorpern moglich ist. Diesist bei hohen Salzkonzentrationen
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aufgrund der schwachen Bindung von Antikdrpern unter physiologischen Bedingungen je-
doch schwer durchfiihrbar. Als Hinweis auf die Eignung dieses Expressionskonstrukts fur
Koprézipitationsexperimente konnen die nicht identifizierten Proteinbanden oberhalb der BR-
Fdx-Fusionsbande dienen, welche von Proteinen stammen konnten, die mit Ferredoxin intera-
gieren. Mit dieser Methode wéren auch entsprechende in vitro-Experimente machbar, in de-
nen das PM-Fusionsprotein anstelle von anorganischen, antikérperbeladenen Tragern ver-
wendet werden konnte, um unbekannte Interaktionspartner der fusionierten Proteinen zu bin-
den. Dies mul3 nicht auf halophile Proteine beschrankt bleiben, da auch mesophile Proteine
mit BR fusioniert wurden (Turner et al., 1999a). Aufgrund der hohen Stabilitét von PM wéren
diese auch bei niedrigen Salzkonzentrationen einsetzbar. Fir solche Untersuchungen wére so-
gar eine hohe Expression des Fusionskonstrukts nicht unbedingt erforderlich, solange eine

kristalline PM isoliert werden kann.
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5 Material und M ethoden

51 Material

511 Zentrifugen

Zur Ultrazentrifugation von Volumina bis 1.5 ml diente die TL-100 Tischultrazentrifuge von
Beckman mit dem Festwinkelrotor TLA-100.3 und den dazugehtrigen Polyallomer-
Microfuge®-Rohrchen (9.5 x 38 mm, 1.5 ml) unter Verwendung der entsprechenden Adapto-
ren. Es werden Zentrifugen von Kontron Instruments (Centrikon T-1170, TGA-50 und TGA-
65 mit den Ausschwingrotoren TST 28.38 und TST 41.14), Beckman (Festwinkelrotor 45 TI),
Sorvall Instruments (Sorvall RC 5C und Sorvall RC 5C Plus mit den Festwinkelrotoren GS-3
und SS-34) und Eppendorf benutzt.

5.1.2 HPLC-Apparatur und —Bedingungen

Pumpe: HPL C-Pumpe 420 von Kontron, mobile Phase: n-Hexan/Essigester (95:5, v/v), Flul3-
rate: 1.5 ml min™ bei 40-50 bar; Injektor: Rheodyne-Injektor Modell 7125, Probenschleifen-
volumen: 100 ul; Saule: NC 250 x 4.6 mm gepackt mit Lichrosorb Si 60 5 um von Bischoff;
Detektor: Uvikon 725 von Kontron, Detektionswellenlénge: 365 nm, Absorptionsbereich:
0.02 (0.05), Zeitkonstante: 1; Integrator: Chromatopac C-R1A von Shimadzu, Schreiberdamp-
fung 4, Schreibergeschwindigkeit 5.

Alle Ubrigen Geréte und Hersteller sind bei den einzelnen Methoden genannt.

5.1.3 Chemikalien

Alle nicht gesondert aufgefthrten Chemikalien werden in der héchstméglichen Reinheitsstufe
von Merck (Darmstadt) oder Sigma (Deisenhofen), Nahrzusdtze (Trypton und Hefeextrakt)
sowie Agar von Difco (c/o Biotest, Dreieich), DNA-modifizierende Enzyme von Roche oder
Amersham (Braunschweig), organische Losemittel von Riedel de Haen (Seelze) bezogen. Flr
Puffer und Losungen wird zweimal destilliertes und steril filtriertes bzw. Millipore-Wasser
benutzt.
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5.1.4 DNA-Polymerasen

Folgende DNA-Polymerasen mit den dazugehdrigen Reaktionspuffern werden bei den Versu-

chen verwendet:

Polymerase Fehlerkorrektur
Tag® nicht vorhanden (Amersham Buchler)
Vent® vorhanden (New England Biolabs)
TaKaRaLA Tag® vorhanden (BioWhittaker)

Die Tag-Polymerase wird ausschliefdlich fir PCRs eingesetzt, bei denen keine weiteren Klo-
nierungsreaktionen geplant war, da die fehlende Fahigkeit zur Fehlerkorrektur zu viele Fehler

in der Sequenz zur Folge hatte.

5.1.5 Nahrmedien

Alle Nahrmedien werden mit bidestilliertem H,O angesetzt, 20 min autoklaviert (121°C und 2
bar) und bei Raumtemperatur gelagert.

Zur Herstellung von Agarplatten werden sowohl fur LB- als auch Halo-Medium vor dem
Autoklavieren 15 g Bacto-Agar (Difco) zum Nahrmedium zugesetzt. Das heisse Agar-
Medium wird unter Ruhren langsam abgekhlt und in sterile Petrischalen gegossen.

Fur Antibiotika-Platten wird das Antibiotikum nach dem AbkUhlen auf ca. 60 °C zugesetzt.
Die Agarplatten werden bel 4 °C gelagert.

5151 Nahrmedien fir Escherichia coli

L B-Fltssigmedium: (Sambrook et al. 1989)

1% wiv Bacto® Trypton 10.0g (Difco Laboratories)
0.5% w/v  Bacto® Hefeextrakt 5.00¢g (Difco Laboratories)
171 mM NaCl 10.0g

ad 1000 ml Wasser

SOB-Flissigmedium:

2% wiv Bacto® Trypton 20.0g (Difco Laboratories)
0.5% w/v  Bacto®Hefeextrakt 5.00¢g (Difco Laboratories)
10.3 mM NaCl 600 mg
268mM  KCl 200 mg

ad 990 ml Wasser
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Nach dem Autoklavieren werden jeweils 5 ml einer sterilen Lésung mit 2M MgCl, und 2 M
MgSO, zugegeben.

5.15.2 Nahrmedien fir Halobacterium salinarum

Fur die Medien von H. salinarum wird das Siedespeisesalz Salta (fein) von Silidsalz einge-
setzt. Das neutralisierte Fleischpepton stammte von Oxoid.

Halo-Vollmedium:

4.28 M NaCl 2509
81.1 mM MgSO,-7H,0 20.0g
26.8 mM KCI 2.00g
10.2 mM tri-Natriumcitrat-Dihydrat 3.009g
1% wiv Pepton 10.0g

ad 1000 ml Wasser
pH 7.0 wird mit 10 N NaOH eingestel It

5.15.3 Antibiotika

E. coli:
Fur 1 | Medium wird 1 ml einer ethanolischen Stammlésung von Ampicillin (Na-Salz) mit
100 mg-ml™ eingesetzt. Die Endkonzentration im LB-Medium betrug 100 pg-mi™.

H. salinarum:

Lovastatin (Mevinolin): Eine 1000x Stammldsung (25 mM) wird aus Lovastatin-haltigen
Mevinacor®-Tabletten (20 mg) hergestellt, indem eine Tablette mit 2
ml Ethanol extrahiert wird. Fir 1 | Medium wird 1 ml der Stammlo-
sung eingesetzt. Die Endkonzentration im Medium betrug 25.0 uM
(10.1 pg-mi™).

Novobiocin: Fur 11 Medium wird 1 ml einer wéaldrigen Stammldsung (1000x)

mit einer Konzentration von 2 mg-ml™* eingesetzt.
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5.1.6 Stdmmeder verwendeten Organismen

E. coli:
DH5a F, endoAl, hsdR17 (rk-, r+),

SsupE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl

A (argF-laczya) U169, ®80dlacZAM 15
H. salinarum:
D2 BR, HR™", SRI*, SRII", Car’, Rub, Ret"
HARRI BR, HR™", SRI*, SRIl", Car’, Rub, Ret"
S9 BR™, HR", SRI", SRII", Car’, Rub’, Ret”, Vac
SNOB bop, HR', SRI™, SRII™, Car’, Rub*, Ret”
TOM bop’, hop’, SRI*, SRII™, Car’, Rub, Ret”
WHOP BR’, hop,, SRI™, SRII™, Car’, Rub, Ret”

Gibco BRL

(Heymann et al., 1993)
(diese Arbeit)
(Stoeckenius et al., 1979)
(Pfeiffer et al., 1999)
(diese Arbeit)

(Besir, 1997)

Diein dieser Arbeit erzeugten Stamme werden durch Transformation von SNOB bzw. WHOP

fur BR- bzw. HR-Mutanten mit mutagenisierten Derivaten von pUS-MEV bzw. pHUSnheu

erhalten. Kontrollstéamme werden mit den jeweiligen Wildtyp-V ektoren transformiert.

5.1.7 Vektoren
V ektor Eigenschaften Derivat von Referenz

pPUS-MEV Amp’, MeV', bop, fi1,|pWL102, Schweiger (1996)
ColE1, 6.302 kb pEF191, pSK

pROB Amp', NoV', Abop, pBN1 Pfeiffer (2000)

pHUShop... hop-Mutanten pUS-MEV diese Arbeit

pHUSbop... bop-Mutanten pUS-MEV diese Arbeit

pHUSheu WT- hop + bop-Leader- | pUS-MEV diese Arbeit
sequenz

pHU Sbophop bop/hop-Fusion pUS-MEV diese Arbeit

pHUSbrfus bop-Fusion pUS-MEV diese Arbeit
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5.1.8 Oligonukleotide

Alle hier verwendeten Oligonukleotide wurden von U. Schimanko mit Hilfe eines automati-
schen Synthesegerdts (394 DNA/RNA Synthesizer von ABI Applied Biosystems, sowie Mo-
dell 380 B) nach der Phosphoramidit-Methode hergestellt. Die Schmelztemperatur Ty in °C

eines Oligonukleotids wird néherungsweise nach folgender Formel berechnet:

Ty :4x(zci +ZGi)+2x(ZA +ZT|)

Die Konzentration der Oligonukleotide wird auf 20 pmol-pl™ eingestellt und diese bei -20 °C
gelagert.

Oligonukleotide fur die gezielte Mutagenese mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wer-
den so kongtruiert, dass ober- und unterhalb der mutierten Base(n) jewells 13-15 Basen aus
der Gensequenz vorhanden waren.

Fur die Sequenzierung von DNA werden Oligonukleotide gewahlt, deren komplementéare Se-
guenzen etwa 50 Basenpaare vor dem zu sequenzierenden Abschnitt lagen, da die ersten 30-
40 Basen einer Sequenzierungsreaktion nach der nicht-radioaktiven Dideoxy-Methode mit
fluoreszenzmarkierten 2-Dideoxynukleotiden in der Regel schlecht lesbar waren.

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten fur Klonierungen werden Oligonukleotide so kon-
struiert, dass sie entweder vor den Erkennungssequenzen der benutzten Restriktionsenzyme
hybridisierten oder selbst die benttigten Sequenzen enthielten. Die fir fast ale Restriktion-
senzyme bendtigten zusétzlichen Basen werden je nach Empfehlung des NEB-Katalogs bzw.

der REBASE-Enzymdatenbank (http://www.rebase.neb.com) am 5’ -Ende hinzugefigt.
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5.2  Mikrobiologische M ethoden

5.2.1 Kultivierung und Stammbhaltung von E. coli

E. coli-Zellen fir DNA-Isolierungen werden bei 37 °C in LB-Medium mit dem entsprechen-
den Antibiotikum (in der Regel Ampicillin) in sterilen 15 ml-Reagenzglasern oder 100 mi-
Erlenmeyerkolben (50 ml Medium) geziichtet.

Zur Stammhaltung wird eine Ubernachtkultur mit einer Impfose auf eine Agar-Platte ausge-
strichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Einzelklone werden in 1 ml sterilem LB-Medium
resuspendiert. Etwa 0.7 ml dieser Suspension werden mit 1 ml sterilem Glycerin gemischt und
bei -20 °C dauerhaft gelagert.

5.2.2 Kultivierung und Stammbhaltung von H. salinarum

H. salinarum-Zellen werden in 100 ml- (35 ml Medium) oder 2 |-Erlenmeyerkolben (0.7 - 1 |
Medium) gezlchtet. Die Kulturen werden mit Vorkulturen im Verhdltnis 1:20 bis 1:50
angeimpft. Zur Isolierung von Membranen werden 5 - 6 Tage alte Zellen in der stationéren
Wachstumsphase verwendet. Die Flissigkulturen werden durch Zentrifugation mit 9000 g bel
4 °C (20 min) geerntet. Das Zellpellet wird in Basalsalz (Vollmedium ohne Pepton, s. 5.1.5.2)
resuspendiert.

Fur die Untersuchung des phototrophen Wachstums von H. salinarum werden in Klettkolben
mit Schliffverschluss 35 mi-Kulturen angesetzt, in denen die Luft durch Stickstoff verdrangt
wurde, um anaerobe Bedingungen einzustellen. Die Kolben werden zusétzlich mit Parafilm
abgedichtet. Die Inkubation erfolgte in einem Schittler bei 40 °C unter einer Hochdruck-
Xenonlampe.

FlUssigkulturen werden dauerhaft bei RT in sterilen 15 ml-Falconréhrchen aufbewahrt. Dane-
ben werden frische Kulturen auch in geeigneter Verdiinnung (10* - 10°) auf Agar-Platten
plattiert und nach mehrtégiger Inkubation bei 37 °C luftdicht bel RT aufbewahrt.

5.2.3 Messung von Wachstumskurven

Zur Kontrolle der Wachtumsgeschwindigkeit werden 35 ml-Kulturen von H. salinarum in
100 ml-Seitenarmkolben (Klettkolben) kultiviert und in bestimmten Zeitabstanden die Licht-
streuung in einem Klett-Photometer bestimmt. Dabei entsprach eine Klett-Einheit etwa 10’

Zellenin 1 ml Medium.
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Bei E. coli-Zellen wird in einem Photometer die Lichtstreuung bei 600 nm bestimmt, indem 1
ml der Flissigkultur in einer 1 cm-Klvette gegen eine Referenz von frischem LB-Medium

vermessen wird.

5.3 Molekularbiologische M ethoden
5.3.1 Transformation von E. coli

5311 Hesdlung kompetenter Zellen

30 ml SOB-Medium werden mit E. coli-Zellen der Stammsammlung angei mpft und bei 37° C
Uber Nacht bei 200 rpm geschittelt. 10 ml dieser Vorkultur werden in 11 Hauptkultur tber-
impft und bel 37° C und 200 rpm bis zu einer ODgyo von 0.4 - 0.5 inkubiert (ca. 4 Stunden).
Bei den folgenden Schritten werden die Zellen im Eisbad gekihlt. Zunéchst wird die Haupt-
kultur 20 min. bei 4° C und 4000 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet dreimal in 10 %igem,
sterilen Glycerin gewaschen, wobel das Volumen bezuglich der Hauptkultur bei jedem
Waschschritt verringert wird (1, ¥, /10 Volumen). Nach jedem Waschschritt wird wiederum
bei 4° C und 4000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 500 ul (pro Liter Kultur) 10 %igem
Glycerin resuspendiert, zu je 150 ul in 1.5 ml Eppendorfgefél3e aliquotiert und sofort in flUs-
sigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen werden anschlief3end bei -75° C

gelagert.

5312 Transformation durch Elektroporation

Kompetente E. coli-Zellen werden auf Eis aufgetaut und 70 pl davon mit 5 - 10 pl eines Li-
gationsansatzes bzw. 5 ul einer 100-fach verdinnten Vektorlésung in einer eisgekihlten
Elektroporationskiivette (2 mm Elektrodenabstand, Bio-Rad) gut gemischt und etwa 10 min
auf Eis inkubiert, damit sich die DNA an die Zellen anlagert. Die Klivette wird auf3en gut ge-
trocknet, um einen Kurzschlul3 zu vermeiden. Die Zellen werden anschlief3end im Gene Pul-
ser elektroporiert (Einstellungen: 25 uF, 1.5 kV, 800 Q), sofort mit 0.5 ml LB-Medium ver-
setzt und 30 - 60 min bei 37 °C inkubiert. Nach der Aufnahme der Vektor-DNA konnten sich
die Zellen regenerieren und das Resistenzgen fur Ampicillin exprimieren. Es werden jeweils
100 pl der Zellsuspension auf eine oder mehrere LB-Platten mit Ampicillin ausplattiert und
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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5.3.2 Transformation von H. salinarum

5321 Anzucht der Zellen

35 ml Vollmedium werden in einem 100 ml-Kolben mit Einzelkolonien von der Platte bzw.
mit 0.5 - 1 ml einer 3 - 4 Tage aten Vorkultur angeimpft und bei 40° C und 100 rpm inku-
biert. Die Kulturen werden dreimal in der logarithmischen Wachstumsphase alle 1 - 2 Tage
Uberimpft, bis die Zellen nach etwa 24 Stunden die Dichte der Vorkultur erreicht hatten.

5.3.2.2 Transformation

Die Transformation von H. salinarum wird nach Cline et al. (1989) durchgefihrt. 2 ml einer
schnell wachsenden Kultur werden 5 min in einem Eppendorfgefald bei 4000 rpm abzentrifu-
giert. Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet in 200 pl SPH-Puffer (2 M NaCl, 25
mM KCI, 15 % w/v Saccharose, 50 mM TrigHCI, pH 8.75) langsam durch leichtes Schwen-
ken resuspendiert. Durch Zugabe von 10 pl 0.5 M EDTA in SPH-Puffer werden Sphérobla-
sten erzeugt, wodurch die Anlagerung und Aufahme von DNA erméglicht wird. Unter dem
Mikroskop sind die kugelférmigen Sphéroblasten deutlich von den urspriinglich stébchenfor-
migen Zellen zu unterscheiden. Fir die Transformation werden 1 - 2 ug Vektor-DNA in 2 M
NaCl (DNA-Losung mit gleichem Volumen 4 M NaCl gemischt) zur Sphéroblasten-
Suspension gegeben und 20 min bei RT inkubiert. Anschlief3end werden 220 ul PEG600-
Losung (60 % wi/v in SPH-Puffer) in den Deckel des Geféldes pipettiert, die Lésung durch
vorsichtiges Schwenken gemischt und 20 min bei RT inkubiert. Danach werden 1.5 ml SVL-
Puffer (4.3 M NaCl, 80 mM MgCl,, 10 mM tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 1.4 mM CaCl,, 15 %
w/v Saccharose, 50 mM Tris/HCI, pH 7.4) zugegeben und die Zellen erneut 5 min bei 4000
rpm abzentrifugiert. Das Zellpellet wird in 2 ml Vollmedium resuspendiert und im geschlos-
senen Reagenzglas 24 - 48 h bel 37° C auf einem Reagenzglas-Roller (TC7, New Brunswick)
inkubiert. 100 - 300 pl dieser Losung werden je nach Resistenzgen im Vektor auf Halo-
Platten mit Mevinolin (25 uM) bzw. Novobiocin (2 pg/ml) ausgestrichen.
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5.3.3 Isolierung von DNA

5.33.1 Isolierungvon Vektor-DNA ausE. coli

Einzelkolonien werden von einer LB-Platte mit Ampicillin mit einer sterilen Impfose gepickt
und 3-4 ml ampicillinhaltiges LB-Medium in einem sterilen Reagenzglas angeimpft. Die
Kultur wird Uber Nacht bei 37 °C mit 250 rpm geschiittelt. Davon werden 3 ml 5 min bel
4000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Isolierung der Vektor-DNA er-
folgte mit dem QI Aprep” Spin Plasmid Kit (Qiagen, Diisseldorf).

Das Zellpellet wird in 250 ul P1-Puffer (100 pg/ml RNase A, 10 mM EDTA, 50 mM
TrigHCI, pH 8.0) resuspendiert und in ein 1.5 ml Eppendorfgefald Gberfihrt. Dazu werden
250 pl vom Lyse-Puffer P2 (200 mM NaOH, 1 % w/v Natriumdodecylsulfat) gegeben und
durch langsames Schwenken vermischt, bis eine homogene, viskose Ldsung entstanden war.
Nach Zugabe von 350 pl des Neutralisationspuffers N3-Puffer wird sofort leicht geschuttelt.
Dabei fallen die Proteine und genomische DNA mit dem SDS als weil3er, flockiger Nieder-
schlag aus. Nach 10 min Zentrifugation bei 9000 rpm wird der klare Uberstand auf die Mini-
Séaulen aufgetragen. Diese werden in 2 ml Eppendorfgefassen 1 min bei 9000 rpm zenrifugiert
und der Durchlauf verworfen. Die Saulen werden mit 750 ul Puffer PE (ethanolhaltiger
Waschpuffer) gewaschen und nach Entleeren der Auffanggefésse erneut 1 min bei 9000 rpm
zentrifugiert, um den ethanolhaltigen Puffer PE vollstandig von der Vektor-DNA abzutren-
nen. Anschlief3end werden die Saulen in sterile Eppendorfgefal3e aufgesetzt und die DNA mit
50 pl H20 eluiert.

5.3.3.2 Isolierung von genomischer DNA ausH. salinarum

2 ml einer frisch gewachsenen Kultur mit einer ODgpo von 0.6-1.0 werden in einem Eppen-
dorfgefal bei 4000 rpm 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet
mit 400 ul Lysepuffer (100 mM NaCl, 100 mM Tris, 10 mM EDTA, 0.5 % w/v Natriumdo-
decylsulfat) versetzt. Mit einer Pipette wird die Zellsuspension homogenisiert und anschlie-
Rend mit 800 pul 100 %igem Ethanol tberschichtet. An der Phasengrenze ausfallende chromo-
somale DNA wird mit einer 10 pl-Glaskapillare aufgewickelt und herausgezogen. Die beiden
Phasen werden durch Schitteln gemischt und die Kapillare mit der DNA fir 7-10 min in der
L 6sung stehengelassen. Danach wird die DNA fir 10 min in 100 %iges Ethanol, 20 sin Ether
eingetaucht und fur mindestens 20 min luftgetrocknet. Die Spitze der Glaskapillare mit der
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DNA wird abgebrochen und in einem Eppendorfgefad mit 400 pl TE-Puffer (10 mM EDTA,
10 mM Tris, pH 8) Uber Nacht bei 4 °C stehengelassen.

5.3.3.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem Qiaex® Gel Extrac-
tion Kit (Qiagen, Dusseldorf) nach Herstellerangaben. Das Agarose-Gel wird auf einem UV-
Schirm beleuchtet und das zu isolierende DNA-Fragment mit einem Skalpell herausgeschnit-
ten. In einem Eppendorfgefald wird das Gewicht des Gelstiickchens bestimmt und pro 100 mg
Gel 300 pul QX1-Puffer zugesetzt, um die Agarose aufzulésen. Nach Zugabe von 10 pl Glas-
milch (QIAEX 11) wird die Lésung 10 min bei 50 °C inkubiert, um die DNA an die Glaski-
gelchen zu adsorbieren, wobei die Losung alle 2 min geschittelt wird. Das Gemisch wird 30 s
bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgetrennt. Nach Waschen mit 500 pl QX1-
Puffer und zweimal 500 ul Puffer PE (jeweils 30 s bei 14000 rpm zentrifugiert) wird das Pel-
let an der Luft getrocknet und nach Zugabe von 20 pl H,O resuspendiert. Nach 5 min bei RT
(bei Fragmenten > 4 kb 10 min bei 50 °C) wird erneut zentrifugiert und der Uberstand mit der
DNA in ein steriles Eppendorfgeféar? Gberfihrt.

5.3.4 Reaktionen DNA-modifizierender Enzyme

5341  Spezifische Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Je nach Konzentration werden 1 - 5 pl Vektor-DNA mit 1 pl der Enzymldésung und 1/10 des
Endvolumens an Enzympuffer (10 x Puffer von New England Biolabs) auf ein Endvolumen
von 10 - 20 pl mit sterilem H,O verdinnt und 1 - 3 h bei 37 °C bzw. bei der vom Hersteller
angegebenen Temperatur inkubiert. Zum Verdau von genomischer DNA werden 20 ul DNA-
Losung mit 2 pl der Enzymlésung und 10 pl Enzympuffer auf ein Endvolumen von 100 pl

verdinnt und Uber Nacht bei der angegebenen Temperatur inkubiert.

5.34.2 Hersdlung von " glatten” Enden mit dem Klenow-Fragment

Fur das Auffullen der kohasiven Enden aus dem Restriktionsverdau wird der Verdauansatz
zundchst 20 min bei 65° C inaktiviert. Anschlief3end werden 1.5 pl dNTP-LAsung (1.25 mM
pro dNTP), 5 pl 10 x Restriktionspuffer H und 1 U Klenow-Fragment pro ug DNA zugege-
ben und auf ein Endvolumen von 50 pl eingestellt (1 U = die Menge Enzym, die 10 nmol

dNTPsin 30 min bei 37° C zu einer sdureunléslichen Form umsetzt). Die Losung wird 15 min
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bei 25° C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 1 ul 0.5 M EDTA gestoppt, wobei die
fur die Enzymaktivitat wichtigen Mg®*-lonen komplexiert werden. Zur Hitze-Inaktivierung

des Enzyms wird die Losung 20 min bei 75° C inkubiert.

5.34.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

In einem Gesamtvolumen von 10 - 30 ul werden Insert- und linearisierte Vektor-DNA mit
passenden kohasiven Enden in einem molaren Verhéltnis von 3:1 bis 5:1 mit etwa 1 U T4-
Ligase pro pug DNA und einer entsprechenden Menge 5 x Ligasepuffer (5 mM ATP, 50 mM
MgCl,, 5mM DTT, 25 % w/v PEG8000, 250 mM Tris/HClI, pH 7.6) Uber Nacht bei 9 - 12 °C
inkubiert. Die Inkubation wird in vielen Fallen auf 2 - 4 h bei RT abgekirzt, wodurch die
Transformantenausbeute nicht signifikant geringer wird. Als Kontrolle fir eine anschlief3ende
Transformation von E. coli-Zellen wird der gleiche Ansatz mit H,O statt des Inserts verwen-
det, um den Anteil der rezirkularisierten Vektor-DNA zu bestimmen. Fur eine Rezirkularisie-
rung eines Vektors mit glatten Enden wird 1 pl des Ansatzes aus der Reaktion mit dem
Klenow-Fragment nach 20 min Hitze-Inaktivierung bei 75 °C eingesetzt und auf ein Endvo-

lumen von 50 pl verdiinnt, um eine Oligomerisierung zu unterdriicken.

5344  Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Fur eine PCR werden 1 pl Vektor-DNA bzw. 2 pl einer Losung von genomischer DNA ein-
gesetzt. Ein Standardansatz enthielt bei Einsatz der Vent® DNA-Polymerase (New England
Biolabs):

X DNA
2 ul sense-primer (20 pmol/pl)
2 ul reverse-primer (20 pmol/ul)
5 ul  10x Vent™-PCR-Puffer
8 ul dNTPs (1.25 mM pro dNTP)
1 ul 100 mM MgSO,
1 ul Vent” DNA-Polymerase
ad50 ul H,O
Ein 3-Stufen-PCR-Protokoll enthielt 25 Zyklen mit folgenden Einstellungen:
1. "Schmelzen" der DNA: 30s 95° C
2. Annedling: 30s x°C
3. Verlangerung: y min 72°C

Bei der 2. Stufe wird die primerspezifische Schmelztemperatur Ty anhand der Basenzusam-

mensetzung nach der unter (Oligonukleotide) erwahnten 2°/4°-Regel abgeschétzt.
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Die Hybridisierungstemperatur x lag in der Regel 4 - 6° unterhalb von Ty. Die Verlange-
rungszeit y wird mit 1 min pro 1 kb des amplifizierten Fragments angesetzt.

Beim Einsatz anderer korrekturfahiger DNA-Polymerasen wird das Protokoll den Herstel-
lerangaben entsprechend modifiziert. Beispielsweise werden haufig bel hohem GC-Gehalt der
amplifizierten DNA 1-2 pl DM SO hinzugefugt, was die Bildung von stabilen Sekundérstruk-

turen in bestimmten Bereichen unterdriicken und somit die Synthese begiinstigen sollte.

5.3.5 Gelelektrophorese von DNA

Eine 0.8 - 1.5 %ige Agarose-Suspension (Seakem, Neu Zeeland) in TAE-Puffer (1 mM ED-
TA, 40 MM Tris-Acetat, pH 8.5) wird in der Mikrowelle aufgekocht, bis eine klare, schlieren-
frele Losung entstand (mit zunehmender Grolle der DNA-Fragmente wird die Konzentration
der Agarose erniedrigt). Nach Abkuhlen auf ca. 50 °C werden 2 ul Ethidiumbromid-L 6sung
(10 mg-ml™) direkt ins Gel gegeben und die Lésung in eine Gelkammer (Agagel mini, Bio-
metra, Gottingen) mit passendem Kamm gegossen. Nach Erstarren des Gels werden die
DNA-Proben mit 1/10 Volumen DNA-Probenpuffer gemischt und in die Geltaschen einge-
fallt, wobei parallel ein Grofenmarker (1 kb-ladder, Gibco BRL, Karlsruhe) mit bekannten
FragmentgrofRen aufgetragen wird. Die Elektrophorese wird in TAE-Puffer bei 60-80 V
durchgefuihrt. Zur Detektion und Aufnahme der DNA-Fragmente wird das Gel auf einem UV -
Schirm (A = 366 nm) belichtet und mit einer Kamera photographiert. Ethidiumbromid inter-
kaliert in die DNA und fluoresziert sehr stark unter UV-Licht, wodurch die DNA-Fragmente

sichtbar gemacht werden kénnen.

5.3.6 Konzentrationsbestimmung von doppelstrangiger DNA (dsDNA)

Ein Aliguot der DNA-L6sung wird mit H,O verdinnt und die Extinktion bei 260 und 280 nm
gemessen. In proteinfreien Proben sollte das Verhéltnis OD,0/OD2gp ca. 2 betragen. Die Kon-

zentration der Ausgangslosung berechnet sich nach folgender Formel:

C (dsDNA) = 50 x OD2gp X Verdiunnungsfaktor [pg/mi]
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5.3.7 Southern-Hybridiserung mit Digoxigenin(DIG)-markierten Sonden

537.1 Hedsdlung der DIG-markierten Sonden durch PCR

Eine DIG-markierte DNA-Sonde fir eine Southern-Hybridisierung wird mit geeigneten Pri-
mern mittels einer PCR hergestellt, wobei zum Standard-Reaktionsansatz zusétzlich 1 pl
DIG-markiertes dUTP zugegeben wird. Die Sonde wird Uber ein Agarose-Gel gereinigt (lauft
im Vergleich zu unmarkiertem Fragment etwas langsamer) und mit dem Qiaprep Gel Extrac-
tion Kit eluiert, wobei 50 ul H,O statt 20 pl verwendet werden.

5.3.7.2  Fixierung der DNA auf M embranen (Vakuum-Blot)

Fur einen Southern-Blot wird die genomische DNA Uber Nacht verdaut und 20 pl eines 100
ul-Ansatzes in einem 1 %igen Agarose-Gel aufgetrennt, wobel 10 ul des DIG-markierten
GroRRenstandards (Roche) aufgetragen werden. Das Gel wird unter UV-Licht fir die Fixierung
zurechtgeschnitten. Anschlief3end wird das Gelstlick auf dem Schiittler fir 5 min in 0.25 M
HCI, 30 min in 0.5 M NaOH und zuletzt 30 min in TrisWaschlosung (3 M NaCl, 0.5 M
TrigHCl, pH 7.5) gewaschen.

Eine Vakuum-Blot-Apparatur wird mit Parafilm so abgedichtet, dal3 nur noch eine Flache in
der Grof3e des Gels offen war. Darauf werden 3 mittelstarke, in 10 x SSC (1.5 M NaCl, 0.15
M tri-Natriumcitrat-Dihydrat) getrankte Whatman-Papieren gelegt. Die Nylon-Membran
(Hybond-N, Amersham) wird so zugeschnitten, dal3 sie etwas grof3er ist als das Gel, und auf
das Whatman-Papier gelegt. Das Gel wird vorsichtig aufgelegt, damit keine Luftblasen einge-
schlossen wurden, und erneut mit Whatman-Papieren abgedeckt. Danach wird eine Vakuum-
Pumpe angeschlossen und der Druck in der Apparatur auf 20 - 40 psi (2 - 3 h) eingestellt.
Zwischendurch werden einige ml 10 x SSC auf das Whatman-Papier gegossen, um es feucht
zu halten. Nachdem die Dicke des Gels auf etwa 1 mm abgenommen hatte, wird die Nylon-
Membran abgenommen und die DNA in einem UV-Crosslinker (Stratalinker, Stratagene) ko-

valent auf der Membran fixiert.

5.3.7.3 Hybridiserung mit DIG-markierten DNA-Sonden

Bei allen Waschschritten wird darauf geachtet, dal3 nicht mehrere Membranen in einem Gefal}
gewaschen wurden, da hierbei an den Kontaktflachen die Benetzung mit den Hybridisie-

rungslosungen unvollstandig sein und somit eine Detektion verfalscht werden konnte.
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Zunéchst wird eine Suspension von Blocking Reagens (10 % w/v, Roche) in Puffer 1 (0.1 M
Maleinsdure, 0.15 M NaCl, pH 7.5) hergestellt und nach starkem Ruihren autoklaviert, wobel
die Losung homogen wird. Die Lésung wird langfristig bei 4 °C aufbewahrt.

Nach der Fixierung der DNA wird die Membran mit etwa 10 - 15 ml Préhybridisierungspuffer
(PHB: 50 % v/v Formamid, 5 x SSC-Puffer, 20 % v/v Blocking Losung, 0.1 % v/v N-
Laurylsarcosin, 0.02 % w/v Natriumdodecylsulfat) in einen Frischhaltebeutel eingeschwell3t
und im Hybridisierungsofen (Biometra, Gottingen) bel 42 °C ca. 60 min inkubiert. Inzwi-
schen werden 5 pl der DIG-Sonde in 10 pl Formamid 5 min in kochendem H,O erhitzt und in
Eis abgeschreckt, wobel das Formamid eine Anlagerung der Einzelstrange verhinderte und so
die Sonde in néchsten Schritt mit komplementéren Bereichen der DNA auf der Membran hy-
bridisieren konnte. Die Formamid-L6sung wird in 5-10 ml PHB gegeben und die Membran
damit Uber Nacht bel 42 °C unter Schitteln inkubiert. Die Membran wird danach zunéchst
zweimal in Hybridisierungs-Waschpuffer 1 (2 x SSC, 0.1 % w/v Natriumdodecylsulfat) fur 5
min bel RT und anschlief3end in einem Frischhaltebeutel 2 x 15 min bel 68 °C in Hybridisie-
rungs-Waschpuffer 2 (0.1 x SSC, 0.1 % w/v Natriumdodecylsulfat) im Hybridisierungsofen
geschuittelt.

5.37.4  Detektion der hybridiserten DNA

Die Membran wird fur 3 min in Waschpuffer (0.3 % v/v Tween 20 in Puffer 1) und 30 min in
Puffer 2 (10 % v/v Blocking Ldsung in Puffer 1) geschittelt. Der Antikorper gegen die DIG-
Sonde (Anti-Digoxigenin Alkalische Phoshatase F.,-Fragment, Boehringer Mannheim) wird
in einer Verdinnung von 1:10000 in 20 ml Puffer 2 gelost und die Membran darin 30 min
lang bei RT inkubiert. Nach zweimaligem Waschen im Waschpuffer und einmal im Puffer 3
(0.1 M NaCl, 5 mM MgCl,-6 H,0, 0.1 M Tris/HCI, pH 9.5) fur jeweils 15 min werden 10 pl
des Lumineszenssubstrats CSPD (Boehringer Mannheim) in 1 ml Puffer 3 zwischen zwei Fo-
lien auf der Membran verteilt und diese fur 10-15 min im Dunkeln bel 37 °C inkubiert. Da-
nach wird sie kurz auf ein Papiertuch gelegt und mit Frischhaltefolie moglichst faltenfrei um-
schlossen. In einer Expositionskassette wird die Membran auf einen Rontgenfilm (Hyperfilm-
ECL, Amersham) gelegt und dieser je nach Intensitét der Lumineszens fur 30 - 120 min, wenn

notig tber Nacht exponiert und entwickelt.
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5375 Kolonie-Hybridisierung

Fur das Screening von Transformanden auf die An- bzw Abwesenheit eines bestimmten Gens
werden die Einzelkolonien von Verdinnungsplatten auf jeweils zwei Agar-Platten in einem
Raster aufgetragen (50 - 150 Kolonien pro Platte) und 3 - 4 Tage inkubiert, bis sie einen
Durchmesser von ca. 1 mm hatten. Eine runde Nylon-Membran (Hybond-N, Amersham) wird
fUr die spatere Zuordnung der Kolonien eindeutig mit Bleistift markiert und vorsichtig auf ei-
ne Platte aufgelegt. Die Membran wird durch das Nahrmedium befeuchtet und die Zellen von
der Platte auf die Membran Ubertragen. In einer Plastikschiissel werden zwei Whatman-
Papiere mit frisch angesetztem und leicht erwdrmtem Blot-Puffer (2 x SSC, 5 % w/v Natri-
umdodecylsulfat) gut durchtrankt, die Membran mit den Kolonien nach oben darauf gelegt
und im Mikrowellenherd bei 900 W fur 4 min erhitzt, wobel die DNA der Zellen auf der Ny-
lon-Membran festgebacken wird. Anschlief3end wird nach dem tblichen Protokoll hybridisiert
und detektiert (s. 5.3.7.3 und 5.3.7.4). Die Platte wird im Brutschrank inkubiert, damit die
Klone weiter wachsen konnen. Die interessierenden Klone werden nach der Detektion von der

Platte gepickt und weiter untersucht.

5.4 Biochemische M ethoden

54.1 DNA-Sequenzierung

54.1.1  Nicht-radioaktive automatisierte DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Kettenabbruchmethode durch PCR mit fluo-
reszenzmarkierten Didesoxynukleotiden unter Gebrauch des ABI PRISM® dRhodaminel
oder BigDyell Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits von Perkin-Elmer Applied
Biosystems.

BigDyel] -Sequenzierungsmix: AmpliTag”-DNA-Polymerase, dNTPs (dATP, dCTP, dITP
anstatt dGTP und dUTP anstelle von dTTP), BigDyell-Terminatoren (fluoreszenz-
farbstoffmarkierte ddNTPs), rTth-Pyrophosphatase, MgCl, und Tris/HCI-Puffer, pH 9.0.

dRhodaminC] -Sequenzierungsmix: Ampli Tag”-DNA-Polymerase, FS, dNTPs (dATP, dCTP,
dITP anstatt dGTP und dTTP), dRhodaminld -Terminatoren (fluoreszenzfarbstoffmarkierte
ddNTPs), rTth-Pyrophosphatase, MgCl, und Tris/HCI-Puffer, pH 9.0.
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Fur eine Sequenzierung werden 0.5-1 pug Vektor-DNA aus einer Standard-Minipréparation
oder 0.2-0.5 pg enes gereinigten PCR-Produkts eingesetzt. Im Falle des dRhodamin-
Sequenzierung enthielt ein Ansatz folgende Losungen:

1-2 DNA

05 Primer (20 pmol/ul)

6 ul dRhodamin(] -Sequenzierungsmix
ad 20 ul H.O

Beim BigDyell -Sequenzierungsansatz werden 4 ul des BigDyell Sequenzierungsmix zuge-
geben und ein Endvolumen von 14 pl eingestellt.

Es wird standardmal3ig 30 s bei 94 °C denaturiert und 4 min bei 60 °C verlangert, um eine
optimale Detektierbarkeit der Basensequenz tber einen weiten Bereich zu gewahrleisten. Die
Konzentration der DNA-Stlicke nahm nicht exponentiell zu wie bei einer PCR-
Amplifizierung, sondern linear, da nur ein Primer eingesetzt wird. Die Primer werden so kon-
struiert, dal3 die Schmelztemperatur deutlich tGber 60 °C lag, so dal3 nach dem Schmelzen bei
95 °C kein Annealing durchgeftihrt werden mufite und der Zyklus sich auf zwei Schritte ver-
kirzte. Eine Sequenzierungsreaktion wird in 30 Zyklen durchgefihrt.

54.1.2 Reinigung von Sequenzierungsproben

Die synthetisierten DNA-Fragmente werden Uber Gelfiltrationssaulen (MicroSpin™ G50
Spincolumns, Pharmacia) gereinigt. Daflr wird zundchst das Saulenmaterial durch vortexen
resuspendiert, der Schraubdeckel um eine Vierteldrehung gedffnet und der Verschlu? am
Séaulenende abgebrochen. Die Flussigkeit in den Saulen wird durch Zentrifugation 4000 rpm
fur 1 min in einem 1.5 ml Eppendorfgefal? entfernt und die Séule in ein steriles Eppendorfge-
fal gestellt. Die 14 bzw. 20 ul der Sequenzierungsprobe werden vorsichtig auf das Saulen-
material aufgetragen und erneut fir 1 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Durchlauf (ca. 50
ul) enthielt die farbstoffmarkierten DNA-Fragmente. Die Probe wird schlief3lich in einer Va
kuumzentrifuge (Speedvac™, Bachhofer, Reutlingen) zur Trockne eingeengt und zur Detekti-

on aufgearbeitet.

5.4.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die SDS-PAGE werden 12 - 14 %ige Trenngele mit einer Dicke von 0.75 mm verwendet.
FUr ein Gel wird eine Mischung aus Lésung 1 (Protogel™, ultra rein: 30 % w/v Acrylamid,
51.9 mM N,N’-Methylenbisacrylamid), Lésung 2 (0.4 % w/v Natriumdodecylsulfat, 8.0 mM
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EDTA, 1.5M Trig/HCI, pH 8.8) und H,O mit folgender Zusammensetzung angesetzt (ca. 10
ml/Gel):

Konzentration 12% 13% 14%
Losung 1 (% v/v) 40.0 43.3 46.7
Losung 2 (% v/v) 25.0 25.0 25.0
H,0 (% V/v) 35.0 317 28.3

Zu 10 ml dieser Losung werden 4 pl TEMED (1,2-Bis(dimethylamino)-ethan) und 35 pl einer
10 %igen (w/v) Ammoniumpersulfat-Ldsung gegeben, um die Polymerisation zu starten.
Nach raschem UmrUhren werden die Gele in die vorbereitete Apparatur gegossen und mit n-
Butanol Uberschichtet, um Luftblasen auf den Gelen zu vermeiden. Nach dem Erstarren wird
das 4 %ige Sammelgel wie beschrieben gemischt, wobei nun 13.3 % v/v Losung 1, 32 % v/v
Losung 3 (0.4 % w/v Natriumdodecylsulfat, 8.0 mM EDTA, 0.5 M TrigHCI, pH 6.8) und
54.7 % viv H,O zugegeben werden. Nach Uberschichten des Trenngels mit der Sammelgel-
Mischung werden die Kéamme unverziglich eingesetzt und die Gele zur vollstandigen Poly-
merisation stehengel assen.

Eine Probe enthielt in der Regel 2 - 5 g Protein, wobei hohe Salzkonzentrationen sich un-
gunstig auf das Laufverhalten im Gel auswirkten. Nach Zugabe des 5 x Laufpuffers (2.3 %
w/v Natriumdodecylsulfat, 0.5 M Tris, 0.1 % w/v Bromphenolblau, 10 % w/v Glycerin) wird
die Probe ohne vorheriges Aufkochen mit einer Hamiltonspritze aufgetragen. Der Tris-
Glycin-Laufpuffer setzte sich aus 0.2 % w/v Natriumdodecylsulfat, 250 mM Glycin und 25
mM Tris zusammen.

Zunéchst wird in der Elektrophoresekammer SE250 (Hoefer Scientific Instruments) fur 10-20
min eine Stromstérke von 20 mA angelegt, bis die blaue Front in das Trenngel hineingelaufen
ist. Danach wird die Stromstérke auf 40 mA erhoht.

Nach dem Lauf werden die Gele ca. 30 min in der Farbelésung (50 % v/v Methanol, 10 % v/v
Essigaure, 0.01 % w/v Coomassie Blue R-250) geférbt und Gberschissiger Farbstoff mit Ent-
farbeldsung (50 % v/v Methanol, 10 % v/v Essigaure) weggewaschen. Bel Gelen, die fir ei-
nen Western-Blot verwendet werden sollten, wird auf das Farben verzichtet bzw. dies nach
dem Blot durchgefthrt.

5.4.3 Western-Blot

Nach elektrophoretischer Auftrennung wird das Gel auf eine Nitrocellulosemembran transfe-

riert. Dafur wird die Transfermembran auf die Grol3e des Gels zurechtgeschnitten und kurz
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mit Methanol benetzt. Nach kurzem Spulen wird sie fur 5 min im Transferpuffer (20 % viv
Methanol, 192 mM Glycin, 0.01 % w/v Natriumdodecylsulfat, 25 mM Tris/HCI, pH 8.6)
aquilibriert. Das Gel wird blasenfrei auf der Anode der Blotapparatur auf drei zurechtge-
schnittene, in Puffer eingeweichte Whatman-Papiere gelegt und mit der Transfermembran be-
deckt. Darauf werden wiederum drel feuchte Whatman-Papiere gelegt und anschlief3end die
Kathode aufgesetzt. Der Transfer erfolgte mit einer Stromdichte von 1.2 mA cm? fiirr 90 min.
Beim Auseinandernehmen der Apparatur werden zunéchst die Rander des Gels auf der Mem-
bran markiert, bevor diese abgezogen wird.

Die Detektion der Proteine erfolgte durch immunologischen Nachweis mit spezifischen Anti-
korpern und anschliefiender enzymatischer Chemilumineszenzreaktion mittels ECL-
I mmunostaining Kit (Amersham).

Die Transfermembran wird 3 min in TBST-Puffer (0.15 M NaCl, 0.055 % w/v Tween 20, 10
mM Trig/HCI, pH 7.4) mit gewaschen und anschlief3end fir 1 h in 15 ml TBST-Puffer mit 5
% (w/v) BSA und 2 % Trockenmilch (w/v) geschwenkt. Danach wird die Membran 3 min in
TBST-Puffer gewaschen und wieder 15 min im gleichen Puffer mit 5 % BSA inkubiert, bevor
der primére Antikdrper gegen BR bzw. HR in einer Verdinnung von 1:6000 hinzugefigt und
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert wird. Nach zweimaligem Waschen mit TBST-Puffer fur je 10
min wird die Membran 15 min in 15 ml TBST-Puffer mit 5 % (w/v) BSA geschwenkt. Dar-
aufhin werden 1.5 pl des sekundéren Antikorpers (mit Meerrettich-Peroxidase konjugiertes
Protein A) hinzugegeben und ca. 60 min bei RT inkubiert. Schlief3lich wird die Membran
einmal 15 min, dann dreimal 5 min in TBST-Puffer gewaschen.

Die Membran wird unter Rotlicht fir 1 min mit 2 ml einer 1:1 Mischung der beiden Ldsungen
des ECL-Kits getréankt und tberschissige Losung durch Aufsaugen mit einem Papiertuch ent-
fernt. Nach dem Einwickeln der Membran in Frischhaltefolie werden mehrere Rontgenfilme
unterschiedlich lange (2 sec bis 30 min) auf der Membran exponiert und in einer Entwickler-
maschine (X-OMAT 35, Kodak) entwickelt.
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5.4.4 I|solierung von Membranfraktionen aus H. salinarum

Die Isolierung der BR-haltigen Membranfraktionen wird nach dem Protokoll von Oesterhelt
und Stoeckenius (1974) durchgefuihrt. Eine stationdre Kultur wird 20 min bei 4 °C und 8000
rpm in SS34- (35 ml-Kulturen) oder GS3-Bechern (700 ml-Kulturen) zentrifugiert. Die Zellen
werden in ca. 1/50 Volumen Basalsalz resuspendiert und nach Zugabe einer Spatelspitze
DNase tber Nacht bei 4 °C gegen 10 | H,O dialysiert. Das Lysat wird 30 min bei 4 °C und
40000 rpm im Ti45-Rotor zentrifugiert, das Pellet in 1 - 2 ml Puffer pro Liter Kultur resus-
pendiert und gepottert. Die Gesamtmembranfraktion (GMF) wird auf einen Saccharosegra-
dienten (25-45 %, w/w) aufgetragen und je nach Menge 14 h bei 25000 rpm im TST28-Rotor
bzw. 35000 rpm im TST41-Rotor zentrifugiert. Die BR-haltigen Banden werden isoliert,
zweimal durch 30 minttige Zentrifugation bei 40000 rpm und 4 °C in Puffer gewaschen und
in Puffer resuspendiert. Die Ausbeute an BR bzw. HR wird spektroskopisch bestimmt
(es6s(BR) = 63000 M*.cm?, e575(HR) = 50000 M*-cm™®).

5.4.5 Chromatographische Aufreinigung von Halorhodopsin

Die Isolierung der Membranfraktion von HR-haltigen H. salinarum-Zellen wird analog zur
BR-Isolierung durchgefiihrt, wobei hier 1000 anstatt 700 ml in 2| Erlenmeyer-Kolben ange-
impft werden. Nach 6 Tagen bel 37 °C und 100 rpm werden die Zellen bei 4 °C zentrifugiert.
Die Pellets werden rasch mit 20 - 30 ml eiskaltem Basalsalz und einer Spatelspitze DNase pro
1000 ml Kultur resuspendiert. Zuvor wird der Puffer (0.1 M NaCl, 25 mM TrigHCI, pH 7.2),
in dem die Lyse durchgefiihrt werden sollte, im Eisbad gekthlt. Unter Rihren des Puffers im
Eisbad wird die Zellsuspension im Verhéltnis 1:10 (v/v) langsam in den kalten Puffer zuge-
tropft (lichtgeschitzt bzw. etwas abgedunkelt). Das Lysat wird im Dunkeln Uber Nacht im
Kuhlraum weitergerihrt, bei 40000 rpm im Ti45-Rotor abzentrifugiert, einmal im Puffer ge-
waschen, gepottert und auf einen Saccharosegradienten (25-45 % w/w im gleichen Puffer)
aufgetragen. Nach 14 h bei 25000 rpm im TST28-Rotor wird die HR-Fraktion isoliert und
zweimal im gleichen Puffer gewaschen und in so viel Puffer resuspendiert, dass die ODs7g bei
etwa 10 lag (5 mg-ml™ HR), und die Suspension bei —20 °C aufbewahrt.

Die Aufreinigung des HR erfolgte nach Duschl et al. (1988) mit geringen Modifikationen. Die
Schritte werden entweder unter Rotlicht durchgefiihrt, oder die Gefasse werden in Alufolie
eingewickelt, um sie vor Licht zu schiitzen. Vor der Solubilisierung des HR mit Natriumcho-
lat wird die Membransuspension auf eine ODs7 von 4 eingestellt, indem sie mit 0.1 M NaCl
in 25mM Tris (pH 7.2) verdunnt wird. Anschlief3end wird so viel festes Salz (NaCl oder KCI)
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in dieser Suspension gelost, dass die Salzkonzentration der im Laufpuffer (4 M NaCl bzw. 3
M KCI) entsprach. Sobald das Salz gelost war, wird die Natriumcholat-Losung (20 % wi/v in
25mM Tris, pH ~7.6) im Verhdltnis 1:3 (v/v) zugegeben, so dass die Natriumcholatkonzen-
tration bel 5 % (w/v) lag. Die Suspension wird 40-60 min bei RT gertihrt und anschlief3end 30
min bei 40000 rpm und 15 °C zentrifugiert. Der rotviolette Uberstand wird fiir die darauf fol-
gende Affinitdtschromatographie eingesetzt.

Das Solubilisat wird in einer FPLC-Apparatur Uber eine Sule mit Phenylsepharose CL-4B
(Pharmacia, Saulenvolumen 1 ml) aufgereinigt, indem man die hohe Affinitét von HR zur hy-
drophoben Matrix nutzte, um es von anderen Proteinen abzutrennen. Daftr wird die Saule im
steril filtrierten Laufpuffer A (0.4 % w/w Natriumcholat, 4 M NaCl bzw. 3 M KCI in 50 mM
Tris/HCI, pH 7.2) aquilibriert und nach Auftragen der Probe mit etwa 10 ml von Puffer A bei
einer Flussrate von 1.5 ml-min™ gespiilt, wobei alle Fremdproteine und ein Teil des HR von
der Saule gewaschen werden. Danach wird Laufpuffer B (1% w/w Octyl-3—glycosid anstatt
0.4 % w/w Natriumcholat im gleichen Puffer) Uber die Saule geleitet, wodurch das HR eluiert
wird. Es werden jeweils 1.5 ml-Fraktionen in Reagenzglasern gesammelt. Wahrend des Laufs
konnten verschiedene Parameter wie der Verlauf der Absorption (280 und 560 nm) und des
pH-Werts auf dem angeschlossenen PC verfolgt werden. Nach dem Ende des Laufs werden
die HR-reichsten Fraktionen vereinigt und Uber ein Membranfilter (50 kD Ausschlussgrosse,
Amicon) aufkonzentriert. Die konzentrierte Probe wird anschlief3end fur die Prgparation von

Kristallisationsansétzen in kubischen Lipidphasen verwendet.

5.4.6 Retinalextraktion und HPLC-Analyse der Retinalisomeren

Alle Schritte bei der Extraktion werden unter Rotlicht und auf Eis durchgefihrt. 250 pl einer
dunkeladaptierten (24 h bei RT) oder lichtadaptierten (5 min Belichtung mit einem Diapro-
jektor, 150 W, OG 530) BR-Membransuspension (ODsg = 1 - 1.5) werden mit dem gleichen
Volumen eisgekiihlten 2-Propanols und 300 pl n-Hexan versetzt und gut gemischt. Zur Pha
sentrennung wird 1 min zentrifugiert und die organische Phase abgenommen. Diese wird Uber
wasserfreiem NapSO,4 getrocknet und erneut zentrifugiert. 100 pl dieser Losung werden mit
einer Hamilton-Spritze in die HPLC-Apparatur (Lichrosorb 60/5 pum, s. 5.1.2) injiziert. Die
Auftrennung wird mit einem n-Hexan/Ethylacetat-Gemisch (95:5, v/v) und einer Flussrate
von 1.5 ml-min™ durchgefiihrt. Die Zuordnung der Retinalisomeren erfolgte tber Vergleich

der Retentionszeiten von Referenzspektren. Der Anteil der Isomeren wird anhand der auto-
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matisch ermittelten Integrale der Peaks unter Berticksichtigung der unterschiedlichen Extink-
tionskoeffizienten bestimmt.

54.7 UV/Vis-Spektroskopie

UV/Vis-Spektren werden mit einem Lambda2-Spektrophotometer von Perkin-Elmer, der an
einen PC angeschlossen war, aufgenommen. Fur die Messungen werden Quarzglaskiivetten
mit 500 pl oder 100 pul Volumen und 1 cm Schichtdicke verwendet.

5.4.8 Blitzlicht-Spektroskopie

Transiente Absorptionsmessungen werden an einem Multidiodenarray-Spektrophotometer
(Uhl et al., 1984) durchgefihrt. Die Blitze (18 ns, 2-5 mJ, A = 585 nm) werden von einem
Farbstofflaser (FL3001, Lambda Physics) erzeugt, der von einem Excimer-Laser (EMG 53
MSC, Lambda Physics) gepumpt wird. Fir die Anregungswellenlange A = 585 nm wird der
Farbstoff Rhodamin 6B verwendet. Das weisse Meldlicht wird hinter der Probe an einem Git-
ter spektral zerlegt. Die Absorptionsanderungen werden mit einer zeitlichen Auflésung von
130 ps simultan von 32 Photodioden (spektrale Auflésung: 10 nm, Empfindlichkeit: 0.1
mOD, A = 360 - 760 nm) detektiert. Vor jeder Messung werden die Proben 1-2 min im Mef3-
licht lichtadaptiert. Die Spektren werden nach Konvertierung in ASCII-Dateien auf einem PC
weiterverarbeitet.

Der Verlauf des Entstehens und Zerfalls verschiedener Photozyklusintermediate wird mit Hil-
fe des Programms SigmaPlot (Version 4.0, Jandel Scientific) als Summe von Exponential-

funktionen simuliert:

A) = A+ D A D
Dabei wird auf eine optimale Anpassung der simulierten Kurven an die Messdaten geachtet.
Aus den Parametern der simulierten Kurven mit der geringsten Abweichung von den Mess-

punkten werden die Amplituden A; und die Geschwindigkeitskonstanten k; ermittelt.
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5.4.9 Gefrierbruch und Elektronenmikroskopie

In einem Eppendorfgeféass wird eine Zellsuspension von H. salinarum zentrifugiert und einige
Mikroliter des Pellets auf ein Kupferpléttchen aufgetragen. Ein weiteres Pléttchen wird auf-
gelegt und die Probe rasch in fliissiges Propan getaucht, das mit flissigem Stickstoff gekihlt
wird. Das Einfrieren in fliissigem Propan wird aufgrund der héheren Abkihlrate im Vergleich
zum flussigen Stickstoff vorgezogen. Danach werden die Proben in ein Dewargefass mit flUs-
sigem Stickstoff Uberfihrt. Die Plétchen werden anschlief3end in der Gefrierbruchapparatur
(BAF 400T, Balzers, Liechtenstein) bei -150 °C auseinandergebrochen und die Bruchflachen
mit einer Platin-Kohlenstoff-Elektrode in einem Winkel von 35° relativ zur Pléattchenoberfl&-
che bedampft. Danach wird die Pt-haltige Schicht durch senkrechtes Aufdampfen von Koh-
lenstoff fixiert. Die Schichtdicke wird mit Hilfe eines akustischen Signals kontrolliert, wobei
die steigende Tonfrequenz eine Zunahme der Schichtdicke signalisierte. Die Dicke der Pt/C-
Schicht und der fixierenden Kohlenstoffschicht lag bel etwa 2 nm bzw. 30 nm. Die Pléttchen
werden anschlief3end bei RT vorsichtig in eine 1 %ige (w/v) NaOCI-Ldsung getaucht, wobel
darauf geachtet wurde, dass die diinne Haut (Replica) auf den Plattchen abgelost wurde, ohne
sich zu verfalten. Diese Replica werden ca. 1 h in dieser Losung von Zellriicksténden befreit
und noch zweimal vorsichtig mit einer Platinbse in destilliertes H,O Uberfihrt und gewa
schen. Anschlief3end werden die Replica mdglichst glatt auf Kupfernetzen fur die Elektro-
nenmikroskopie aus dem Wasser gefischt und an der Luft getrocknet. Elektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen mit verschiedenen Vergrof3erungen werden an dem 100kV-Modell 100CX
von JEOL gemacht. Die Kristallinitét von bestimmten Membranbereichen wird anhand von
Diffraktionsbildern kontrolliert, die mit Hilfe einer optischen Bank oder durch Fourier-
Transformation der digitalisierten Negative am PC erstellt werden.

Von den Negativen (VergrofRerungsfaktor 33000 bzw. 26000) werden Positive erstellt und
diese auf DIN A4 Papier (80 gm™) kopiert. Die sichtbaren Membranbereiche und die darin
enthaltenen, deutlich unterscheidbaren kristallinen Bereiche werden sorgfaltig ausgeschnitten
und gewogen. Das Massenverhéltnis der kristallinen Bereiche zur gesamten Membran wird
as hinreichend genaue Abschéatzung der realen Flachenverhdltnisse von kristalliner PM zur
Zelloberflache angenommen. Die Abweichungen durch die Krimmung der untersuchten

Zelloberflachen werden vernachlassigt.
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5.4.10 Elektronenspinresonanz(ESR)-Spektroskopie

Die Markierungen von Cystein-Mutanten und die Aufnahme der ESR-Spektren von spinmar-
kierten BR-Proben werden im Rahmen einer Kooperation von Matthias Kurz und Dr. Heinz-
Jirgen Steinhoff (Ruhr-Universitét, Bochum) durchgefihrt nach Steinhoff et al. (1997).

5.4.11 Rotationsdiffusion von BR in Zellvesikeln

Die Rotationsdiffusion von BR wird nach Cherry et al. (1977) durch Messung der Zeitabhén-
gigkeit der Anisotropie der blitzinduzierten Absorptionsunterschiede bei 550 nm untersucht.
Die Messungen werden an Zellvesikeln durchgefiihrt, die nach Oesterhelt (1982a) durch Ge-
frieren und Auftauen der Zellen erzeugt werden. Aufgrund der Grof3e der Vesikel wirkte sich
die bezlglich der Zeitskala der Messung (< 5 ms) langsame Rotation der Vesikel nicht auf die
Messung aus. Eine Zellsuspension wird in flissigem Stickstoff schockgefroren und stehen
gelassen. Nach Verdampfen des Stickstoffs taut die Suspension wieder auf, wodurch die Zel-
len aufbrechen und ihr Zytosol verlieren. Nach Zentrifugation bei 100000 g werden die Vesi-
kel gegen 80 mM MgSO, (20 mM Tris/HCI, pH 8.0) dialysiert. Nach erneuter Zentrifugation
werden die Vesikel schlief3lich im selben Puffer resuspendiert und fir die Messung eingesetzt.
Die Absorptionsdnderungen werden an der bereits beschrieben Blitzlicht-Apparatur (s. 5.4.8)
mit folgenden Modifikationen durchgefiihrt. Zwei Polarisationsfilter werden vor dem Mef3-
licht und dem anregenden Laserlicht angebracht. Die Bleichung des Grundzustands von
lichtadaptierten (5 min im Mef3licht) BR-Proben wird jeweils mit, relativ zum Mef3licht, par-
alel und senkrecht polarisiertem Laserlicht (560 nm) aufgenommen. Jedes Spektrum wird als
Summe aus jeweils zehn Einzelspektren erhalten. Die Messungen werden bei RT durchge-
fahrt.
Der Anisotropie-Parameter r(t) wird nach folgender Formel errechnet:
o= M0-A
A0+ 2A4(1)

Dabei sind Ay(t) und Ap(t) die Absorptionsanderungen zum Zeitpunkt t nach dem Blitz mit

parallel und senkrecht polarisiertem Anregungslicht.
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5.4.12 Protonentransportaktivitdt von BR in H. salinarum

Die Messung der Protonentransportaktivitét in ganzen Zellen erfolgte nach Oesterhelt
(1982b). Zellen aus einer 5 - 6 Tage aten Kultur werden bei 20 °C und 7000 rpm zentrifu-
giert, in Basalsalz ohne Citrat vorsichtig resuspendiert und auf eine ODsgg VOn 4 eingestellt. In
einer bei 20 °C thermostatisierten Kivette werden 200 pl der Zellsuspension in 8 ml Basal-
salz ohne Citrat pipettiert und mit 20 pl einer waldrigen Tetraphenylphosphoniumbromid-
Losung (TPP", 100 mM) versetzt, um den Einflul des elektrochemischen Gradienten an der
Zellmembran auf die Pumpaktivitét des BR zu unterdriicken. Der pH-Wert lag bei allen Mes-
sungen zwischen 6.8 - 6.95. Vor jeder neuen Probe wird die pH-Elektrode in der Zellsuspen-
sion ca. 1 h aquilibriert. Die Klvette wird mit einer Hg-Dampflampe (OG 515, KG3) belichtet
und die Anderung des pH-Werts in der Suspension in Abhangigkeit von der Zeit aufgezeich-
net. Durch Neutralglasfilter werden verschiedene Lichtintensitéten eingestellt. Nach jeder
Messreihe mit unterschiedlichen Lichtstarken wird mit einer bestimmten Menge H* (5 pl 10
mM HCI) die pH-Anderung gemessen, um die von den Zellen erzeugten Anderungen zu
guantifizieren. Die BR-Menge in den Zellen wird durch Absorptionsmessung eines lysierten
Aliquots aus der konzentrierten Suspension bestimmt.

Die Volumenaktivitdt VA wird nach folgender Formel berechnet:

VA[nmol tnin* tnl ] = v, [pV 3%] 3 n(H")[nmol] 60 s
AHCH[mV]LV,,,[ml]

Kiv
vin: Anfangsgeschwindigkeit der pH-Anderung

A(HCI): Amplitude des Eichsignals von 10 mM HCI

n(H"): Stoffmenge der zugegebenen H*

Vkav: Volumen der Suspension in der Kivette (8.2 ml)

Mit der bekannten Konzentration ¢(BR) konnte man die spezifische Aktivitat des BR nach

VA [nmol Cmin™ 0l ™)

ez. Aktiv. [H* [BR™ [min™] =
¥ [ ] ¢(BR)[nmol tml™*]

berechnen.

5.4.13 Messung der Photophosphorylierungsratein H. salinarum

Die Bestimmung der Photophosphorylierungsrate wird nach Oesterhelt (1982b) durchgefihrt.
Dafir werden 5 - 6 Tage ate Zellen bei 6000 rpm in zentrifugiert und in 50 ml (pro Liter
Kultur) Basalsalz mit Citrat vorsichtig resuspendiert (Uber Nacht auf einem langsamen
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Schttler bei RT, gepuffert mit 10 mM Tris/HCI, pH ~ 6.6). Die Zellsuspensionen werden auf
eine ODgpo VOn ca. 4 - 5 eingestellt. In einer bel 25 °C temperierten und mit Parafilm abge-
dichteten Klvette werden 7ml dieser Suspension unter N, (durch Waschflasche mit Basalsalz
geleitet) etwa 1 h im Dunkeln gerthrt, damit ein stabiles ATP-Niveau erreicht wird. Die Ki-
vette wird mit einem ca. 20 cm entfernten Diaprojektor belichtet (Filter OG530, KG4 + 25 %
Neutralglasfilter). Die Lichtintensitét an der Probe betrug etwa 12 mW-cm?, was innerhalb
des linearen Bereichs liegt, in dem die ATP-Synthese nicht in Séttigung ist. Die Messung der
ATP-Konzentration erfolgte mit dem Luciferin-Luciferase-System in einem Lumineszenz-
messgerdt. Vor jeder neuen Messung erfolgte eine Eichung mit einer ATP-Ldsung mit be-
kannter ATP-Menge (0, 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 pmol). Die Probenahme erfolgte jeweils
10 min, 5 min, 10 s vor und 5, 15, 25, 35, 45, 60, 120 und 300 s nach dem Einschalten des
Projektors, wobei jewells 100 pl der Suspension sofort in 5 ml eisgekiihitem Phosphat-Puffer
(0.1 mM EDTA, 10 mM NaH,POq4, pH 7.4) lysiert werden. Zu je 500 ul des Lysats werden in
der Messklvette 100 pl des Luciferin-Luciferase-Gemischs injiziert. Daflir werden 100 mg
Firefly Lantern Extract (Sigma) mit 5 ml einer ImM EDTA in 0.1 M NaH,PO, (pH 7.4) ex-
trahiert, zentrifugiert und mit 100 pl einer 1M MgSO4-LOsung versetzt. Diese Lésung wird
dann mit einer L6sung von 10 mM MgSO,4in 0.1 M Trig/HCI (pH 7.4) im Verhaltnis 1:4 (v/v)
verdiinnt. Die BR-Konzentration (mg-mi™ BR pro OD) wird nach Zentrifugation und Lyse
von 2 ml der Zellsuspension und Messung des Absorptionsspektrums in 500 pl Puffer (20
mM Trig/HCI, pH 7.0) bestimmt. Die Anfangsrate der ATP-Synthese wird durch lineare Re-
gression der ersten 4 Messpunkte nach der Belichtung bestimmt. Zur Kontrolle der Fahigkeit
aler untersuchten Zellen zur ATP-Synthese werden am Ende einer Messung mittels einer
Spritze etwa 50 ml Luft in ca. 40 sin die Zellsuspension eingeleitet und erneut eine Probe zur

ATP-Messung entnommen.

5.4.14 Lichtinduzierte Vernetzung von BR in Membranen

Der Versuch wird nach Fancy und Kodadek (1999) mit geringen Modifikationen durchge-
fuhrt. 14 ul der BR-haltigen Membransuspension werden in einem 1.5 ml Eppendorfgefass
mit 2 pul des 10 x Reaktionspuffers (1.5 M NaCl, 150 mM NaH,PO,4, pH 7.5) und 2 pl einer
2.5 mM Lésung von Ru' (bipy)sCl, (Sigma) versetzt. Die Endkonzentration von BR betrug 2
UM (ODsgo = 0.125). Kurz vor der Belichtung werden 2 ul einer 25 mM (NH_,)>S,0s-L 6sung
zugegeben und gut gemischt. Die Belichtung (0.2 s) der Probe erfolgte unverziglich mit einer
Xe-Lampe (150 W) in einem Abstand von etwa 25 cm mit weissem Licht (GG400, KG3, A =
400 - 750 nm). Sofort nach der Belichtuna wird die Reaktion durch Zuaabe von 7 ul des 4 x
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Natriumdodecylsulfat-Probenpuffers (0.2 M Tris, 8 % w/v Natriumdodecylsulfat, 2.88 M [3-
Mercaptoethanol, 40 % w/v Glycerin, 0.4 % w/v Bromphenolblau) gestoppt. Die Belichtung
wird im offenen Geféss durchgefiinrt, damit die Zeit bis zur Pufferzugabe moglichst kurz
blieb. Je 8 ul dieser Proben werden auf einem 13 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt, und
die Proteinbanden nach dem Lauf im Western-Blot immunochemisch detektiert.
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7 Abkurzungen und Symbole

2D, 3D
*H-Palmitat
A
AFM
AS
ATP
BM
bop
BO

bp

BR
BSA

C

CD

CP
cpm
da
ddNTP
DMPC
DNA
dNTP
DIG
DMSO
DTT
€x

EC

E. coli
EDTA
EM
ESR
fdx
Fdx
FPLC

g

g
GMF

h

HCI
hop
HPLC

H. salinarum
HR

ISH2

kb

kD

la

zweidimensional, dreidimensional

8,9-Ditritiumpal mitat

Angstrem (10™ m)

Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy)
Aminosaure

Adenosintriphosphat

Braune Membran

Bacterioopsingen

Bacterioopsin

Basenpaare

Bacteriorhodopsin

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Konzentration

Circulardichroismus

Cytoplasma, cytoplasmatisch

Zerfélle pro Minute (counts per minute)
Dunkeladaptiert

Didesoxynucleosidtriphosphat (mit N = A, C, G, T)
Dimyristoylphosphatidylcholin
Desoxyribonucleinséure
Desoxynucleosidtriphosphat (mit N =A, C, G, I, T und U)
Digoxigenin

Dimethylsulfoxid
()-threo-1,4-Dimercapto-2,3-butandiol

molarer dekadischer Extinktionskoeffizient bei x nm
Extrazellularraum, extrazellulér

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsaure
Elektronenmikroskopie

Elektronenspinresonanz

Ferredoxingen

Ferredoxin

rasche Protein-Flissigkeitschromatographie (fast protein liquid chro-
matography)

Erdbeschleunigung

Gramm

Gesamtmembranfraktion

Stunde

Salzsaure

Haloopsingen
Hochleistungsflissigkeits-Chromatographie (high-performance li-
quid chromatography)

Halobacterium salinarum

Halorhodopsin

Insertionselement 2 in H. salinarum

Kilobase(n)

Kilodalton

lichtadaptiert
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A

)\max

M, mM, nM
Mev

min

MO

MTSSL (= R1)

MTS-4-Oxyl (= R2)

ODy

oG
PAGE
PCR
PEGx

PG
PGP-Me
PGS

PHB

PM

r(t)

rpm

RT
Ru' (bipy)sCl>
S, ms

SB

SDS

SPH

SVL

SR

SR
STGA1l
T

Twm

T
TAE-Puffer
TE-Puffer
TEMED

TPP*
Tris

UV/Vis
viv

WT
w/v
w/w

Wellenlénge

Wellenlénge des Absorptionsmaximums

molar, Millimolar, Nanomolar

Mevinolin

Minute

1-Monooleyl-rac-glycerol

(1-Oxyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolin-3-yl)methanthiosulfonat
(1-Oxyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolin-3-yl) carbamidomethylmethan-
thiosulfonat

optische Dichte bel A = x nm

n-Octyl-B3-glucosid

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polymerase-K ettenreaktion (polymerase chain reaction)
Polyethylenglykol (x: mittlere Molmasse)
Phosphatidylglycerol
Phosphatidylglycerolphosphatmethylester
Phosphatidylglycerolsulfat

Prahybridisierungspuffer

Purpurmembran

zeitabhangiger Anisotropieparameter

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Raumtemperatur

Tris(bipyridyl)-ruthenium(l1)dichlorid

Sekunde(n), Millisekunde(n)

Schiffsche Base

Natriumdodecylsulfat

Sphéroblastenldsung

Sphéroblastenverdiinnungsldsung

Sensorrhodopsin |

Sensorrhodopsin 11

Sulfatisiertes Triglycosylarchaeol 1

Temperatur

Schmelztemperatur eines Oligonucleotids

Zerfallszeit

Tris/Acetat/EDTA-Puffer

TrisEDTA-Puffer
N,N,N",N"-Tetramethyl-ethylendiamin (1,2-Bis(dimethylamino)-
ethan)

Tetraphenylphosphonium
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)

Ultraviolett/Sichtbar (Ultraviolet/Visible)

Volumen pro Volumen

Wildtyp

Masse pro Volumen

Masse pro Masse

Fir Aminosduren wird der Ein- oder Dreibuchstabencode verwendet.
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