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1 Zusammenfassung 4

1. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Isolierung, die Kristallisation und die Rontgenstrukturan-
alyse der lichtgetriebenen Anionenpumpe Halorhodopsin (HR) aus Halobacterium salinarum
vorgestellt. Aufbauend auf die 3-dimensionale Struktur von HR und von Bakteriorhodopsin
(BR) wird ein Modell des Ionentransportes (Protonen und Halidionen) in archaealen
Ionenpumpen entwickelt, welches die unterschiedliche Spezifitit und Vektorialitdt dieser
Retinalproteine mit Riicksicht auf die bekannten biochemischen Daten erklidrt. Eine
quantitative Analyse der Chromophorenkonformation im HR-Grundzustand (Resonanz-
Raman-Spektroskopie) sowie lichtinduzierter Verdnderungen (UV/VIS- und FTIR-
Spektroskopie) vervollstindigt die Beschreibung der HR-Kristalle und erméglich die Durch-
fiihrung weitergehender Strukturanalysen zum Anionentransport in HR.

Es schlie3t sich eine detailierte Beschreibung der Beobachtungen zur HR-Kristallisation an
und abschlieBend wird eine Hypothese zur Kristallisation integraler Membranproteine in

Gegenwart von Lipidphasen entwickelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Modifikationen entsprechend Duschl er al. (1988)") ein
Isolierungsprotokoll fiir die Reinigung von HR (HR-Mutanten) im mg-Malstab etabliert. In

(91 konnte eine Methode

Anlehnung an die Kristallisation von BR in kubischen Lipidphasen
zur Kristallisation des HR-Wildtyps wie auch verschiedener Mutanten (u. a. T111V, R108 Q
und K) entwickelt werden. Auf dieser Basis wurden ebenfalls “Kokristalle” des Wildtyps in
Gegenwart von Bromidionen sowie Kristalle der Mutante R108Q in mit und ohne
zusétzliches Guanidiniumhydrochlorid geziichtet, deren Rontgenstrukturanalyse (HR-
Mutanten, Kokristalle) derzeit noch nicht abgeschlossen.

Die HR-Mikrokristalle beugen monochromatische Rontgenstrahlung bis zu hoher Auflosung.
Selbst bei extrem kurzen Belichtungszeiten mit polychromatischer Rontgenstrahlung werden
Diffraktionsmuster bis ca. 2.5 A beobachtet was prinzipiell auch zukiinftige, zeitaufgeldste
Rontgenbeugungsexperimente an HR ermoglichen sollte .

Die Strukturlosung erfolgte mittels molekularem Ersatzes, basierend auf einem reduzierten
Modell der BR-Struktur!''’. Das atomare Modell des HR-Grundzustandes konnte
anschlieBend bis zu einer Aufldsung von 1,8 A bei einem kristallographischen R-Faktor von
23,7 bestimmt werden.

Diese erstmalig beobachtete 3-dimensionale Struktur einer Anionenpumpe zeigt, dal im
Grundzustand ein Chloridion pro HR-Molekiil nahe der protonierten Schiff Base (PSB)
gebunden ist. Anion und PSB, des im all-trans Konformer vorliegenden Chromophors, bilden
ein Ionenpaar (Distanz 3,8 A). Die Chloridbindungsstelle stabilisiert das Anion, welches
umgeben von drei Wassermolekiilen inmitten der Membran ca. 18 A von der zytoplasma-

tischen Oberflache entfernt lokalisiert ist. Zwischen Substrat und Protein gibt es lediglich eine
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1 Zusammenfassung 5

Wasserstoftbriicke, die durch insgesamt 10 Van der Waals-Kontakte zu alliphatischen
Wasserstoffen ergénzt wird. Hinzu kommen elektrostatische Stabilisierungen des Anions iiber
ein nahe gelegenes protoniertes Arginin, dessen Anteil an der Substratbindung bereits
eindeutig biochemisch belegt werden konnte, sowie durch die positiv geladene PSB. Die
unregelmafige erste Atomschicht und deren vorwiegend hydrophober Charakter erkldren die
niedrige Affinitit des Proteins zu verschiedenen Halidionen (10-40 mmol).

HR liegt im Kristall gefaltet in sieben transmembrane Helices in Form von Trimeren im
Verhéltnis 1:1 mit Palmitinsdure vor. Das Trimer wird iiber eine Vielzahl konservierter
Aminosduren - die Protein/Protein- als auch Protein/Lipid-Kontakte bilden - stabilisiert und
ist zur zytoplasmatischen Oberfliache kelchartig gedffnet. Die Kristallpackung, der schicht-
weise parallel angeordneten Trimere, entspricht dem Aufbau sogenannter Typ I Kristalle, wie

P4 Der kristallographische Nachweis der

sie bereits vor 15 Jahren vorhergesagt wurde!
Palmitinsdure in rdumlicher Néhe zur Chloridbindungsstelle deckt sich mit &lteren
Untersuchungen, die eine Affinitdt von HR zum Lipid und eine Abhéngigkeit des Opsinshifts
und der Photozykluskinetik von diesem Lipid belegen.

Aus Sicht der unterschiedlichen Ionenspezifitit und Transportrichtung ist die sehr hohe
strukturelle Ahnlichkeit zur Protonenpumpe Bakteriorhodopsin des gleichen Organismus
liberraschend . Die beiden lichtgetriebenen Ionentransporter zeigen starke Ahnlichkeit in der
relativen Anordnung vieler konservierter Aminosduren, wichtiger Wasserstoftbriickenbin-
dungen und gebundener Wassermolekiile. Hinzu kommen konservierte Helixdeformationen
(m-bulge, 310-Helix), die nahe dem Chromophor gelegen, eine Funktion im Transportzyklus
vermuten lassen.

Auf Grund der Ahnlichkeiten in den Photozyklen beider Retinalproteine und der strukturellen
Ubereinstimmungen wird ein vereinheitlichendes mechanistisches Modell fiir die
Ionentransportprozesse bis zum L (HR) bzw. M (BR) Intermediat aufgestellt. Die vorgestellte
Beschreibung erlaubt es, sdmtliche nachgewiesenen Transportmoden (transportierte Ionen,
Transportrichtung) der Ionenpumpen zu erfassen. Kern dieses Transportmodells ist die licht-
induzierte Anderung des vektoriellen Dipolmoment der PSB und ein daran ausgerichtete
Ionentransport.

Duch die Analyse der Oberflichenladung und der B-Faktorverteilung wurden Vorhersagen
zur Chlorid-Aufnahme und Abgabe in HR abgeleitet. Zusammen mit einer Betrachtung der
HR-internen Kavitdten sowie der konservierte Aminosiuren verschiedener Haloopsine ergibt
sich ein potentieller Transportweg des Substrates duch das gesamte Molekiil.

Fiir weitere Strukturanalysen wurden durch Variation von Anregungstemperatur und Belich-
tungs-Wellenldnge Protokolle zur Anreicherung von HR-Photozyklusintermediaten
entwickelt. Die qualitative und quantitative Analyse (mittels UV/VIS-Spektroskopie) erfolgte
am HR-Wildtyp fiir das K- und das L-Intermediat.
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1 Zusammenfassung 6

Dartiberhinaus gelang es mittels (Mikro)-Resonanz-Raman und FTIR-Spektroskopie an
Einzel-Kristallen (in Zusammenarbeit mit J. Heberle, KFI Jiilich) eine Bestimmung des
Retinal-Isomerenverhiltnisses vorzunehmen, sowie den putativen Ubergang von L; nach Ly
ndher zu charakterisieren.

Den AbschluBl der in situ Kristalluntersuchungen bilden massenspektroskopische Analysen
(MALDI-TOF), die fir HR- und BR-Kristalle miteinander verglichen werden.

Basierend auf den Beobachtungen zur Kristallisation von HR und BR in Lipidphasen wurde
ein Modell der zu Grunde liegenden Prozesse aufgestellt. Dieses setzt das Kristallwachstum
und den Aufbau der Lipidphase miteinander in Beziehung. Mit diesem Modell fiir Membran-
proteine und Lipidphase kann die Entstehung von Typ I-Kristallen erkldrt werden und es

lassen sich Vorhersagen fiir weitere Experimente treffen.
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2 Zielsetzung 7

2. Zielsetzung

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war die Analyse der vektoriellen Katalyse archaealer lonen-

pumpen mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse oder der NMR-Spektroskopie.

Zu diesem Zweck waren Kristallisationsexperimente an HR und BR sowie an einigen, bereits
verfligbaren Mutanten durch zu fiihren. Dariiber hinaus sollte spezifisch isotopenmarkiertes

BR fiir die Fliissigphasen-NMR-Spektroskopie hergestellt werden.

Neben der Rontgenstrukturanalyse sollten weitere zerstorungsfreie spektroskopische
Methoden an Proteinkristallen zum Einsatz kommen. Mit der geplanten in situ Analyse waren
die Art und der Anteil photochemisch erzeugter Katalyseintermediate fiir die zukiinftigen

Rontgenbeugungsexperimenten zu chrakterisieren.

()
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3 Einleitung 8

3.  Einleitung

3.1.  Vorkommen und Funktion von Retinalproteinen

Die Umwandlung von Sonnenenergie zum Antrieb biochemischer Reaktionen (als auch der
Schutz vor schddigender Strahlung) ist die Grundlage der Lebensvorgidnge auf der Erde.
Phototrophe Prozesse (Photosynthese, Stofftransport) ebenso wie die Photorezeption
(Phototaxis, Sehvermogen) laufen sowohl auf der Basis vergleichsweise einfacher Systeme
als auch in komplexen supramolekularen Proteinkomplexen ab. Obgleich der in der Biologie
weit verbreiteten Photoprozesse werden lediglich wenige, chemisch differente Chromophore
zur Lichtabsorption genutzt®),

Die Retinyliden Proteine, sind eine, weit verbreitete, Klasse von Chromoproteinen (mehr als
300 bis dato bekannt), deren
Vertreter sowohl in Prokaryonten
(Bakteria und Archaea) als auch
in Eukaryonten nachgewiesen
wurden. Das gemeinsame Merk-
mal dieser lichtumwandelnden
Proteine ist die prosthetische
Gruppe, das sogenannte Retinal,
oder dessen Derivate (Abb. 1).
Zwei in ihren Primérstrukturen

recht unterschiedliche Subklas-

sen  (konvergente  Evolution

Abb. 1:  Retinalkonfigurationen = und  Isomerisierung  in hinsichtlich der Proteinfaltung)

archaealen (links) und eukaryotischen Rhodopsinen

. . sind die archaealen Rhodopsine
(rechts), unten: Bezifferungsnomenklatur des Retinals p

sowie die Rhodopsine hoherer
Eukaryonten (u. a. Lichtrezeptoren des Auges auch Visual Pigments, VP’s, genannt)[zs]m.
Beiden Klassen gemeinsam ist die kovalente Bindung des Chromophors Retinal (als Vitamin-
A Aldehyd) an die e-Aminogruppe eines Lysins in Helix G (auch Helix 7 genannt) als
protonierte Schiffsche Base (PSB)*!®). Ebenfalls identisch ist die Faltung dieser Proteine in
siecben membranspannende Helices'®.. Trotz dieser Gemeinsamkeiten zeigen die Apoproteine
beider Klassen, genannt Opsine, keine Sequenzhomologie und auf der Basis der bisher
erbrachten strukturellen Informationen ein unterschiedliches Arrangement der sieben Helices
zueinander.
Ebenfalls zu unterscheiden ist die Konformation des gebundenen Chromophors in beiden
Klassen. Wihrend die unbelichteten archaealen Rhodopsine eine (all-trans, 15-anti)- Konfor-

mation einnehmen (siche Abb. 1, links oben), wurde fiir die VP’s eine 11-cis Konformation
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3 Einleitung 9

Abb. 2: Vergleich der Tertidrstrukturen der bis dato rontgenographisch charakterisierten Rhodopsine
Halorhodopsin''"! (linke Spalte) und Bakteriorhodopsin''? (mittlere Spalte) aus H. salinarum,
Rhodopsin (rechte Spalte) aus Rind!"’; die Spalten zeigen von oben nach unten #hnliche
Ansichten von der Seite auf die Helices A, B und C im Vordergrund liegend sowie der

extrazelluldren (Mitte) und der cytoplasmatischen bzw. intradiskalen Seite (unten)

des Chromophors im unbelichteten Zustand nachgewiesen!”! (siche Abb. 1, rechts oben). Die
Konformation an C¢- C7 (siche Abb. 1 unten) unterscheidet sich ebenfalls und zwar in ein 6-s-
trans- (archaeale Rhodopsine) bzw. 6-s-cis-Isomer (VP’s)*112),

Eine Ahnlichkeitzu den archaealen Rhodopsinen Hinsichtlich der Chromophorenkonfigura-
tion weisen die Retinochrome hoherer Eukaryonten dar, deren Aufgabe -wahrscheinlich die
Regeneration von 1l-cis Retinal- eine Bindung des all-trans Isomers nahelegt!.
Lichtabsorption des Chromophors hat fiir archaecale Rhodopsine die Isomerisierung von all-

trans zum 13-cis Retinal zur Folge!'” (siche Abb. 1 links). Im Unterschied dazu “photoisme-
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3 Einleitung 10

risieren” VP’s (sieche Abb. 2 rechts) von 11-cis nach all-trans, um dann in weiteren
Reaktionen die Schiff Base (SB) zu hydrolysieren!”.

In Abb. 2 sind vergleichend die Tertidrstrukturen (Proteinriickgrat) aller bis dato rontgen-
ographisch bestimmten Retinalproteine dargestellt!! "2 Deutliche Ahnlichkeit ist in der
relativen Anordnung der Helices bei den archaealen Rhodopsinen (linke und mittlere Spalte)
zu erkennen. In beiden archaealen Rhodopsinen spannen sieben transmembrane Helices einen
im unbelichteten Zustand ausschlielich zur extrazelluldren Seite gedffneten Kanal auf. Der
Chromophor teilt diesen Kanal in eine extrazelluldre (ez) und eine zytoplasmatische (zp)
Halbseite. Weiterhin Ahnlichkeit besteht im antiparallelen Faltblatt der verbindenden Schleife
zwischen Helix B und C auf der zp-Halbseite(linke und mittlere Spalte, Mitte).

Mit ebenfalls einer Polypeptidkette weist Rhodopsin (RH) im unbelichteten Zustand eine
starke Verkippung der Helices gegeneinander sowie Helixdeformationen (Aufweitungen und
Knicke) in allen sieben transmembranen Helices auf (rechte Spalte). Von den insgesamt sie-
ben Helixstorungen in RH sind sechs auf den Verlust von Wasserstoffbriicken im
Proteinriickgrat, jeweils induziert durch ein Prolin (P53, P170, P215, P267, P291 und P303 ),
zurlick zu fithren. Weitere drei Storungen der Helixstruktur, die nicht auf Prolin basieren
(Threonin 92, Valin 129 und Valin 300) kommen in RH hinzu. Interessanterweise sind in
Rhodopsin, bis auf den Knick in Helix A, der auf P53 zuriickgefiihrt werden kann, alle oben
aufgefiihrten Positionen in direkter Nachbarschaft zum Chromophor. Der Chromophor selbst
ist in Rhodopsin in Richtung der ez-Oberflache verschoben (siche Abb. 2, rechte Spalte,
oben).

Abschliefliend sei erwéhnt, dal Rhodopsin im Unterschied zu den archaealen Rhodopsinen in
mindestens zwei Positionen glykosyliert ist, eine Disulfidbriicke aufweist sowie am Carboxy-
terminus zumindest in zwei Positionen palmitoliert ist (Cysteinpaar)®). Da die Palmi-
toylierungsstellen sowie weitere Teile der potentiellen G-Protein-Bindestelle in der Rontgen-
struktur nicht aufgelost sind, kann iiber die Signalweitergabe dieses Lichtrezeptors nur
spekuliert werden.

Das (je nach Organismus) mit 35-50 kDa im Vergleich zu den archaealen Rhodopsinen mit
ca. 27 kDa hohe Molekulargewicht der VP's!'¥ schldgt sich vorwiegend in den deutlich
groBeren intradiskalen und zytoplasmatischen Bereichen nieder. Diese u. a. fiir die G-Protein-
Bindung relevanten Bereiche zeigen in einer Vielzahl G-Protein gekoppelter Rezeptoren
konservierte Sequenzen in den Schleifen-Bereichen zwischen Helices A bis C und D/E!",
Von Rhodopsin ist bekannt, dal es trotz seiner hohen Konzentration unter physiologischen
Bedingungen in monomerer Form in den Disk-Membranen der Stibchen vorliegt!'®!. Fiir die
beiden archaealen Ionenpumpen hingegen wurde z. T. lange vor den Rontgenstruktur-
untersuchungen eine supramolekulare Anordnung bestehend aus Homotrimeren bzw. hexago-

[17][160

nalen Membranbereichen (Bakteriorhodopsin) nachgewiesen ], Fiir diese Organisation
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3 Einleitung 11

sind neben den direkten Wechselwirkungen iiber Oberflichenaminosduren auch spezifische

[18]

Protein/Lipid-Interaktionen' ™' verantwortlich.

Weitere Retinyliden Proteine mit Ahnlichkeiten zu BR konnten vor kurzem in dem Pilz Neu-

19 .. . . . .. . 20
rospora crassal"® sowie in einem nicht niher charakterisierten Bakterium!

I nachgewiesen
werden. In diesen Proteinen ist neben dem retinalbindenden Lysin in Helix G analog zu den
archaealen Bakteriorhodopsinen auch die Asparaginsiure in Position 85 konserviert. Dessen
Carboxylgruppe ist der primire Protonenakzeptor des SB-Protons im Anschlul an die
Deprotonierung der PSB. Desweiteren sind Sequenzen in Helix G (DXXXK in derSchleife),
in Helix F (WXXYPXXW ) und das SB Gegenion in Helix C (RYXDWXXTTP), konser-
viert”!. Dies, sowie Aktivititsstudien, des in E.coli heterolog exprimierten Proteins, legen
eine Verbreitung dieser Protonenpumpe auch in nicht archaealen Organismen nahe. Zhai et
al.(2001)1*" versffentlichten kiirzlich eine Studie, in der sie auf Grund von Sequenzhomo-
logien zu archaealen Rhodopsinen weitere 7 Trans-Membran Proteine (7 TM) vergleichbaren
Molekulargewichtes identifizieren. Diese 7 TM Proteine werden in Hefen und Pilzen
stressinduziert gebildet (durch Azidifizierung, organische Ldsemittel oder Hitzeschock®).
Dariiberhinaus konnte eine Klasse humaner 7 TM Proteine hoher Sequenzhomologie mit

Aufgabe im transmembranen Transport von Cystein idendifiziert werden!®*!.

()
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3 Einleitung 12

3.2. Lichtgetriebene archaeale lonenpumpen

Archaeale Rhodopsine dienen als Ionenpumpen, Phototaxis Rezeptoren'®’, wihrend eukaryo-
tische Rhodopsine als photosensitive Rezeptorproteine!”* identifiziert wurden.
Vor nunmehr 30 Jahren gelang es erstmals aus der Zellmembran des Archaeons Halobac-

terium salinarum (H. salinarum ehemals H. halobium) eine kristalline Proteinfraktion zu iso-

cytoplasmatisch

extrazellular

Abb. 3:  Vergleichende Darstellung der vier archaealen Rhodopsine: Halo-,

Bakterio-, Sensorrhodopsin I und Sensorrhodopsin II
lieren, genannt Purpurmembran, die als Protein ausschlieBlich Bakteriorhodopsin enthélt.
Oesterhelt und Stoeckenius (1971)*! konnten zeigen, daB dieses integrale Membranprotein als
prosthetische Gruppe ein Vitamin-A Derivat (Retinal) bindet. In den folgenden Jahren wur-
den drei weitere in ihrer Primédrstruktur und Funktion verschiedene Retinalproteine in dem
gleichen Archaeon nachgewiesen'”!. Abb. 3 stellt vergleichend diese vier archaealen Retinal-
proteine dar. Es existieren die beiden lichtgetriebenen lonenpumpen Halorhodopsin (HR) und
Bakteriorhodopsin (BR) sowie zwei Lichtrezeptoren, Sensorrhodopsin I (SRI) und
Sensorrhodopsin II (SRII).
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3 Einleitung 13

In allen archaealen Retinalproteinen wird durch Lichtabsorption ein Zyklus von Reaktionsin-
termediaten durchlaufen, welcher Netto den Transport eines Ions oder eine Signalweitergabe
zur Folge hat. Unabhingig von der Funktion bleibt in Archaea der Chromophor im gesamten
Reaktionszyklus kovalent an das Opsin gebunden. In den Rhodopsinen der Sduger hingegen
wird die PSB-Bindung nach Isomerisierung unter Bildung des Apoproteins und freien all-
trans Retinals geldst®®. Reisomerisierung des Chromophors im Pigmentepithel und Rekon-
stitution der 11-cis Isomers mit dem Opsins schlieBen den Zyklus*”!. Die Vorteile dieses ,,0f-
fenen* Zyklus bestehen in zusitzlichen Lichtadaptions-mechanismen wie dem regulierbaren
Verhiltnis von Chromophor zu Opsin {iber das der Anteil aktivierbarer Lichtrezeptoren be-
einfluBt werden kann'**.

Die beiden Ionenpumpen, von denen, wie oben bereits erwihnt, die Anordnung in homotri-
meren Strukturen bekannt ist, bendtigen bis auf das Retinal keine weiteren Kofaktoren
(Protein etc.) und sind auch im monomeren Zustand funktionell aktiv. Die archaealen Licht-
rezeptoren hingegen bendtigen fiir die Signalweitergabe ein weiteres membranstindiges
Transduktions-Protein (Htr)*”). In dessen Gegenwart liegen wahrscheinlich Heterodimere

bestehend aus SR und Htr vor”. Sensorrhodopsine im Komplex mit den Transducer-

PSB PSB
all-trans Refinal 13-cis Retinal

EC (D85)
EC (Medium)

—( A
52 4 §
i
*. 13-cis Retinal
b e CP (D96)

-
----------

Abb. 4: Photozyklen der beiden archaealen Ionenpumpen Halorhodopsin, HR, (links) und
Bakteriorodopsin, BR, (rechts)- Die UV/VIS- und FTIR-spektroskopisch identifizierten
Photozyklusintermediate sind jeweils durch die jeweiligen Absorptionsmaxima (Indizes) bzw. die
in der Literatur iiblichen Kiirzel (Kreise) gekennzeichnet. Ebenfalls dargestellt sind die bis dato

identifizierten lonentransferschritte; Erlauterungen siche Text.
Proteinen bilden im Unterschied zur ungebundenen Form im Verlaufe der Photozyklen ,,lang-
lebige* Photointermediate (ms bis s Bereich), die eine Signalweitergabe und -amplifikation
gewdhrleisten. In Abwesenheit der entsprechenden Transducer-Proteins kommt es zu einer

Beschleunigung des katalytischen Zyklus, der mit einem Protonentransport verbunden
st 1311032]
ist .

0
)
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3 Einleitung 14

Die nebenstehende Abbildung (Abb. 4) verdeutlicht die auf der Basis von UV/VIS- und
FTIR-Spektroskopie unterteilten Photozyklen der beiden Ionenpumpen HR und BR unter
physiologischen Bedingungen (hohe Salzkonzentration, pH = 5 bis 9). Neben den hier
vorgestellten Photozyklen werden in der Literatur weitere, davon abweichende, Modelle fiir
andere pH-Bereiche oder Retinalkonfigurationen diskutiert, die hier nicht weiter vorgestellt
werden sollen®*'™¥. Zur Unterscheidung der Photozyklus-Intermediate sind die Absorptions-
maxima (in nm) als Indizes angegeben und die ebenfalls iibliche Buchstabennomenklatur ist
jeweils rechts oben angehéingt.

Beiden Retinalproteinen ist die Isomerisierung des Chromophors im Picosekunden Bereich
vom (all-trans, 15-syn)- zum (13-cis, 15-syn)-Isomer nach Absorption eines Photons (siche
Abb. 1)1 gemeinsam. Der jeweilige Zyklus wird durch thermische erzeugte Intermediate
(Dunkelreaktionen) wie Ionentransport- bzw. Umprotonierungsschritte und konformelle An-
derungen der beiden Proteine, die die Zuginglichkeit zur SB von ez nach zp und zuriick ver-
dndern vervollstindigt?®®’. Trotz der spektroskopischen Ahnlichkeit beider Ionenpumpen sol-
len, auf Grund der Verschiedenartigkeit der transportierten Ionen, die Photozyklen”! von HR
und BR getrennt diskutiert werden.

Bakteriorhodopsin isomerisiert nach Lichtabsorption innerhalb weniger Pikosekunden mit
einer Quantenausbeute von 0.6. Im Verlauf dieser Reaktion werden mindestens 51,8 kJ/mol
fiir weitere thermische Reaktionen gespeichert[38][39]. Rontgenkristallographische Untersu-
chungen kontinuierlich bestrahlter (532 nm) Einzelkristalle bei 110 K deuten neben der Reti-
nalisomerisierung auch die Lagednderung eines Wassermolekiils in direkter Nachbarschaft
zur Carboxylgruppe der Asparaginsiure 85 (D85) an!'*“.

Im zweiten thermischen Intermediat, genannt L") konnte mittels FTIR-Spektroskopie
Anderungen der Amid I und Amid II Banden bzw. Anderungen des Proteinriickgrats gezeigt
werden!*”). Auf der Basis ortsspezifischer Mutagenese (Punktmutagenese) wurden mit der
gleichen Technik Umgebungsdnderungen von Wassermolekiilen und aromatischen Resten in

B0 Trotz der Fortschritte mit der Untersuchung von

der Niihe von Asparaginsiuren gezeigt!
BR-Tieftemperaturintermediaten liegen bisher allerdings noch keine gesicherten Strukturin-
formationen fiir das L-Intermediat vor.

Der Ubergang von L- zum M-Intermediat ist bei einem pH-Wert von sieben nachweislich
(FTIR- und UV/VIS-Spektroskopie) mit zwei Protonentransferschritten verbunden. Dies sind
die Deprotonierung der PSB bzw. Protonierung von D 85 und die Abgabe eines Protons auf

[411142]  Fiir den letzten Protonentransfer-Schritt konnte

der extrazelluldren Seite des Proteins
gezeigt werden, dafl die Protonen-Abgabe nicht direkt in das umgebende Medium sonder an
die ez-Oberfliche der PM erfolgt!*’). Die Deprotonierung der PSB, mit einer Zeitkonstante
von 80 ust*** ist deutlich an der starken Blauverschiebung des Absorptionsmaximums nach
412 nm zu erkennen. Akzeptor des Protons ist die Carboxylgruppe von D85, einer Amino-

siure, die 4.2 A relativ zum Schiff Basen-Stickstoff nach ez verschoben ist'*®!. Der Mecha-
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3 Einleitung 15

nismus dieser Umprotonierung ist bis dato nicht geklart; es ist allerdings wahrscheinlich, daf3
zumindest ein Wassermolekiil daran beteiligt ist'*”. Ein mechanistisches Modell basiert auf
der intermedidren Bildung eines Hydronium-Ions**). Eine anderes Modell erklért diesen
Schritt mit der zwischenzeitlichen Bildung eines Hydroxidions™*"\. Dazu gibe ein Wassermo-
lekiil ein Proton an D85 ab, wanderte dann auf die zytoplasmatische Halbseite von BR und
deprotonierte die PSB unter Riickbildung eines Wassermolekiils. Der zweite ProzeB3 unter
Bildung des M;j-Intermediats ist die Abgabe eines Protons an der Oberfliche der Membran
(ez). Als Protonendonator wird eine Gruppe dreier Aminoséuren (Arginin 82, Glutamin 194,
Glutamin 204), hier als Proton-Release-Group (PRG) bezeichnet, diskutiert*”

Mit der anschlieBenden Bildung von My ist eine vergleichsweise grofle Konformationsénde-

[51]

rung des Proteins verbunden, die u. a. durch FTIRPYCU Pulverdiffraktometrie®™" sowie

Elektronenknstallographle [52)153]

an Purpurmembran (PM) belegt werden kann. Trotz dieser
Anderungen bleibt das Absorptionsmaximum wihrend dieses Ubergangs konstant, d. h. ein
elektrostatischer oder sterischer Einflu3 auf das Retinal und seine ndchste Umgebung liegt
wahrscheinlich nicht vor. Die Rontgenstrukturanalyse (RSA) des zu 65 % angereicherten My-
Zustandes am Wildtyp zeigt eine Verschiebung von Helix F und dem Schleifenbereich nach
G, Der in fritheren Intermediaten “verschlossene zytoplasmatische Halbkanal weist jetzt
ein ausgedehntes Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen Asparaginsdure 96 (D96) und der
SB auf.

Die deutliche Rotverschiebung um 150 nm im Folgeschritt korreliert mit der Reprotonierung
der SB. Als Protonendonator konnte die Asparaginsdure in Position 96 detektiert werden, die

auf der Grundlage obiger Daten iiber einen Wasserstoffbriickenmechanismus™ mit der SB in

Verbindung steht!*®137158],

Letztes identifiziertes Intermediat vor dem BR-Grundzustand (bR) ist das mit 40 nm
nochmals rotverschobene O-Intermediat. Mit dessen Entstehung ist die Reisomerisierung des
13-cis Retinals und die Reprotonierung von D96 verkniipft™*1®!. Als Protonenakzeptor auf
der zytoplasmatischen Oberfliche des Proteins kommen mehrere saure Aminosiduren im
Schleifenbereich AB und CD in Betracht®'?], Die trimere Organisation von BR in der PM
legt den Schluf3 nahe, daf3 diese Aminosduren dhnlich einem Antennensystem fiir den Einfang
von Protonen agieren. Allerdings konnte via Punktmutagenese lediglich fiir Asparaginsidure
38 (D38), einem Rest, der am putativen Eingang zum zp-Halbkanal liegt, eine signifikante
Verzogerung des Photozyklus gezeigt werden'®.

Zur Riickbildung von bR wird im letzten Schritt des Zyklus ein Proton von D85 auf die PRG
iibertragen'®”. Neben Wassermolekiilen spielt hierbei wahrscheinlich Arginin 82 (R82) als

“Transferrest* mit flexibler Seitenkette eine Hauptrolle[65]

Fiir die unspezifische Anionenpumpe Halorhodopsin (HR) werden in Abhédngigkeit des zu

transportierenden Substrats und der Konformation des Retinals verschiedene Photozyklen
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diskutiert, fiir die, verglichen mit BR, weit weniger detaillierte Informationen bekannt sind.
Auch hier soll zur Vereinfachung nur der Transportzyklus unter physiologischen Bedingung-
en (hohe Konzentration von Chloridionen und all-trans-Konformation des Retinals im
Ausgangszustand) diskutiert werden. Einleitend sei bemerkt, dal HR eine fiir vorwiegend
monoatomige, einfach geladene Anionen selektive Pumpe ist'®"*”). Von HR werden Haloge-
nidionen (mit Ausnahme von Fluorid als kompetitiven Inhibitor) und Nitrationen gegen einen
Konzentrationsgradienten transportiert. Die Bindung dieser lonen wird durch die
,Bindungsstelle 11 (in der Literatur als site II bezeichnet) erméglicht, die in ihrer Lage,
Selektivitit und Bindungsaffinitit (Ky = 10 mM) von der ,,Bindungsstelle I (site 1) unter-
schieden wird. An die Bindungsstelle I binden zweiwertige Anionen wie bspw. Sulfationen,
die allerdings von HR nicht transportiert werden'®®,

Wie fiir BR ist der initiierende endergonische Schritt die Retinalisomerisierung, der sich
mehrere unterscheidbare thermische Reaktionsintermediate anschlieBen. Die Quantenaus-
beute fiir die Photoisomerisierung ist mit einem Wert von 0.3 nur halb so groB wie fiir BR(®"),
UV/VIS-spektroskopische Tieftemperaturstudien (80-110K) an HR zeigen die Existenz
zweier unterscheidbarer K-Intermediate bei 80 K an, wovon eines nach Erwarmung auf 110 K
in das andere iiberfithrt werden kann!®. Dioumaev und Braiman (1997)"" konnten spiter
tatséchlich die Existenz zweier K-Subtypen bei Raumtemperatur mittels zeitaufgeloster FTIR-
Spektroskopie in der Sequenz Kg zu Kp zeigen (Kg: early K Ki: late K). Obwohl die
MeBparameter beider Studien nicht identisch sind, und es sich mithin auch nicht um
vergleichbare K-Intermediate handeln muB, zeigen sich mehrfache Ubereinstimmungen der
zeitlich frithen bzw. bei 80 K erhaltenen Spektren.

Das oder die K-Intermediat(e) geht (gehen) im ps-Bereich in das Lj-Intermediat iiber, fiir das
eine 13-cis, 15-syn-Konfiguration der PSB nachgewiesen werden konnte!’”. Mit diesem
Schritt ist neben einer pKa-Abnahme der PSB von 9.6 auf 4.8 auch die Lageverdnderung des
gebundenen Chloridions (site II) verkniipft. Dieser Befund stiitzt sich auf elektrische (Impe-
danz)- und FTIR-Messungen des L-Zustandes!”'’% wonach sich die Ladungszustand an
HR-Membranen bzw. Differenzbanden fiir die PSB und Arginine signifikant verdndern.
Ahnlich der Konformationsdnderung von BR beim Ubergang von Mj nach My werden fiur HR
zwei L-Intermediate postuliert'®®!. Die Verbindung beider L-Intermediate besteht in einer
Konformationsédnderung, die eine Verbindung zwischen Chromophor und Zytoplasma
herstellt.

Die Abgabe des Chloridions ist mit einer Verschiebung des Absorptionsmaximums um 90 nm
nach 610 nm (O-Intermediat) verbunden. Basis dieser Rotverschiebung ist die Chloridab-
hingigkeit des Gleichgewichts zwischen Ly- und O-Intermediat (K = 450 mM)[74]. Die
Retinalkonfiguration im O-Intermediat wurde auf Grund von FTIR-Studien als 13-cis Isomer

identifiziert.
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Der Zyklus von HR schlieft mit dem 565-Intermdiat ab, dessen Entstehung mit der Reisome-
risierung des Chromophors nach all-trans verkniipft wird. Zur Riickbildung des unbelichteten
HR’s (vielfach in der Literatur als hR bezeichnet) fehlt noch die Anionenbindung an die
Bindungsstelle 11", Die Existenz eines um 5 nm blauverschobenen Intermediats ist fiir
kinetische Messungen des HR-Photozyklus nie zweifelsfrei nachgewiesen worden. Vielmehr
stiitzt sich dieses Modell auf Titrationsexperimente an unbelichtetem HR (hR). Hier
beobachtet man eine entsprechende Verschiebung des Absorptionsmaximums mit abnehmen-
der Chloridionenkonzentration”’.

Ein wesentlicher Unterschied der Transportzyklen beider Ionenpumpen ist die intermedidre
Deprotonierung der PSB von BR (My/My) und die permanent protonierte SB in HR. Aller-
dings verliert HR unter permanenter Belichtung seine Fiahigkeit des lonentransports, was auf
die Deprotonierung der PSB unter Bildung von HRL410 zuriickzufiihren ist”’*"7*!. Wie oben
bereits erwihnt, sinkt der pK, im L-Intermediat auf 4.8. Unter kontinuierlicher Belichtung
verliert deshalb HR im L-Zustand das SB-Proton und eine neue blauverschobene Spezies
entsteht. Es wurde gezeigt, da3 Azidionen die Deprotonierung der PSB nach Aufnahme {iber
die zytoplasmatische Seite katalysieren'’”. In vivo konnte nachgewiesen werden, daB die
Bestrahlung mit Wellenldngen > 360 nm in Gegenwart von Azidionen schlielich einen
einwirtsgerichteten Protonentransport zur Folge.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daf3 fiir die hier diskutierten Rhodopsine (Amaxnr = 578,
AmaxbR = 568, Amax.ski= 587, Amax.ski = 487, Amax i, bovine = 495) durch Absorption eines Photons
entsprechender Energie eine Sequenz von photochemisch unterscheidbaren Intermediaten
eingeleitet wird. Der im picosekunden-Bereich erfolgenden Retinalisomerisierung (rotver-
schobenes Intermediat) folgen im millisekunden-Bereich Intermediate mit deprotonierter SB,
sogenannte M-Zustinde (Ausnahme HR). Dies sind im Falle der Lichtrezeptoren (G-
Proteininteraktion oder Transducerinteraktion) Signalzustinde oder, ebenfalls gekoppelt an
vergleichsweise groe konformative Anderungen Zuginglichkeitsinderungen in BR. In dieser
Hinsicht eine Ausnahme ist HR, bei dem die Deprotonierung der SB einen moglichen
“Seitenast™ des Photozyklus darstellt (und zwar pH-abhingig unter hohem LichtfluB}), der
nicht mit einem Anionentransport verbunden ist. Unter physiologischen Bedingungen bleibt

fiir dieses Retinalprotein die PSB erhalten.

()
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3.3.  Eigenschaften halophiler Organismen

In der Mehrzahl halophiler Archaea konnte bis dato ein Haloopsin-Gen nachgewiesen wer-
den'”. HR transportiert im Unterschied zur Protonenpumpe BR Halidanionen oder Nitrat-
ionen entgegen dem vorliegenden Membranpotential ins Zellinnere. Der aktive Halidimport
dient der Erhaltung eines osmotischen Gleichgewichtes wihrend des Zellwachstums halophi-
ler Archaea. Um in dieser Phase moglichst isoosmolare Verhéltnisse mit dem zellumgebenden
Medium hoher Salzkonzentration zu gewéhrleisten bietet der lichtgetrieben Transport durch
HR eine Alternative zu ATP-verbrauchenden Prozessen. Zusédtzlich bewirkt eine durch HR
erbrachte Chloridaufnahme den Einstrom groBer Stoffmengen an Kalium-Ionen in die Zel-
lel®! (Kalium-Speicher ). Die im Vergleich zum umgebenden Medium hohe intrazellulire
Kaliumkonzentration treibt weitere Kalium-abhéngige Transportprozesse der Zelle an.

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Analyse der lichtgetriebenen Anionenpumpe Halo-
rhodopsin liegt, deren physiologische Funktion in der Erhaltung des osmotischen
Gleichgwichts besteht, soll im Folgenden kurz auf die bekannten Mechanismen der Osmo-

?1 eingegangen werden. Als Osmoadaptation® wird die Fahigkeit einer Zelle

adaptation’
definiert, sich Verdnderungen des &uBleren osmotischen Drucks anzupassen. Zu diesem
Zweck nutzen Organismen verschiedene Osmoregulationsmechanismen.

Halotolerante Bakterien sowie halotolerante, methanogene Archaea und Algen haben niedrige
intrazelluldre Salzkonzentrationen. Die geregelte Synthese kleiner organischer Verbindungen

dient hier zur Eihalt des osmotischen Gleichgewichtes'®").

Organismus Externe Na'-Konzentration“| Interne K'-Konzentration
Methanobacterium 0.02-0.20 0.65-1.1
thermoautotrophicum
Methanospirillum hungatei 0.03 0.15-0.20
M. thermolithotrophicus 1.0 0.9
Methanogenium cariaci 1.0 0.95
Methanosarcina thermophila <0.05 0.18
Methanohalophilus 2.0 0.76
portucalensis
H. halobium 34-43 2.1
H. salinarium 4.00 4.57
N. occultus 3.4 1.1

Tabelle 1: Zusammenstellung der intra- und extrazelluliren Kationenkonzentration halophiler Archaea™”

a) Fiir NaCl-Konzentrationen < 0,5 M sind in den angegebenen extrazelluliren Na+ alle

Natriumverbindungen des Mediums zusammengefaf3t

Diese sogenannten kompatiblen Osmolyte sind polare, wasserlosliche Molekiile (Glycerol,
Glycin, Betain etc.), die bei physiologischem pH-Wert in ungeladener oder zwitterionischer

Form vorliegen und die Stoffwechselprozesse der Zelle nicht beinfluBen. Die Bildung und
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Einstellung der intrazelluldren Konzentration dieser Verbindungen, wird {iber die extrazellu-
lare Salzkonzentration geregelt. In Folge der hohen Wasserloslichkeit werden viele Wasser-
molekiile von den kompatiblen Osmolyten gebunden und die Wechselwirkung letzterer mit
umgebenden Proteinmolekiilen ist minimal.

Von halophilen Organismen® (halophile Archaea, anaerobe halophile methanogene
Archaea, Halobacteriaceae) ist bekannt, dal diese zur Osmoregulation als Alternative zu

kompatiblen Osmolyten intrazellulir hohe Kaliumkonzentrationen!®’!

anreichern (siche
Tabelle 1). Die Abreicherung intrazelluldrer Natriumionen erfolgt mittels eines Na/H'-
Antiporter, der liber Bakteriorhodopsin oder Elektronentransportenzyme der Atmungskette
energetisiert wird. Kaliumionen gelangen passiv durch Diffusion (in Folge des Membran-
potentials) in die Zelle. Der gerichtete Anionentransport erfolgt lichtgetrieben iiber Halorho-
dopsin oder iiber ein Symportsystem fiir Natriumkationen und Chloridionen'®. Deshalb
haben diese Organismen salztolerierende oder gar salzabhingige Enzyme entwickelt. So zeigt
die Aminosdure-Zusammensetzung halophiler Proteine eine signifikante Erhdhung der
Anteile saurer oder kleiner ungeladener Aminosduren (Glycin, Alanin, Valin). Im Gegensatz
dazu ist der Anteil basischer (Lysin) sowie aliphatischer Aminosduren in halophilen Organis-
men stark reduziert™!,

Aktivititsstudien halophiler Enzyme in Abhiingigkeit unterschiedlicher K', Na" und CI-
Konzentration weisen einen deutlichen Anstieg der Aktivitdt mit zunehmender Salzkonzen-
tration auf. Neutronenbeugungsexperimente an der Malatdehydrogenase (MalDH) aus Halo-
arcula marsimortui (H. marsimortui) zeigen, dal an der Proteinoberfldche ein spezifisches
Arrangement von Carboxylgruppen, an die Salze wie KCI und NaCl, sowie Wassermolekiile
koordinativ binden, die halophilen Eigenschaften bestimmt***”], Es finden sich also spezi-
fische Wechselwirkungen zwischen umgebenden Kationen und halophilen Proteinen und
keine unspezifische Stabilisierungen {iber negative Oberflaichenladungen. Fiir Ferredoxin aus
H. marsimortui werden diese Ergebnisse auf Grund der Réntgenstrukturanalyse bestitigt®®).
Insgesamt 34 saure Aminoséduren liegen auf der Proteinoberfldche, wobei wiederum 2 bis 6
Wassermolekiile pro Carboxylgruppe an der Oberfliache detektiert wurden. In der gesamten
Struktur wurden 237 Wassermolekiile zugeordnet, von denen die ,,Oberflichenwasser* ein
extensives Wasserstoffbriickennetzwerk bilden, tiber das 4 Kaliumkationen an der Oberfldche
eines Monomers, und zwei weitere zwischen zwei Monomeren stabilisiert (koordiniert)
werden. Neben diesen spezifischen Wechselwirkungen von Ionen mit halophilen Enzymen
werden weitere unspezifische Mechanismen diskutiert. Als Folge der hohen Salzkonzen-
tration sollten sich die vergleichsweise wenigen hydrophoben Wechselwirkungen halophiler
Protein noch verstirken'®.

Die Zellmembran halophiler Organismen weist im Unterschied zu anderen Prokaryonten
einen hohen Anteil negativ geladener Lipide auf. Die resultierenden elektrostatischen Repul-

sionskrifte der Lipidkopfgruppen werden durch die hohen lonenstirken (Kationen) unter
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physiologischen Bedingungen kompensiert und somit die Lipiddoppelschichten dieser Orga-
nismen stabilisiert.

Diese Mechanismen garantieren eine starke Wechselwirkung zwischen Zelle und Solvens.
Versuche an Liposomenpriparationen aus E. coli Lipiden —diese enthalten vorwiegend neu-
trale Lipide- unter hoher Ionenstérke fithren zur Aggregation und Féllung der Liposomen. Die
speziellen Lipide der halophilen Archaea (negative geladene Kopfgruppen, Phytanol-
Seitenketten) bilden im Unterschied zu den Bakterien-Lipiden (Palmytoyl-Lipide) unter
hohen Ionenstirken stabile dispergierte Liposomen und konnten somit ein “Aussalzen® der

Zelle verhindern'®,
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3.4. Spektroskopische Untersuchung von Proteinen

34.1. Rontgenstrukturanalyse

3.4.1.1. Beugung von Rontgenstrahlung an Kristallen

Eine Darstellung der Rontgenkkristallographie kann mittlerweile in einer Vielzahl von Mono-

[89][90][91][92

graphien nachgelesen werden ], Im folgenden soll deshalb lediglich eine kurze Ein-

fiihrung in die Thematik vorgestellt werden.

Der fiir die Proteinkristallographie wichtige Prozefl bei der Wechselwirkung von Roéntgen-
strahlung mit Festkorpern ist die Beugung. Trifft Rontgenstrahlung auf einen Kristall, d. h.
einem Festkorper, dessen Atome eine regelmifBige 3-dimensionale Anordnung einnehmen,
dann konnen durch Beugung Sekundérstrahlen mit geringerer Frequenz als die Primaér-
strahlung (inelastische Beugung oder Compton-Effekt) sowie mit identischer Frequenz wie
die Primérstrahlung (elastische Beugung oder Thomson Streuung) nachgewiesen werden. Auf
der elastischen Beugung von Rétgenstrahlen an Kristallen, welche 1912 erstmals von Max
von Laue auf Grund der dhnlichen Dimensionen der Atomabstinde in Kristallen und der

Wellenlidnge von Rontgenstahlung vorhergesagt wurde, basiert die Proteinkristallographie.

Ursache fiir die elastische Beugung ist die Wechselwirkung des oszillierenden elektrischen
Feldvektors mit den Elektronen der Atome. Die zur Schwingung angeregten Elektronen
wirken wie oszillierende elektrische Dipole, die ihrerseits Stahlung gleicher Wellenlidnge
(Sekundérstrahlung) emittieren. Auf Grund der Phasenverschiebung der Sekundérstrahlung

| kommt es nur bei einem ganz-

zahligen Vielfachen des Gang-
I1

o7 6 _ unterschiedes (n*A) zur konstruk-
@ d o9 ¢ tiven Uberlagerung oder Inter-
o -0 - g 9@ @ q ferenz, was gleichbedeutend mit
PY P °® PS PY PY I einer erhohten Intensitdt ist. Ist

dies nicht der Fall, fiihrt die
@ @ o o o o - .

Uberlagerung zu  gegenseitiger
o o o O o o Ausloschung  der  Sekundér-

strahlen, auch destruktive Interfe-
Abb. 5:  Schematische Darstellung eines 2-dimensionalen renz genannt.

Kristallgitters mit mehreren einfallenden (von links) Eine Analyse der Réntgenbeugung

nd gebeugten Rontgenstrahlen unter einem . . .
i gebeug g 4 ist in Abb. 5 (2-dimensionaler Aus-
Glanzwinkel 0; d gibt den Netzebeneabstand an.

schnitt des Raumgitters) an Hand
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paralleler Streuebenen in einem Kristall dargestellt. Den Kristall selber ist aus unendlich
vielen identischen Einheiten, den Elementarzellen durch periodische Translation in alle drei
Raumrichtungen aufgebaut.

Im vorliegenden Modell wird die Rontgenbeugung wie eine Reflexion betrachtet, wodurch
das Verstindnis und eine mathematische Beschreibung der Vorginge vereinfacht wird. Die
einfallenden Rontgenstrahlen werden an den Gitterebenen reflektiert. Fiir zwei parallele
Strahlen (Strahlen I und II in Abb. 5) resultiert eine Weglidngendifferenz von AB + BC die
gleich 2 d sin 0 sein muB (d: Abstand der Gitterebenen, 0: Reflexionswinkel). Konstruktive
Interferenz ist nur fiir den Fall zu erwarten, in denen AB + BC ein ganzzahliges Vielfaches
der Wellenldnge (n*A) ist, d. h. nur dann sind die reflektierten Wellen in Phase. 1913 erstmals
beschrieben wird diese Bedingung Bragg’sche-Bedingung (-Gleichung) genannt:

nl=2dsin®

Mit Hilfe der Ewald-Konstruktion”” kann die Bragg’sche-Gleichung bei Verwendung des
reziproken Gitters als Vektorkonstruktion (Vektoren sind im nachfolgenden Text fett
gedruckt) dargestellt werden (Abb. 6).

Der Kiristall befinde sich im
Zentrum der Ewald-Kugel mit
dem Radius 1/A. Ein einfalle-
nder Rontgenstrahl (so) wird
am Kristallgitter unter dem
Winkel 2 0 gebeugt (s). Der
Ursprung (U) des reziproken
Gitters befindet sich dann auf
der Oberfliche der Ewald-

Kugel und zwar, wo diese sich

)

mit dem Vektor des

Primérstrahls schneidet. Fiir S,
den Differenzvektor gilt, daf3
dieser  rechtwinklig zur
Gitterebene  des  Kristall-
gitters steht (sieche Gleichunge
II bis IV). Wenn der Endpunkt
von S die Ewald-Kugel

Abb. 6:  Ewald-Konstruktion®; Erlduterungen siche Text. schneidet, ist P der entsprech-
ende Punkt des reziproken

Gitters. Anders ausgedriickt bedeutet dies, daB fiir jeden Punkt P des reziproken Gitters, der
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auf der Ewald-Kugel zum liegen kommt, die Bragg'sche-Gleichung erfillt ist. Wird der
Kristall rotiert, dann drehen sich entsprechend das reziproke Gitter und folglich werden
nacheinander fiir die unterschiedlichen Punkte des Kristallgitters die Beugungs- oder

Reflexionsbedingungen erfiillt.

il =2dsin® < L= 2sn@
d A

= ‘E‘ Gleichung I

| 1 ST o . .
Essei|so =|S|=Z sowie S=s—s0 mit SL Gleichung Il bis IV

Die Rontgenbeugung erfolgt durch die Elektronen eines Atoms. Die Elektronen sind auf ein
endliches Volumen verteilt und es wird in der Regel angenommen, dal3 diese Verteilung fiir
ein einzelnes Atom eine sphirische Symmetrie aufweist. Damit ist die Beugung am Atom
nicht von der Richtung des Differenzvektors S abhingig, sondern hidngt allein von dessen

f-Achse Betrag ab (siche Gleichung ).
) Deshalb werden die Streuamplituden
M~ einzelner Atome, genannt Atomstruk-
turfaktoren (fig), in der Regel als
Fuktion von sin(0)/A wie in Abb. 7

aufgetragen. fip hédngt von der

' r‘” Atomart (Elektronenzahl), dem
] Beugungswinkel, der Wellenlénge
£FT sowie von dem  thermischen

Vibrationen (Temperaturfaktor) eines

Atoms ab. Aus diesem Grunde ist in

L
'

sinb/A Abb. 7 eine zweite, korrigierte Kurve

eingetragen, die durch Multiplikation
Abb. 7:  Schematische Auftragung des Atomstrukturfaktors des Atomfaktors mit einem Tempe-

fip bzw. des fiir die thermische Vibration raturfaktor (Ti,e) erhalten  werden

korrigierten Atomstrukturfaktors f;gT;g . . Lo

kann. T;p, obwohl anisotrop, wird in

der Proteinkristallographie auf Grund des ungiinstigen Verhéltnis zwischen Observablen und

anzupassenden Parametern iiblicherweise als isotrop angesetzt (reduziert den Parametersatz

von 3 Ortskoordinaten auf eine). In diesen Korrekturfaktor gehen allerdings noch weitere

Unsicherheiten wie z. B. fehlerhafte Datenskalierung und statistische Unordnung des Kristalls

ein.

Die an einem Kristall gestreute Gesamtwelle wird durch Summation der Einzelbeitrdge des

Atomvolumens nach Gleichung V erhalten. Die Atomstrukturfaktoren addieren sich innerhalb

& W)
@
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einer Elementarzellen mit n Atomen unter Multiplikation mit ihrem jeweiligen Phasenwinkel
zum Strukturfaktor (Gleichung VI) auf.

f (§)= J- P(;)e(w;g)dv Gleichung V

v

(S ) = Z:: zm/ Gleichung VI

Auf Grund der Fehlordnung (Mosaizitdt) von Kristallen sind die Beugungsreflexe nicht
unendlich scharf (punktformig), sondern die Gitterebenen aus Abb. 5 befinden sich iiber einen
endlichen Winkelbereich in “Reflexstellung”. Die resultierende Gesamintensitét I(h) eines am
Kristall gebeugten Rontgenstrahls (Ip), der mit einer gleichformigen Winkelgeschwindigkeit

o durch die Reflexposition rotiert, ist nachfolgend durch die Darwinsche Formel® gegeben.

-\ 1 4 2 LAV
I(h)z—”f e2 : 1+ cos” 20 Vs
©® mc 2 V

)2
F (h] Gleichung VII

In Gleichung VII ist mit h ein Reflex, mit m die Elektronenmasse, mit ¢ die Lichtge-
schwindigkeit und mit ¢ die Elementarladung bezeichnet. Der Term (1+cos®20)/2 wird als
Polarisationsfaktor bezeichnet, der die partielle Polarisierung des gebeugten Rontgenstrahls
fiir den Bragg-Winkel 0 bei einem unpolarisierten Primérstrahl angibt. L, der Lorenzfaktor,
beriicksichtigt die relative Zeit, die jeder Reflex in der Reflexposition verbringt. A ist der
Absorptionsfaktor, Vi das Kristallvolumen und V das Volumen der Elementarzelle.

|[F(h)| ist somit die Strukturfaktoramplitude fiir einen Reflex h. Daraus folgt bei kinematischer
Streuung ohne Mehrfachstreuung, das die Intensitdt I(h) des Sekundérstrahls proportional

zum Amplitudenquadrat des Streufaktors |F(h)] ist.

3.4.1.2. Berechnung der Elektronendichte

Der Strukturfaktor [F(h)|, der die gesamte Information eines Beugungsexperimentes enthalt,
ist die Fourier-Transformation der Elektronendichte(p). Demnach kann letztere am Ort xyz

durch inverse Fourier-Transformation nach Gleichung IX berechnet werden

F(hkl)= ‘F(hkz)(em(hk” Gleichung VIII

plxyz :—Z > Z F(hkt)e! 20D Gleichung 1X
k

h
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Der Phasenwinkel a(hkl) eines Reflexes hkl in der Darstellung des Strukturfaktors aus Glei-
chung VIII bleibt in einem Beugungsexperiment unbestimmt. Lediglich die Strukturfaktor-
amplituden |F(hkl)| werden nach der Integration der Reflexintensititen gewonnen (Gleichung
VIII). Diese auch als Phasenproblem bekannte Unbestimmtheit kann nur unter Einsatz zusatz-

licher Methoden geldst werden.

3.4.1.3. Losung des Phasenproblems

Vier Moglichkeiten zur Losung des Phasenproblems sind moglich:

a) Multipler isomorpher Ersatz (MIR)
b) Multiple anomale Dispersion (MAD)
¢) Molekularer Ersatz

d) Direkte Methoden

Der multiple isomorphe Ersatz mit Schweratomderivaten ist die am héufigsten verwendete
Methode zur Losung des Phasenproblems. Neuere Methoden wie das MAD-Experiment
gewinnen allerdings zunehmend an Bedeutung®” und werden in jiingster Zeit sogar ohne
Derivatisierung von Proteinen (Seleno-Methionin, Seleno-Tryptophan etc.) auch direkt {iber
den Schwefel des Cyst(e)ins bzw. Methionins versucht[]. Fiir gro8e Proteine/Proteinkomplexe

wird, wenn keine weiteren Strukturinformationen vorliegen*°71%%]

, allerdings nach wie vor
der MIR unumginglich sein. Mit der zunehmenden Anzahl verfiigbarer Proteinstrukturen
steigt die Chance mit Patterson-Suchmethoden (Molekularer Ersatz) eine anfiangliche Phasen-
information fiir die Strukturbestimmung bei homologen Proteinen durchzufiihren!®*'!' 01,
Direkte Methoden werden bis dato in der Kleinmolekiilkristallographie erfolgreich
angewandt.

Der multiple isomorphe Ersatz soll nachfolgend kurz beschrieben werden. Durch Inkubation
von Kristallen mit schwermetallhaltigen Losungen kann es zur Diffusion der Verbindungen
durch Solvenskandle im Kristall und anschlieBender Bindung (kovalent wie auch nicht-
kovalente Bindungen sind mdglich) kommen. Bleibt die kristallinterne Ordnung wihrend
eines solchen Prozesses erhalten, dann lassen sich die Positionen der Schweratome in der
Elementarzelle durch einen mathematischen Vergleich von Schwermetall-Derivat(en) und
nativem Kristall via Differenz-Patterson-Funktionen bestimmen.

Die Patterson-Funktion ist eine Fourier-Addition sdmtlicher Intensititen (Quadrate der

Strukturfaktoramplituden) ohne Beriicksichtigung von Phaseninformationen.
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imaginire Achse
A

reele Achse

v

P(uvw) = %ZZZ ‘F(hkl)(z cos(27 )(hu + kv +iw)  Gleichung X
h k1

dF| =[Fy|-|F,| GleichungXI

Abb. 8:  Harker-Konstruktion: Jedem Reflex wird ein Kreis mit dem Radius [Fp| um
den Ursprung (U) gezeichnet. Fiir jedes weitere Schwermetallderivat ergibt
sich ein weiterer Kreis, versetzt um —Fy; (—Fy; etc.) mit dem Radius Fpy;
(Fpuo etc.). Die resultierenden Schnittpunkte (P, bzw. P,) markieren zwei
mogliche Werte fiir die Phase op. Nur durch Hinzunahme eines weiteren,
unabhdngigen Derivates kann eindeutig ein gemeinsamer Schnittpunkt (hier

P,) und damit die Phase des nativen Datensatzes bestimmt werden.

Die Patterson-Funktion (Gleichung X) beinhaltet die interatomaren Vektoren. Somit ergibt
sich. mit und ohne Schwermetall-Derivatisierung eine Differenz der Strukturfaktoren des
nativen Proteins und des Derivates nach Gleichung XI.

Im AnschluBl an die Verfeinerung der Schweratomparameter konnen die Strukturfaktoren
|Fliso Uiber die Harker-Konstruktion (Abb. 8) bestimmt und damit die Phasen des nativen
Datensatzes errechnet werden.

In der Regel ist die Phasenbestimmung mit einem einzigen Derivat (SIR) nicht eindeutig wie
aus Abb. 8 ersichtlich (hier sind zwei Losungen moglich). Deshalb werden in der Praxis

haufig mindestens zwei Derivate untersucht.

W W)
@
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3.4.2. FT-IR- und -Raman-Spektroskopie

In dieser Arbeit wurden unter anderem die Infrarot- und Raman-Spektroskopie zur Unter-
suchung von HR-Kristallen verwendet. Beide Methoden geben Aussagen iiber Molekiil-
Schwingungen wieder, basieren jedoch auf verschiedenen physikalischen Prinzipien!! *2!'%],
Im Falle der Infrarot (IR)-Spektroskopie wird Elektromagnetische (EM)-Strahlung des infra-
roten Bereichs (400-4000 cm™) mit der Probe zu Wechselwirkung gebracht. Die Energie der
EM-Strahlung liegt im Bereich der Ubergangsenergien fiir Molekiilschwingungen. In Folge
der Anregung spezifischer Schwingungsiibergénge fehlen in der transmittierten Strahlung
(dem Absorptionsspektrum) distinkte Wellenzahlen. Im Unterschied dazu werden bei der
Raman-Spektroskopie (Re)-Emissionsspektren aufgenommen. Dazu wird die Probe mit
monochromatischem Licht bestrahlt, welches moglichst nicht von der Probe absorbiert wird.
Die durch elastische Streuung isotrop in alle Raumrichtungen re-emittierte Strahlung wird,
soweit sie die gleiche Wellenzahl wie das eingestrahlte Licht hat, als Rayleigh Strahlung
bezeichnet. Daneben werden symmetrisch (in Bezug auf die Wellenzahl) zur Rayleigh-
Strahlung Emissionslinien kleinerer Wellenzahl (Stokes-Linien) und hoéherer Wellenzahl
(anti-Stokes-Linien) registriert (sogenannter Raman-Effekt!'®”). Diese als Raman-Linien
bezeichneten Emissionsbanden sind in isotropen Proben unabhidngig von der Immiter-
frequenz. Das Auftreten der Raman-Linien wird durch inelastische Beugung an den
Molekiilen der Probe erklért. Die immitierte Strahlung (der Photoquant) regt hierbei Molekiil-
schwingungen (durch Zusammensto3e) an. Die Stokes-Linien entstehen anschlieBend durch
Re-Emission angeregter Molekiile, wobei die Abgabe gleichméBig in alle Raumrichtungen
erfolgt.

Die Frequenzverschiebung der Stokes-Linien relativ zur Imitterfrequenz entspricht somit den
korrespondierenden Banden im IR-Spektrum. Ebenso kann es zur Uberlagerung von Imitter-
frequenz und abgegebener Strahlung angeregter Molekiille kommen. Resultierende anti-
Stokes-Linien sind im Vergleich zu den Stokes-Linien intensititsdrmer, da fiir jede dieser
Linien die bei Verlassen des angeregten Zustandes emittierte Strahlung in Resonanz mit
Rayleigh-Streustrahlung treten mufl. AuBlerdem ist der Anteil angeregter Molekiile gemil3 der
Boltzmann-Verteilung bei Raumtemperatur gering. In den dazugehorigen Raman-Spektren
werden deshalb nur die Intensitéts-starken Stokes-Linien abgebildet. Durch die Annédherung
der Erregerfrequenz an die Absorptionsfrequenz fiir den Ubergang in einen elektronisch ange-
regten Zustand kommt es zu einer Potenzierung des Raman-Effekts. Dieser Resonanz-Raman-
Effekt ist besonders fiir die Untersuchung von Chromoproteinen vorteilhaft, da hier die
Immiterfrequenz an die Absorptionsbanden des Chromophors angepalit werden kann. Ein-
schrinkend sei bemerkt das Fluoreszenzstrahlung, die bei der Riickkehr aus elektronisch

angeregten Zustidnden auftritt, die vergleichsweise schwache Raman-Streuung iiberdecken
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kann. In Bezug auf die Untersuchungen an HR-Kristallen zeigt die Fluoreszenz die grofite
Beeinflussung des Resonanz-Raman-Spektrum. Die Anregungswellenldnge wird deshalb so
gewdhlt, dal ein bestmoglicher Kompromifl zwischen Signalverstirkung durch den
Resonanz-Raman-Effekt und Fluoreszenseinfliisse zustande kommt.

Sowohl der Raman- als auch der IR-Spektroskopie liegen Auswahlregeln zu Grunde, die je
nach Methode Schwingungsmoden erlauben oder verbieten. Diese Auswahlregeln sind im
Fall der IR-Spektroskopie an eine Anderung des Dipolmoments gekniipft. Es sind hier nur die
Schwingungen aktiv, die mit eine Anderung des Dipolmoments verbunden sind. Anschaulich
erklart bedeutet dies, da3 der elektrische Feldvektor der MeBstrahlung mit dem Dipolmoment
des/der Molekiils/Molekiilgruppe wechselwirken muf. Hingegen gilt fiir die Raman-
Spektroskopie, daB sich die Polarisierbarkeit des Molekiils im aktiven Schwingungsmodus
dandern mufB. Nur unter dieser Bedingung kommt es zu einer Wechselwirkung des elektrischen
Feldvektors mit der Probe.

Es sei noch erwihnt, das in den durchgefiihrten Experimenten ausschlieBlich Fourier trans-
formierte (FT) Raman- und IR-Spektren analysiert wurden. Im Unterschied zur Detektion
distinkter Wellenzahlen werden hier gleichzeitig alle am Detektor ankommenden Frequenzen
iiber einen kurzen Zeitbereich aufgenommen (Interferogramm, komplexes Signal in
Abhingigkeit von der Zeit) und nach Zerlegung der periodischen Funktion in Summen von
Sinus- und Cosinusfunktionen (Fourier-Analyse) mittels Transformation nach Fourier die
zeitliche Signalverdnderung in eine wellenzahlabhingige Signalverdnderung tberfiihrt. Der
Vorteil diese Methode gegeniiber der Detektion einzelner Wellenldngen liegt hierbei primér

in der enormen Zeitersparnis dieser Methode.
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3.5. Anreicherung von Photozyklusintermediaten

Auf die Struktur des unbelichteten Halorhodopsins aufbauend wurden im Rahmen dieser
Arbeit verschiedene Versuche unternommen, Photozyklusintermediate zu charakterisieren. Zu
diesem Zweck wurden neben der Sammlung von Rontgenstrukturdaten auch spektroskopische
Untersuchungen an den Kristallen im UV/VIS- und IR-Bereich vorgenommen. An dieser
Stelle sollen deshalb mogliche Strategien zur Anreicherung von Photozyklusintermediaten bei

Retinalproteinen hinsichtlich der Moglichkeiten und Limitierungen kurz beleuchtet werden.

E

potentiell

Reaktionskoordinate

Abb. 9:  Darstellung moglicher Energieprofile fiir Retinalproteine entlang einer imaginiren Reaktionsko-

ordinate. (E5: Aktivierungsenergie, weitere Abkiirzungen siche Text)

Unabhiéngig von der jeweiligen Strategie zur Anreicherung von Reaktionsintermediaten sei
angemerkt, daB sich strukturelle Anderungen im 3-D Kristall von denen in Losung oder in
vitro ablaufenden Prozessen unterscheiden konnen. Beispiele solcher Unterschiede sind fiir
das Photoactive Yellow Protein ausfiihrlich an Hand der strukturellen Differenzen zwischen
NMR!")(Spektroskopie in Losung) und RSAM! (Spektroskopie an 3-D Festkorpern)
beschrieben. Auch fiir Bakteriorhodopsin werden in Abhidngigkeit von der Methode
(Elektronenmikroskopie und -Kristallographie [EM] versus RSA) und/oder Probenform (2-D

1071108] 1 eider sind diese

versus 3-D) strukturelle Unterschiede bei Intermediaten beobachtet!
Differenzen, besonders was die Untersuchung von 3-D Kristallen anbelangt, moglicherweise
systemimmanent. Das heift, Kristallkontakte und/oder Kristallpackungen verhindern
eventuell strukturelle Anderungen in 3-D Kristallen, was in manchen Fillen den Verlust der
kristallinen Ordnung begriinden mag. Hinzu kommt, dal gerade bei EM-Untersuchungen

109][110]

oftmals extreme pH-Werte gewihlt werden! , die die Messungen beeintrichtigen

W W)
@
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konnen. Der Einflu3 des Aggregatzustandes und der MeBBparameter ist deshalb nicht unmittel-
bar auf die Diskrepanzen beider Methoden zuriickzufiihren.

Eine weitere grundsétzliche Frage bei der Verwendung der RSA ist die Vergleichbarkeit von
Strukturen bzw. Strukturdnderungen, die bei tiefen Temperaturen untersucht werden (dies ist
der Regelfall bei der RSA, um eine Schidigung des Kristalls durch unspezifische Reaktionen
gebildeter Radikal zu minimieren) mit den bei Raumtemperatur beobachteten Anderungen.
Konzentriert man sich auf die RSA ergeben sich grundsitzlich die Moglichkeiten zeitauf-
geloste (Laue-Methode) oder statische Untersuchungen durchzufiihren. Auf die Laue-
Methoden soll in diesem Rahmen nicht ndher eingegangen werden. Fiir die statischen
Untersuchungen ist es notwendig, da3 die Reaktionsintermediate gezielt angereichert und
tiber die MeBzeit stabilisiert werden kdnnen. Zu diesem Zweck werden beispielsweise bei
enzymatischen Reaktionen inhibierende, photolabile Substratanaloga eingesetzt, bei denen
nach Initiation der Reaktion durch Photolyse gezielt die reaktive Komponente freigesetzt

" Im Falle der Chromoproteine kann durch die Belichtung bei definierter Wellenlinge

wird!
eine Serie von Reaktionen eingeleitet werden. Die beiden hier erwdhnten Beispiele finden
sowohl in zeitaufgeloster RSA als auch in der stationdren Analyse bei tiefen Temperaturen
Anwendung.

Eine weitere, allerdings umstrittene Mdglichkeit, ist die Verwendung von Mutanten, deren
Reaktionskinetik (siche Abb. 9, Ubergang K nach L;) am Ubergang von einem Intermediat zu
Néchsten derart verzogert (die Aktivierungsbarriere erhoht) ist, dal es zur Anreicherung eines
Intermediates kommt. Hauptproblem bei diesen Experiemten ist die Vergleichbarkeit
gewonnener Informationen von Mutante und Wildtyp.

Der gezielte Reaktionsbeginn mittels pH-Anderung, der urspriinglich bei zeitaufgelosten RSA
genutzt wurde, kann allerdings auf die statische RSA iibertragen werden!''". Diese bisher
wenig genutzte Moglichkeit, ist kiirzlich von Kiefersauer et al. (2000)!''?! im Hinblick auf ein
mit Feuchtigkeits- und pH-Kontrolle kombiniertes Kiihlsystem publiziert worden. Die
Autoren beschreiben eine Modifikation des herkommlichen Kiihlsystem zur RSA, mit dessen
Hilfe die Ordnung im Kristall {iber die Manipulation des Feuchtigkeitsanteils (Transforma-
tion) kontrolliert werden kann. Durch geschickte Kombination einer pH-Anderung mit der
Feuchtigkeit sollte hier eine Moglichkeit bestehen Reaktionen iiber den pH-Wert zu
kontrollieren.

Neben diesen (photo-)chemischen Parametern konnen gezielt Temperaturdnderungen zur
Inhibition von beispielsweise photochemisch induzierten Reaktionen genutzt werden. In Abb.
9 ist ein hypothetisches Energiediagramm fiir den HR-Photozyklus wiedergegeben. Nachdem
durch Absorption eines Photons und Retinalisomerisierung der K-Zustand erreicht wird, muf3
erneut eine Aktivierungsenergie fiir den Ubergang nach L; erbracht werden. Initiiert man den
Photozyklus bei Temperaturen kleiner 120 K, dann ist die Aktivierungsbarriere zum

Erreichen des Folgeintermediats (L) hoher als die durchschnittliche kinetische Energie
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(Schwingungsfreiheitsgrade gemall der Boltzmann-Verteilung). Einschriankend sei bemerkt,
daB mit dieser Methode der kinetischen Anreicherung kaum groBere konformelle Anderungen
im Festkorper erreicht werden konnen. Die damit verbundene Anderung von Kristallkon-
takten flihrt 1. d. R. zum Verlust der Ordnung im Kristall (siche oben). Besteht dieses Problem
nicht, dann konnen mit dieser Strategie durch Temperaturerh6hung systematisch die Folge-
intermediate angereichert werden, vorausgesetzt, die Aktivierungsenergien fiir die Hinreak-
tion nehmen von Ubergang zu Ubergang zu und das jeweilige Produkt hat eine geringere
potentielle Energie als der vorangehende Zustand.

Bei der Wahl einer solchen Strategie sind einige Punkte zu beachten: Grundsétzlich gilt, dal3
die erzeugten Tieftemperaturintermediate nicht a priori mit Raumtemperaturintermediaten
gleichzusetzen sind. Weitere funktionelle Charakterisierungen des Kristalls, (UV/VIS, FTIR,
EPR etc) sind deshalb notwendig, um einen Vergleich mit physiologischen Bedingungen zu
erstellen. Dariiber hinaus konnen zeitaufgeloste Studien (Photozyklus von HR oder serielle
Abfolge der Rhodopsin-Intermediate) eine deutliche Temperaturabhingigkeit zeigen. So ist
zu beriicksichtigen, das sich die Aktivierungsenergien (fiir Hin- und/oder Riickreaktion)
temperaturabhéngig verdndern. Zusétzlich ist zu beachten, das derart gebildete Photoprodukte
mitunter nicht einheitlich, sondern, strukturell heterogen, liber einen Konformationsraum ver-
teilt sind. In Abb. 9 ist dieses Problem fiir das L;-Intermediat mit mehreren Zustinden
erhohter potentieller Energie angedeutet. Aus Griinden der Vereinfachung gibt Abb. 9 aller-
dings nur die potentielle Energie entlang einer Reaktionskoordinate wieder. Es kénnen durch
Temperatur-, Druckédnderungen etc. auch andere Reaktionskoordinaten beschritten werden.
Eine Alternative ist deshalb die Akkumulation des langlebigsten Photointermediates unter
photostationdren Bedingungen bei Raumtemperatur mit anschlieBendem schockgefrieren des
Zustandes. Auf diese Weise 148t sich allerdings nur ein Intermediat erzeugen. In diesem Fall
ist es notwendig weitere Studien mit Mutanten durchzufiihren, durch deren Belichtung sich
ein anderes, bestenfalls physiologisches, Intermediat anreichern 148t.

Sowohl fiir die bei tiefen Temperaturen angereicherten als auch fiir die bei Raumtemperatur
erzeugten Intermediate gilt, da wihrend der RSA keine Folgereaktionen ablaufen, da sonst
lediglich ein zeitlich gemitteltes Bild iiber alle durchlaufenen Zustinde erhalten wird.

Im speziellen Fall der photoinduzierbaren Reaktionen kommt eine weitere Einschridnkung bei
den durch tiefe Temperaturen angereicherten Intermediaten hinzu. Durch die intensive Be-
lichtung der Kristalle kann es zu einer starken lokalen Erwdrmung kommen. Das vorrangige
Ziel besteht also darin einen sinnvollen Kompromif3 zwischen minimal aufzuwendender Be-
strahlungsdosis und Ausbeute eines Intermediats zu erzielen. Die kiirzlich von Edman et al.
(1999)1*% publizierte Prozedur zur Erzeugung des K-Intermediates von BR im Kristall ist aus
diesem Grund skeptisch zu bewerten. Die Tatsache das dieses Intermediat selbst bei 100 K
nicht iiber ldngere Zeit stabil ist, hat die Autoren veranlat wahrend der gesamten Daten-

sammlung eine Belichtung des Kristalls vorzunehmen (photostationidres Gleichgewicht). In
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Folge der kontinuierlichen Belichtung ist davon auszugehen, das es zu einer starken lokalen
Erwdrmung am Ort des Chromophors und in Folge thermisch induzierter Reaktionsprodukten
kommt.
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4. Ergebnisse

4.1. Einfiihrung

4.1.1. Strukturuntersuchungen an HR

Die bisher prisentierten HR-Strukturmodelle basieren sdamtlich auf Untersuchungen 2-
dimensionaler Kristalle (2-D Kristalle) mittels Elektronen-Kristallographie und -Mikroskopie.
In allen Féllen wurden in vivo gebildete 2-D Kristalle (HR-PM, Schwimmdichte 1.14 — 1,16
g*em™) iiber Dichtegradientenzen-
trifugation isoliert und bis auf die
Entfernung der Saccharose ohne
weitere Behandlung auf Kohlen-
stoff-beschichteten ~ Kupfer-Gittern
tiefgefroren und mikroskopiert. Die
in der ersten elektronenmikrosko-
pischen Studie von Havelka et al.
(1993)!'"3) generierte Projektion mit
einem Aufldsungslimit von 6 A in

der Membranebene zeigt Tetramere

identisch  orientierter Molekiile.
Dies ist in Abb. 10 schematisch

Abb. 10: HR Packung der 2-D Kristalle im p42,2 Gitter. .
g P4 durch schwarze und weifle Kugeln

Jeweils vier gleich orientierte Monomere (gleicher

Fiillung) sind zu einem Tetramer zusammengefaf3t. angedeutet. In der zweiten

Die zwei Tetramere einer asymmetrischen Einheit elektronenmikroskopischen  Unter-

sind durch die Quadrate (Zellkonstante 102 O) suchung[114] konnte durch Tomogra-
phie an 2-D Kristallen erstmals ein 3-dimensionales Modell (3-D) des Monomers erzeugt
werden. Der Kontakt innerhalb jedes dieser Tetramere wird iiber die Helices D und E eines
Monomers mit Helix B des anliegenden Monomers vermittelt. Die Tetramere wiederum
lagern sich antiparallel zueinander an. Vermittelt wird der Intertetramer-Kontakt tiber zwei F
Helices benachbarter Monomere. Ahnlich dem Tetramer bilden die Helices B, D und E
zweier benachbarter Monomere den Intratrimer-Kontakt (sieche Abb. 23) in den 3-D Kristallen
von HR . Hinzu kommen hier noch Protein-Lipid-Wechselwirkungen der Palmitinsédure mit
den Helices D und C sowie D und B zweier Monomere. Im Unterschied zu den in vivo
Kristallen erfolgen die Intertrimer-Kontakte in den 3-D-Kristallen ausschlieBlich iiber
dazwischen liegende Lipide.
Fehlordnungen, wie z. B. die Versetzung der kristallinen Bereiche sowie Fehlstellen (Locher),

in den 2-D Kristallen limitieren in beiden vorangehenden Untersuchungen die maximale
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Auflosung. Mit der Einfiihrung einer verbesserten Mittelungsprozedur (unbending-Prozedur),
hier wird der gesamte 2-D Kristall durch Translation (in der x,y-Ebene) eines kleinen, mog-
lichst gut geordneten Bereiches (Referenzbereich) korrigiert, lieB sich kiirzlich die Auflo-

51 Auf der Basis der vorangegangenen Untersuchung

sungsgrenze nochmals verbessern
konnte mit dieser Prozedur und weiteren 85 Diffraktionsbildern die effektive Auflosung auf 5
A in der Membranebene und 12 A orthogonal zur Membranebene verbessert werden. Die ent-
sprechende Elektronendichte ist in Abb. 11 gezeigt. Erstmals sind hier durchgehende
Elektronendichtebereiche der sieben Helices zu erkennen (Teilabb. B und C) und auch der B-
Ionon Ring, nahe Helix E, ist zu lokalisieren (Teilabb. A und C).

Auch bei einer maximalen Aufldsung von 5 A ist die Helixanordnung von HR und BR nahezu

identisch. Versuche, die EM-Strukturen beider Proteine bei dieser Auflosung zur Deckung zu

N.p. Sensory Rhodopsin |l Baovine Rhodopsin

Abb. 11: links: Elektronendichtekarten von HR nach Kunji ez al. (2000)""">! A Sicht auf die extrazellulire
Seite B und C Ansichten der Helices in der Membranebene; D VergroBerung der Retinalum-

gebung um den lonon-ring

Abb. 12: rechts: Vergleich der Projektionen (Ansicht ez bzw. intradiscal) verschiedener 7 TM-Proteine
orthogonal zur Membranebene®. Alle Darstellungen sind auf 6 A Auflssung normiert (Aus-
nahme Squid).

bringen (hier nicht gezeigt), ergeben nur geringe Abweichungen, vorzugsweise in Helix E

und F. In Abb. 12 sind zum Vergleich die Projektionen verschiedener Rhodopsine orthogonal

zur Membranebene bei 6 A dargestellt. Der Vergleich der extrazellulidren bzw. intradiskalen

Ansichten zeigt die starke Ahnlichkeit der archaealen Rhodopsine (Abb. 12, links) bzw. deren

Unterschiede zu eukaryotischen Rhodopsinen (Abb. 12, rechts). In allen drei archaealen
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Vertretern sind die Helices B, C und D als isolierte Bereiche zu erkennen, Helix A, E bis G
sind relativ dazu angewinkelt und gehen in der Projektion ineinander iiber (Abb. 12). Deutlich
verschieden dazu sind die eukaryotischen Rhodopsine deren 3-dimensionale Struktur schon in
der Einleitung (Abschnitt 3.1) am “Rinderrhodopsin‘ niher erldutert wurde.

Es bleibt festzuhalten, daB3 auch bei niedriger Auflosung ein unterschiedliches Helixarrange-

ment zwischen archaealen und eukaryotischen Rhodopsinen zu erkennen ist.
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4.1.2. HR-Tieftemperaturintermediate

Strukturuntersuchungen an HR-Intermediaten wurden bis dato nicht publiziert. Die zur Verfii-
gung stehenden 2-D-Kristalle sind von zu geringer Qualitidt und erst kiirzlich konnte die Auf-
16sung von Kunji et al. (2000)!'"*! auf 6 A verbessert werden (siche 4.1.1).

In dieser Arbeit wurden mehrere Strategien zur Anreicherung und Strukturanalyse von Photo-
zyklusintermediaten untersucht. Fiir das bei 110 K stabile K-Intermediat wurden sowohl
Messungen bei konstanter Belichtung (532 nm) als auch mit einmaliger Vorbelichtung vorge-
nommen. Der zur Anreicherung der (des) L-Intermediate(s) vorgenommene Versuch durch
Temperaturerh6hung auf 200 K (ab 170 K kann der L-Zustand UV/VIS-spektroskopisch
nachgewiesen werden) der tiefgefrorenen Kristalle erwies sich als nicht gangbarer Weg. Die
gefrorenen Kristalle verlieren mit ihrer Erwdrmung auf 195 K nach Belichtung (632 nm)
reproduzierbar ihre kristalline Ordnung. Um dennoch eine Anreicherung des L-Intermediats
zu erreichen wurden deshalb bei Raumtemperatur kontinuierlich belichtete Kristalle in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Unter diesen photostationdren Bedingungen reichert sich

bei Raumtemperatur das langlebigste Intermediat (L) des Photozyklus von HR an.

4.2.  Proteinreinigung

901 \ie unter 7.3.1

Die Isolierung von HR erfolgte mit Anderungen nach Duschl ez al. (1988)!
beschrieben. Um eine HR-Solubilisat moglichst konstanter Zusammensetzung hinsichtlich
des Protein/Lipid-Verhiltnis zu
erhalten, wurde bei definiertem

5000 —

Stoffmengenauftrag mit konstan-

e m:snnm tem Bettvolumen, Volumen an
- B Waschpuffer, konstantem Volu-
. | menstrom etc. gearbeitet. An
2w e l I Stelle  des  von  Duschl
1000 -

‘ o I verwendeten  Phenylsepharose
| |
\ A CL-4b Mediums wurde eine

“vorgepackte” Resource-Phenyl-

sepharose, deren Vorteil neben

Elutionsvolumen/mL

) » den reproduzierbareren
Abb. 13: Chromatogramm einer HR-Reinigung. In Cholat

solubilisiertes HR wird an eine Phenyl substituierte Packungseigenschaften in  ihrer
Sepharose-Matrix gebunden und nach Entfernung von ~ hohen Beladungskapazitit liegt,
Proteinverunreinigungen durch einen verwendet. Im Unterschied zum
Detergenzwechsel auf B(-Oktylglukosid eluiert. CL-4b Medium wird bei diesem
Weitere Einzelheiten siehe 7.3.1 HR-Isolierung.

W W)
@
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Saulentyp selbst bei geringer Proteinbeladung nur ein Elutionspeak (Amax = 570 nm) fiir HR
nach dem Detergenzwechsel gefunden.

Abb. 13 zeigt ein typisches Chromatogramm der HR-Reinigung mit Hilfe der Phenyl-
Sepharose. Der vertikale Pfeil bei 11 mL Elutionsvolumen markiert den Detergenzwechsel
von 0 auf 100 % B-Oktylglukopyranosid (OG). Vor dieser Marke wird ein Elutionspeak mit
hoher Proteinkonzentration (A; = 280 nm, Linie 1.) aber geringem HR-Anteil (A, = 570 nm,
Linie 2) gefunden. Nach dem Detergenzwechsel auf OG erkennt man wiederum drei korres-
pondierende Peaks (A; = 280 nm, A, = 560nm, A3z = 420 nm [Linie 3] bei ca 20 mL Elutions-
volumen). Fiir das HR-Wildtypprotein konnen so bis zu 80 % reinen HR-Solubilisats
gemessen an solubilisierter HR-Membranfraktion gewonnen werden. Die Reinheit des HR
geht mit einem Verhiltnis der Absorptionsmaxima fiir 280/560 von ca 1.6 gegen 100 %!''®,
Eine Anderung des Solubilisierungspuffers von 4 M NaCl auf 3.0, 3.5 oder 4.0 M KCI, um
einen nachtraglichen Wechsel des Salzes zu vermeiden, ergab keinen Einfluf3 auf die Solubili-
sierungsausbeute und Stabilitdt von HR. Die nach Konzentration des Solubilisats erhaltenen
UV/VIS-Spektren zeigten geringe (< 2 %) oder nicht mehr nachweisbare Anteile an Cyto-
chrom C (Spektren nicht gezeigt).

4.3. Kiristallisation des Halorhodopsin Wildtyps sowie einiger Mutanten

Fiir die HR-Kristallisation wurde die von Landau ez al. (1996)""°" beschriebene Methode der
kubischen Lipidphasen verwendet. Dazu wird die Proteinlésung mit dem Lipid Monoolein in
einem Massenverhéltnis gemischt (ca 1/2), welches die Ausbildung einer bikontinuierlichen
kubischen Lipidphase zur Folge hat (siche auch Abschnitt 5.1). Merkmal der kubischen

Lipidphase ist die dreidimensionale Anordnung einer ununterbrochenen Lipiddoppelschicht.

Abb. 14: Ausschnitt einer Lipid/ Protein-  Abb. 15: VergroBerter Ausschnitt der
Mischung. Deutlich zu erkennen ist lipidreichen Phase entsprechend der
die Trennung in eine lipidreiche nebenstehenden Abbildung. Zu
(links oben) und eine proteinreiche erkennen sind hunderte Kristallkeime.
Phase (rechts)
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Einmal in diese Lipidschicht integrierte Membranproteine sollten iiber laterale Diffusion
jeden beliebigen Ort innerhalb des Membransystems erreichen und somit leicht eine neue
relative Orientierung einnehmen konnen. Die Vorginge im Verlauf der Kristallisation sind
bisher nicht bekannt. In Abschnitt 5.1 wird deshalb und auf Grund der in dieser Arbeit ge-
wonnenen Beobachtungen eine Hypothese zu den Vorgdngen im Kristallisationsverlauf (in
kubischen Lipidphasen) aufgestellt.

Die Optimierung der Kristallisationsbedingungen war auf Grund der langen Kristallisations-
zeit (3-9 Monate) fiir den HR-Wildtyp langwierig. Um den Aufwand der Probenpriparation
zu verringern und eine moglichst groBe Anzahl von Parametern zu variieren, wurden neben
der Variation der Kristallisationsbedingungen zusétzliche Anstrengungen unternommen, die
Inkubationszeit der Ansétze stark zu verkiirzen und die verwendeten Probenmengen zu mini-
mieren. Die Priparation erfolgte zu Beginn, wie von Landau er al!"" beschrieben, in
Glasrohrchen (Innendurchmesser 5 mm, Linge 300 mm) mit Volumina der kubischen Phase
von etwa 20 pL. Das Gesamtvolumen wurde im Verlauf der Optimierung auf 7-10 uL ver-
ringert. Um die zeitaufwendige Uberfiihrung des festen Lipids zu umgehen, wurde anschlies-

send versucht das Lipid in fliissiger Form (Schmelzpunkt ca. 35 °C) in die Kristallisations-

Abb. 16: HR-Kristalle eingebettet in eine Monoolein-Matrix. Die Kristalle haben die ungefdhren
Abmessungen von 150*150*%20 pm

ansitze zu Uberfilhren. Diese Vorgehensweise birgt den Nachteil in sich, daB3 es zu einer
unvollstindigen Mischung von Lipid und Proteinlosung kommt. Abb. 14 und Abb. 15 zeigen
Ausschnitte einer mit fliissig iiberfithrtem Lipid priparierten Phase. Das vor der Durch-
mischung erstarrte Lipid erlaubt selbst durch intensive Mischung von Lipid und Protein-
16sung keine Ausbildung einer homogene Phase (Abb. 15). Diese Phasentrennung verhinderte
die Kristallisation zwar nicht, doch fiihren die hohen lokalen Proteinkonzentration zur Ausbil-
dung einer Vielzahl von Kristallkeimen und in Folge dessen zum Wachstum vieler kleiner
Kristalle (maximaler Durchmesser 50 um) wie in Abb. 15 gezeigt. Auch ein schnelles Ver-
mischen der Lipidschmelze mit der Proteinldsung fiihrt zu einer Auftrennung in protein- bzw.

lipidreiche Phasen mit dem Unterschied, dall sich die wiBrige Losung auf Grund ihrer
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vergleichsweise hohen Dichte nach einmaliger Zentrifugation unterhalb der lipidreichen
Phase sammelt. Ein hoher Zerteilungsgrad bzw. eine hohe Lipidoberfliache sind somit unum-
ginglich, um eine moglichst homogene kubische Lipidphase zu erhalten. Um das Lipid
dennoch ziigig in die einzelnen Kristallisationsansatze zu iiberfithren, wurden anschlieend
Eppendorf-Reaktionsgefiafle (fiir die PCR, 250 pLL Volumen) verwendet, deren vergleichs-
weise groer Durchmesser ein leichtes Eintragen des festen Lipids ermoglicht. Dariiber
hinaus lassen sich die entstandenen Kristalle in diesem System sehr viel leichter aus der
Lipidmatrix isolieren.
Abb. 16 zeigt HR-Kristalle (des Wildtyps) nach ca. 9 monatiger Inkubationszeit. Die Lipid-
matrix ist zu diesem Zeitpunkt nahezu farblos und das anfénglich homogen verteilte Protein
liegt jetzt in kristalliner Form vor. Die hexagonalen Kristalle haben Abmessungen von 100
bis 200 um in den groBten Dimensionen und ca 10 bis 20 pm orthogonal dazu. Die Konsi-
stenz des Lipids ist jetzt zdhfliissig und nicht mehr gelartig wie unmittelbar nach der Prépara-
tion. Mit einer erfolgreichen Kristallisation von HR ist somit offenbar ein Phaseniibergang
von einer kubischen zu einer lamellaren Lipidphase verbunden (siehe Kapitel 5.1).
Da die Kinetik eines solchen Phaseniibergangs unmittelbar mit dem zu Beginn vorliegenden
Lipidanteil zusammenhéngt, sollen im folgenden nur die Endkonzentrationen der beteiligten
Komponenten fiir einen Lipidanteil von 58 % (w/w) angegeben werden:

58 % (w/w) Lipid / ¢(HR) = 3,3 bis 3,5 mg*mL" / ¢(KCI) = 1,5 bis 1,7 mol* L'/

¢(Tris-HCI) = 2-5 mmol*L™" (pH = 7,2) / 3-5 % (w/w) f-OG

Eine Vorhersage iiber den Verlauf einer Kristallisation 148t sich, in Abédngigkeit von den Pri-
parationsbedingungen, nach 2 bis 8 Wochen machen. Bei erfolgreicher Wahl der Kristallisati-
onsbedingungen erscheinen in der Lipid-
matrix Kristallisationskeime wie in Abb. 17
dargestellt. Die zu Beginn der Prédparation
homogen gefirbte Lipidmatrix ist jetzt
stellenweise transparent.
Es soll allerdings nicht unerwéhnt bleiben,
daB vereinzelt Kristallisationsansitze beob-
achtet werden, die dieses Stadium erreichen
und keine Ausbildung groBerer Kristalle

zeigen. Eine endgiiltige Aussage liber den

Erfolg der Kristallisation 148t sich wie ein-
Abb. 17: HR-Kristallisationsexperiment nach ca 8 gangs erwahnt also erst nach mehreren

Wochen. Es bilden sich Kristallisations- Monaten vornehmen.
Abschlielend soll noch auf die Kristal-
lisation der beiden Punktmutanten T111V

(Threonin in Position 111 substituiert durch Valin) und R108K (Arginin in Position 108

keime und das zu Beginn homogen verteilte

Protein konzentriert sich stellenweise
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substituiert durch Lysin) eingegangen werden. In Abb. 18 ist ein Kristallisationsansatz der
Mutante T111V gezeigt, der zwei unterschiedlich gefarbte Regionen aufweist. Das Protein an
der Lipidoberfliche (rechte Seite der Abb. 18) ist violett gefarbt und umgibt mehrere
Proteinkristalle. Im Unterschied dazu ist die linke Seite des Ansatzes durch das Protein blau
gefarbt ohne erkennbar Kristalle zu enthalten.

Ridiger et al. (1996)!'% konnten zeigen, daB der Austausch von Threonin gegen Valin in
Position 111 zu einem deutlichen Anstieg der Chloridbindungskonstante (Michaelis-Menten-
Konstante, K,,) in den molaren Bereich (ca. 1 M wihrend HR-Wt 4-40 mM) fiihrt. Die Chlo-
ridbindung geht mit einer Anderung des Absorptionsmaximus von 565 nm nach 575 nm
einher. Die Verschiebung des Absorptionsmaximums von HR ist also ein Indikator fiir die
Bindung von Chloridionen. Demnach ist die Chloridkonzentration an der Lipidoberfldche
niedriger (Abb. 18 rechts) und korreliert mit der Kristallisation. Ein dhnliche rdumliche
Aufteilung der Kristallisation 14Bt sich, allerdings ohne Farbanderung, beim Wildtyp
beobachten, bei dem Kristallisation i. d. R. von der Lipidoberfliche in die Matrix

voranschreitet.

Abb. 18: Kristallisationsexperiment der HR- Abb. 19: Kristallisationsexperiment der HR-
Mutante T111V. Die Probe zeigt zwei Mutante R108 K

unterschiedlich gefarbte Bereiche

Die trigonale Kristallform der R108K-Kristalle soll ebenfalls erwéhnt werden (Abb. 19). Eine
dhnliche Kristallmorphologie wird fiir die Kristalle der Punktmutation R108Q (Austausch
gegen Glutamin) beobachtet. Die Raumgruppe dieser Kristalle ist nicht mehr hexagonal
sondern thomboedrisch (Tabelle 2).

=
A/
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4.4. Rontgenstrukturanalysen

4.4.1. Datensammlung

Abb. 20: Diffraktionsbild des Kristalls pd283h
aufgenommen an der ID14/3 (Detektor:
MarCCD). Die Auflosung am Detektorrand
betriigt 1.8 A (Drehwinkel 0.5, 1 = 0,93 A).
Die untere Abbildung zeigt eine Vergrofie-

rung des oben markierten Ausschnitts.

Die Datensammlung erfolgte an den MeB-
stationen BW6 des Hasylab (DESY) in
Hamburg (Deutschland) und ID14/3 des
ESRF in Grenoble (Frankreich). Eine Un-
tersuchung der Kristalle an der abteilungs-
eigenen Drehanode (Cu-K,) war auf
Grund des geringen Volumens der Kri-
stalle nicht erfolgreich. Alle Messungen
erfolgten soweit nicht anders vermerkt zur
Minimierung des Strahlenschadens an
schockgefrorenen Kristallen (100 K oder
77 K) bei 100 K. Um eine moglichst
einheitliche Chromophorenzusammen-
setzung zu erhalten, wurden die Kristalle
vor dem Einfrieren am Lichtmikroskop
lichtadaptiert und nach der Montage unter
stark reduziertem Umgebungslicht oder,
wenn moglich, bei Dunkelheit rontgen-
ographisch vermessen. Eine Lichtreduk-
tion sollte mdgliche Photoreaktionen ver-
hindern. Die Auflésung, der jeweils an
einem Kristall gemessenen Daten, konnte
schrittweise von anfinglich 2,9 A auf 1,8
A (Abb. 20) verbessert werden. Eine
Auflistung aller gesammelten Datensitze
ist im Anhang angegeben.

Die Bestimmung der Raumgruppe und der
Zellparameter erfolgte mit den Program-
men MOSFLM"'” oder DENZO"'®). Da-
zugehorige kristallographische Statistiken
sind im folgenden Abschnitt aufgefiihrt

(Tabelle 2). Der HR-Wildtyp kristallisiert in der hexagonalen Raumgruppe p6322 wihrend die

Kristalle der Punktmutante R108Q in einer rhomboedrischen Raumgruppe vorliegen.
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4.4.2. Molekularer Ersatz, Modellbau und Verfeinerung
Als Suchmodell des molekularen Ersatzes fand das BR-Model 1BRR!"" nach Modifizierung

Verwendung. Dazu wurden im Suchmodell die Aminoséduren in 34 Positionen durch die ent-
sprechende HR-Sequenz substituiert, sowie 69 Reste gegen Alanin unter Verwendung des
Programms INSIGHT II (Molecular Simulations) ausgetauscht. Das gesamte Suchmodell be-
stand aus insgesamt 188 Aminosduren (Reste 9 bis 67, 78 bis 152 und 167 bis 223), was 78 %
der im HR-Monomer gefundenen Reste entspricht. Fiir die Phasierung durch Translations-
suche, Rigid-Body Verfeinerung, Simulated-Annealing und Torsionswinkelverfeinerung
mittels CNSH?” ergab sich eine erste Losung mit einem R-Faktor von 40,3 (freier R-Faktor
43,7). Nach weiterer Modellverfeinerung unter Hinzunahme der Schleifenbereiche und der
HR-Sequenz konnte das Modell iiber eine durchgehende Polypeptidkette (Aminosduren
Alanin 24 bis Alanin 262) auf einen R-Faktor von 23,7 (freier R-Faktor 25,7) verfeinert
werden. Dazu waren insgesamt zwolf Verfeinerungszyklen notwendig. Die Kontrolle der
Bindungswinkel und -lingen mit PROCHECK!"?" ergab keine anomalen Abweichungen.
Zum Modellbau (EinpaBen des idealisierten atomaren Modells in die Elektronendichte)
wurden die Programme O!**! oder MAIN!'"*! verwendet. Zielfunktion war dabei die

Minimierung der R-Faktoren.

Datensatz HR-Wildtyp Datensatz R108Q
pd283h HRRQ
Maximale Auflésung 1,8 A 3,5A
Unabhéngige Reflexe 26590
Multiplizitat 6,6
Vollstindigkeit 98,2 (92,3%)
R/R free 0,237/0,257
a,b/O 67,3
c/O 209,7
Raumgruppe p6322 r

Tabelle 2: * im Auflosungsbereich 1,8-1,9 A
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4.5.  Struktur des Ausgangszustandes (HR578)

4.5.1. Die Kristallpackung

HR kristallisiert in Gegenwart von KCl und Monoolein (MO) in der hexagonalen Raum-
gruppe p6322. In Abb. 21 ist die Kristallpackung in Aufsicht der ac-Ebene dargestellt. HR

liegt in Form von Trimeren vor, die mit dem zur Kristallisation verwendeten Lipid MO in un-

Abb. 21: Schnitt durch die a,c-Ebene der Kristallpackung von HR (P6;22). Die einzelnen Monomer sind
gelb, griin und rot eingeférbt, die intratrimeren MO-Molekiile sind grau, die Glycerolkopfgruppen
rot markiert.

mittelbarem Kontakt stehen. Die “Kristallisationsmatrix“ MO hat somit einen direkten
Beitrag zur Kristallpackung. Orthogonal zu dieser Ansicht (entlang der c-Achse) vermitteln,
wie in (Abb. 22) dargestellt, direkte Protein-Protein-Kontakte {iber die beiden
Schleifenregionen zwischen den Helices AB und BC, sowie iiber den Carboxyterminus dem
Kristallaufbau Stabilitit. Die einzelnen Schichten sind, fiir Membranproteinkristalle ver-
gleichsweise dicht gepackt, entlang der c-Achse alternierend in der Reihenfolge ez/ez/zp/zp
angeordnet (Abb. 21).

Die a,b-Schichten sind aus parallel angeordneten Trimeren aufgebaut. Die supramolekulare
Anordnung und Orientierung in den 3-D Kristallen unterscheidet somit von dem zuvor von
Havelka e al. (1993)'""¥ an 2-D Kiristallen gezeigten Aufbau in antiparallele Tetramere.
Zwischen den a,b-Schichten des 3-D Kristalls liegen Wassermolekiile, die vorzugsweise in

der Region um den Carboxyterminus und die BC-Schleifenregion angeordnet sind.
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Ein Blick auf die a,b-Ebene in
Abb. 22 zeigt, dal der Intertri-
mer-Kontakt {iber zehn struktu-
rell geordnete Lipide (MO), die
eine lamellare Schicht
bilden!"** erfolgt. Die Abstinde
von 4,5 bis 4,7 A zwischen den
Lipid-Kopfgruppen sind typisch
fir lamellare L,-Phasen von
monoalkylierten ~ Lipiden!'*.
Die anfanglich kubische Lipid-
phase hat demzufolge im Ver-

lauf der Kristallisation, zumin-

dest im Kristall, eine Phasenén-
derung von der kubischen zur
lamellaren Phase (L,) durch-

laufen.
Abb. 22: Schnitt durch die a,b-Ebene der Kristallpackung von Innerhalb eines Trimers ist

HR (p6522), Farbkodierung siche Abb. 21 cbenfalls ein Lipid, die Pal-

mitinsdure! 2] im Verhilt-
nis 1/1 Lipid/HR gebunden (Abb. 23). Dieses Lipid steht in Kontakt zu einer Reihe von
hydrophoben Resten (Alanin, Isoleucin und Prolin) zweier, sich berithrender Monomere, iiber
die es Beitrdge zum Intratrimer Kontakt liefert. Neben diesen hydrophoben Wechselwir-
kungen wird das Trimer tiber Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen den Helices D und E

eines Trimers mit Helix B eines anliegenden Trimers stabilisiert.

4.5.2. Der Aufbau des HR-Trimers

Halorhodopsin faltet in sieben transmembrane Helices (A bis G), eine weitere zur Membran
parallel liegende Helix (Helix G") auf der zytoplasmatischen Halbseite und ein antiparalleles
Faltblatt auf der extrazelluldren Oberfldche. Der Chromophor Retinal ist an Lysin 242 (K242)
in Helix G tiiber eine Schiff Base gebunden.

Wie in Abschnitt 4.5.1 bereits erwihnt, liegt HR im Kristall als Trimer zusammen mit Pal-
mitinsdure (PS) vor. Das Trimer bildet die Form eines Kelches, indem es sich von der
zytoplasmatischen Seite hin zur extrazellulairen Umgebung 6ffnet. Die PS ihrerseits steht im
Van der Waals-Kontakt (VdW) zu zwei aneinanderliegenden Monomeren und stabilisiert die
trimere Architektur. Die dichte Packung auf der zytoplasmatischen Seite erfolgt erkennbar

iiber Protein-Lipid-Kontakte. Die hydrophoben Wechselwirkungen des Lipids in dieser
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Region erfolgen iiber die
Alkylseitenkette. Dariiber
hinaus sind an der
Ausbildung des Trimers
die  symmetrieverwand-
ten Reste Leucin 131
(L131), Phenylalanin 135
(F135) und Isoleucin 138

(I138)  beteiligt (siehe
Abb. 23 Ansicht des HR-Trimers von der zytoplasmatischen (A), sowie ~ Abb. 23). Von diesen drei

von der extrazelluliren Seite (B). Die HR-Monomere eines Aminosduren ist F135. in

Trim?rvs (gelb, grﬁr'1 .und rot) sind als 'Béir'ldermodell, die allen publizierten HR-
Palmitinséure, Chloridionen (gelb) und Kaliumionen (blau) als

Kugel und Stabmodell dargestellt Sequenzen  (siche ~ Abb.

54) und 1138 bis auf eine
Ausnahme (Valin)
konserviert.

Die mit der Palmitinsdure
in Van der Waals-Kontakt
stchenden = Aminosiuren
sind ohne Ausnahme in
allen untersuchten HR-

Sequenzen konserviert. Es

handelt sich dabei um
Threonin 85, Leucin 110,
Isoleucin 142 und Valin
der Partialladungen von positiv (blau) nach negativ (rot); der 146. Gleiches gilt fiir die

negative Bereich auf zp-Seite geht auf D128/D130 zuriick Die beiden Reste Serin 75
Darstellung wurde mit dem Programm Grasp erzeugt. (S75) und Threonin 111

Abb. 24: Verteilung der Oberflichenladung des HR-Trimers in der Ansicht

von ez (links) und zp (rechts). Die Farbung entspricht dem Verlauf

(T111), die je eine Wasserstoffbriickenbindungen zur Carboxylgruppe der PS ausbilden. Eine
weitere Wasserstoftbriickenbindung wird von einem Kaliumion zur Carboxylgruppe der PS
gebildet.

Uber dem Monomer liegt der mit 23 (H. salinarum) bis 33 (N. pharaonis) Aminosiuren, im
Vergleich zum entsprechenden Segment in BR, grole BC-Schlaufen-Bereich. Dieser z. T.
hochkonservierte Bereich wird durch ein antiparalleles Faltblatt der Reste Glutamin 87 bis
Methionin 91 und Glul00 bis Ser104 ausbildet. Die gesamte BC-Schleife legt sich {iber die
Helices C bis F auf der zytoplasmatischen Seite von HR. Die verbindende Schleife von Prolin
92 bis Alanin 98, von denen fiinf Reste innerhalb der HR’s eine hohe Sequenzhomologie

aufweisen, verankert den gesamten BC-Bereich iiber Kontakte zu Resten in der EFG-Region.
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Otomo (1995)!"*"! konnte zeigen das ein Austausch des in allen HR s konservierten Histidins
in Position 95 (H95 gegen Arginin) zur Denaturierung des Proteins unter Belichtung fiihrt.
Die strukturelle Grundlage fiir diesen Befund findet sich in den beiden Wasserstoftbriicken zu
den Carbonylgruppen von Valin 218 und Glycin 220 im FG-Schleifenbereich. Beide
Bindungen sind die einzigen Kontakte, die diese extrazellulire Region in ihrer Position iiber
Wasserstoftbriickenbindungen stabilisieren.

In Abb. 24 ist die Ladungsverteilung auf der Proteinoberfliche, angedeutet durch den
Farbverlauf (blau: positiv, rot: negativ), dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die partiell posi-
tiv geladene Region auf der extrazelluldren Seite, die auf Arginin 103 zuriickzufiihren ist.
Dieser Bereich ist von mehreren konservierten hydrophoben Aminosduren (Leucin 29, Leucin
80, Valin 227) flankiert. Die zytoplasmatische Seite des Monomers présentiert vergleichs-
weise viele positive Partialladungen. Dafiir verantwortlich sind fiinf Arginine in Helix G’
(R258) und im BC-Schleifenbereich (R52, R55, R58, R60).

4.5.3. Die Chloridbindungsstelle

Im unbelichteten Zustand nimmt der Chromophor zum iiberwiegenden Teil die (all-trans, 15-
anti)-Konformation ein, wie von Alshut er al. (1985)!'"*®) mittels Resonanz-Raman-
Spektroskopie gezeigt. Die RSA ergibt die in Abb. 25 gezeigte Anordnung der Chlorid-
bindungsstelle (CBS). Der Kristall wurde vor der RSA lichtadaptiert und sollte deshalb
mindestens 70 % all-trans Anteile des Retinals aufweisen (sieche Abschnitt 4.8.2).

HR kristallisiert in Gegenwart von hohen KCl-Konzentrationen. Folglich sollten sdmtliche
relevanten Bindungsstellen von Chloridionen besetzt sein. In der Struktur ist ein Chloridion,
ca 18 A entfernt von der zytoplasmatischen Oberfliche (Grenze: Arginin 103) eindeutig zu
lokalisieren. Das Ion liegt von drei Wassermolekiilen umgeben in 3,8 A Entfernung von der
protonierten Schiff Base (PSB). Die gegensitzlich geladene PSB und das Chloridion bilden
keine Wasserstoftbriicke. Mit einem Winkel von 105° zwischen PSB-Vektor und Chloridion
liegt vielmehr ein Ionenpaar vor. Die Nachbarschaft, ohne das eine gerichtete Bindung vor-
liegt, erklirt die zuvor gefundene Anionenabhingigkeit in den FTIR-Spektren'*”). An zwei
der drei Wassermolekiile (Wat508, Wat512) ist das Ion iiber Wasserstoffbriicken (beide 3,2
A) gebunden, wihrend die Entfernung zu Wasser 505 (Wat505) mit 4,7 A keine derartige
Bindung zulaBt. Die drei Wassermolekiile sind, wie in Abb. 25 dargestellt, {iber ein Wasser-
stoffbriickennetzwerk (gelbe Linien) jeweils mit ein bis drei weiteren Aminosduren verbun-
den. Die einzige Bindung vom Chloridion zum Protein bildet Serin 115 (S115, Abstand 3,1
A). Diese in allen Haloopsinen konservierte Aminosiure liegt am Ubergang der 3;o-Helix zur
a-Helix. Es sei angemerkt, daBl die damit verbundene Anderung der Helixsteigung an gleicher
Position sowohl in HR als auch in BR vorkommt. Diese Abweichung von der “normalen® a.-

Helix wird wahrscheinlich durch sterische Wechselwirkung zwischen Retinal und dem in
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allen archaealen Retinalproteinen konservierten Tryptophan in diesem Bereich begiinstigt.
(W112 in HR, W86 in BR).

Ebenfalls in allen archaealen Retinalproteinen konserviert ist der in der Sequenz vier Reste
zuriick liegende Argininrest (R108 in HR, R82 in BR). Dieses Arginin ist in HR an der Koor-
dination der beiden Wassermolekiile Wat505 (iiber den Amidstickstoff des Riickgrats) und

ra
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Abb. 25: Chloridbindungsstelle des HR-Grundzustandes (hR). Die beteiligten
Aminosduren, das Retinal (tiirkis) sowie die beteiligten Heteroatome
(Chloridion: griin, Sauerstoffe: rot sind als Kugel und Stab Modelle
dargestellt; Wasserstoftbriickenbindungen sind gelb eingeférbt

Wat512 (iiber die Guanidinogruppe) beteiligt. Eine Beteiligung des Arginins an der Substrat-
bindung, war von M. Ridiger et al.l'®! bereits vorhergesagt worden, wobei die Autoren
annehmen, dall die Wechselwirkung auf einer direkten Koordination am Chloridion basiert.
Im Unterschied zu HR koordiniert in BR die Argininseitenkette an weitere auf der zytoplas-
matischen Seite liegende Wassermolekiile. In HR findet man anstatt dessen eine Wasserstoft-
briickenbindung zwischen der Guanidinogruppe und dem Sauerstoff des Glutamins 105
(Q105). Eine Beteiligung dieser Aminosdure am Chloridtransport konnte von M. Riidiger
(1996)1*”! gezeigt werden, nachdem ein Austausch durch Glutaminséure eine signifikante
Abnahme der spezifischen Transportaktivitdt von HR bewirkt.

Entgegen der bisherigen Annahme, dafl T111 unmittelbar {iber Wasserstoftbriickenbildung an
der Chloridbindung beteiligt sei, zeigt sich in der HR-Struktur des unbelichteten Zustandes
(Abb. 25), dal3 dessen Hydroxygruppe vom Anion wegzeigt. T111 interagiert anstatt dessen
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mit der Carboxylgruppe der PS (siche Abschnitt 5.6.2). Der Kontakt mit dem Substrat erfolgt
demzufolge liber VdW-Wechselwirkungen der Methylgruppe. In Abb. 26 ist zur Erlduterung
die erste “Schicht* der chloridumgebenden Atome dargestellt. Statt einer gerichteten Wasser-
stoffbriickenbindung erfolgt der Kontakt weniger spezifisch iiber einen groflen Bereich der
Substratoberfliche mit der Methylgruppe von T111. Wie auch T111 sind alle weiteren in
Abb. 26 gezeigten Aminosduren (Valin 72, Serin 73, Serin 76, Tryptophan 112) in HR's
konserviert.

Im Vergleich mit den BR-Strukturen der PDB-Datenbank ergeben sich unter anderem zwei

wichtige Ahnlichkeiten in den Strukturen PSB
des Protein-Riickgrats. In beiden Retinal-
proteinen ist der vor dem SB-Lysin
gelegene Rest ein Alanin (A241 in HR,
A215 in BR). Dieses Alanin ist beidemale
an einer lokalen Deformation bzw. einem
Knick (m-bulge) in Helix G beteiligt.
Infolge dieser Storung ist die Abfolge der
Wasserstoffbriickenbindungen (in einer o-

Helix zwischen Rest n und n + 4) um eine

Ret Trpll2 Wat512
Thrlll

Position “verschoben, und zwar von Rest
nnachn+5.

Eine weitere n-bulge ist fiir beide Proteine
zum Ende der Helix E zu erkennen. In HR
geht Leucin 179, in BR Valin 151 erst mit

den fiinf Reste spdter gelegenen Amino-

sduren eine Wasserstoffbriicke ein. Der

sich anschlieBende Bereich weist in HR

erhohte B-Faktoren auf, was auf eine Zu-

nahme der Flexibilitdt dieses Bereiches Abb. 26: Kugel-Darstellung des Chloridions (griin) und

schlieBen 1dBt. In den BR-Strukturen ist der es unmittelbar umgebenden Atome
dieser Bereich entweder fehlgeordnet (Kohlenstoff und Wasserstoff: grau, Stick-
(1C3W) oder wie in der Struktur von stoff: blau, Sauerstoff: rot). Das Retinal ist in
Essen et al. (1997)[119] (PDB-Code 1BRR) violett als Stidbchenmodell wiedergegeben.

(Beide Darstellungen unterscheiden sich durch

ebenfalls mit einer signifikanten B-Faktor- eine 90°-Drehung um das Retinal Riickgrat,

erhdhung verbunden. Die korrespondie- Aminosiurecodierung siehe Text)
rende Region in der nachfolgenden Helix F

weist in beiden Proteinen ebenfalls deutlich erhohte B-Faktoren auf.
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4.6. Laue Diffraktion

Neben den monochromatischen Diffraktionsexperimenten mit HR-Kristallen wurde im

Rahmen dieser Arbeit auch der Versuch unternommen, nach der Laue-Methode

Diffraktionsbilder von HR zu erhalten. Planung und Durchfiihrung dieser Methode erfolgte in
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Abb. 28: Laue-Emmissionsspektrum der Beamline ID09 zur
Zeit des Experiments; Emmissionsmaximum bei
0,75 A mit einer Halbertsbreite von 12 %

Abb. 27: Laue-Diffraktionsbilder vier verschiedener HR-
Kristalle; Auflosung am Detektorrand entspricht
2.4 A, Belichtungszeit mit Réntgenstrahlung im
Wellenléingenbereich 0,7-0,9 A wund einer

Belichtungszeit von 1.4 ms
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Zusammenarbeit mit Friedrich
Schotte vom ESRF in Grenoble.

Fir diese Experimente wurden
Kristalle ausreichenden Volumens (>
0,2 pm’) an der ID09 (Laue-
Beamline) des ESRF, Grenoble, mit
polychromatischer Rontgenstrahlung
im Wellenlingenbereich 0,70-0,79 A
belichtet (siche Abb. 28). Das primére
Ziel dieser auf zeitaufgeloste RSA
vorbereitenden Experimente besteht in
der Erzeugung eines Diffraktions-
bildes nach Belichtungszeiten mit
Rontgenstrahlung im ms-Bereich. Um
den experimentellen Aufwand
moglichst gering zu halten, wurden
die  Untersuchungen bei einer
Temperatur von 100 K an Kiristallen
in  Nylonschlaufen  durchgefiihrt.
Diese Vorgehensweise vermeidet eine
aufwendige Montage der Kristalle in
Glaskapillaren. Der gefrorene Zu-
stand erlaubt mithin keine gréBeren
strukturellen Anderungen (eine Aus-
nahme stellt die Isomerisierung des
Retinals dar). Abb. 27 zeigt die Laue-
Diffraktionsbilder vier verschiedener
HR-KTristalle.
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Die Aufnahmen stellen eine Auswahl der vier besten von insgesamt 18 getesteten Kristallen
dar. Das potentielle Auflosungslimit liegt im Bereich von 2.5 bis 3.0 A. Alle Kristalle weisen
eine hohe Mosaizitit auf (> 0.5), was ein “Verschmieren® des Diffraktionsbildes zur Folge
hat. Zum Vergleich ist in Abb. 29 ein simuliertes Laue-Diffraktionsbilder auf der Basis der
HR-KTristallparameter dargestellt.

Abb. 29: simuliertes Laue-Diffraktionsbild: A = 0,72 - 0,78
A, Auflésungsgrenze 2.5 A, Gitterkonstanten a = b
=209 A, ¢c = 67 A; Die Abbildung wurde mit dem

Programm LaueGen erzeugt.
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4.7.  Statische UV/VIS-Spektroskopie an Kristallen

4.7.1. Das K-Intermediat

Abb. 30 zeigt das UV/VIS-Spektrum eines einzelnen HR-Kristalls mit Dimensionen kleiner
50*50*10 [um]. Der Kristall wurde zur
Messung mit Hilfe einer Nylon-Schlaufe

o' —F— _:f T : (Durchmesser 100 um) aus der Lipidma-
% " s \\. trix isoliert und bei 100 K schockgefroren.
;%‘;: /, i\ Analog einer HR-Membran-fraktion weist
- ,,"f dieser, vor der Isolierung lichtadaptierte
P . — - \\ Kristall ein Absorptionsmaximum von etwa
009 i s = 575 nm auf. Kleine Abweichungen davon

Welleningemm konnen auf die Streuung des MeBlichtes am

Abb. 30: Absolutspektrum  lichtadaptierterter ~HR- anisotropen Kristall zurtickgefiihrt werden.
Kristalle; HRs7g (Referenz: Luft) Dieses fiir lichtadaptierte HR-Kristalle
typische Absorptionsspektrum belegt, dafl

die photochemischen Eigenschaften des

unbelichteten HR’s im kristallinen Zustand

Fhotomultiplier

Gittermonochromator

Mefblende
Bmolulartubus

Lasereinsp elsung

Obyektrv

Laser

Cryostat
Kondensor

T

Gentometerkopf
Meftisch

Gittermonochromator

Halogenleuchte\ " Halogenleuchte

Leuchtfeldblenden

Abb. 31: Schematischer Aufbau (links) und Photo des verwendeten Mikrospektralphotometers. Der
Proteinkristall ist am Goniometerkopf befestigt und kann iiber die Optik des Spektrometers oder

direkt beleuchtet werden (Laser im Photo nicht enhalten).
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nicht gestort sind bzw. nicht durch die Proteiniso-lierung verandert werden.

An Kristallen der maximalen Gréfe von 50*50%10 [um] wurden anschlieBend Experimente
zur Erzeugung von Photozyklusintermediaten durchgefiihrt (Abb. 31), da diese mit Extinkti-
onen kleiner 1,5 noch dem Lambert-Beer-Gesetz geniigen sollten. Die Anreicherung des je-
weiligen Intermediats erfolgte entweder durch Illumination unter photostationdren Bedingun-
gen bei Raumtemperatur mit anschlieBendem Schockgefrieren des Kristalls oder iiber kine-
tische Inhibition einer Zyklusfolgereaktion bei tiefen Temperaturen (siche Kapitel 3.5). Die
UV/VIS-Spektroskopie dient in diesem Zusammenhang zur qualitativen und quantitativen

Analyse des jeweils erzeugten Photozyklusintermediats. Auf dieser Basis konnten Protokolle
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Abb. 32: Differenzspektrum (HRg 1 r-HRs75) von HR-Kristallen bei 110 K. Aufgetragen sind die Spektren
nach verschiedenen Belichtungszeiten (rote Kurven, 532 nm Illumination) sowie die simulierten

Differenzsspektren (HRs75-HR[) als schwarze Kurven (siehe Legende). Ordinate in rel. Einheiten

(a.u)

zur Anreicherung des K- und des (der) L-Intermediat(e)s entwickelt werden.

Abb. 32 zeigt eine Abfolge mehrerer Differenzspektren (HRkx-hR) zu verschiedenen Zeiten
der Erzeugung des rotverschobenen K-Intermediats. Die roten Linien geben die Messungen
bei 110 K wieder. Der lichtadaptierte Kristall wurde zu diesem Zweck, wie oben beschrieben,

fiir die Messungen positioniert und ein Referenzsspektrum des unbelichteten Zustandes (hR)
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Abb. 33: Differenzsspektren (HRy ;t-HRs75) von HR-Membransuspension nach Belichtung (532 nm) bei
100 K und Belichtungszeiten von 1, 2, 3, 4 min (links) bzw. bei 77 K, 1, 2, 3, 4 min (MefBungen:
S. Paula)

aufgenommen (siche Abb. 30). AnschlieBend erfolgte die Belichtung des Kristalls mit Licht
der Wellenldnge 532 nm (Argon/Krypton-Lasersystem) iiber die Optik des Mikrospektral-
photometers aus Abb. 31.

Ein etwaiger EinfluBl durch ungleiche Anteile des Laserlicht-Polarisationswinkels wurde fiir
die UV/VIS-Messungen nicht weiter beriicksichtigt. Ein solches Vorgehen ist fiir die verglei-
chenden Messungen an einem Kristall aus folgenden Griinden zuldssig: Bei der Anreicherung
eines Intermediats fiir die RSA wurden die Kristalle wihrend der Belichtung permanent um
360 © rotiert oder die Belichtungen nach Durchtritt durch einen Depolarisator durchgefiihrt.
Eine Abhéngigkeit der Photoreaktion resp. deren Quantenausbeute von der Polarisationsebene
des Laserlichtes kann deshalb ausgeschlossen werden kann.

Die Messung der Differenzspektren erfolgt nach verschiedenen Illuminations-Zeiten und -
Intensitdten (Ergo, Illuminations-Dosen). Mit fortschreitender Illumination bleicht der hR-
Zustand weiter aus (negative Differenzbande bei 530 nm) und entsprechend entstehen hohere
Anteile des K-Intermediates (positive Differenzbande bei 630 nm). Eine Steigerung der
Laserlichtintensitdt um den Faktor 2 bewirkt nochmals eine signifikante Zunahme des K-
Anteils im Kristall. Diese Ausbeute stagniert allerdings mit fortschreitender Belichtung (nach
ca. 10 min, ohne Filter [100% relativer Transmission]). Folglich ergeben sich mit héheren
Belichtungsdosen auch hohere Anteile des K-Intermediates, bis ein maximaler Umsatz
erreicht ist. Die Differenzspektren am Kristall sind nahezu identisch mit den entsprechenden
Suspensionsspektren (siche Abb. 33) gereinigter HR-Membranen bei tiefen Temperaturen. In
Abb. 33 sind zum Vergleich Mefungen an Membransuspensionen bei 100 K bzw. 77 K ge-

[131

zeigt. Diese Differenzsspektren gleichen den von Zimanyi et al. (1989)!*" publizierten

Tieftemperaturspektren an HR sowie den im ns-Bereich erhaltenen Differenzspektren aus

[132

zeitaufgelsten Studien'** und belegen nochmals die Anreicherung dieses Intermediats im
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Kristall. Fiir die Berechnung der Intermediatanteile im Kristall (Abb. 32) wurden auf der
Basis der Formeln in Gleichung 1 die K-Anteile berechnet:

Obwohl die experimentellen Daten hinsichtlich einer Abschédtzung der K-Intermediatausbeute
analysiert wurden, soll hier darauf hingewiesen werden, dafl die erhaltenen Aussagen mit
mehreren Fehlerquellen behaftet sein konnten. So erfolgt die Umsatzesberechnung in
Referenz zum hR-Spektrum, das seinerseits mit einem hohen Lichtstreuanteil und Absorp-
tionsmaximum zum Gesamtfehler beitrdgt. Auch wurde der Anteil des 13-cis Konformers im
hR-Zustand sowie dessen mogliche Folgeprodukte (es wird die Existenz eines parallelen
Photozyklus diskutiert) nicht ndher beriicksichtigt, d. h., es wurde lediglich ein einfaches
chemisches Gleichgewicht von hR- Zustand und K-Intermediat betrachtet. Es ist wichtig zu
betonen, dall die verwendeten Extinktionskoeffizienten, Halbwertsbreiten und Peakmaxima
der einzelnen Zustdnde auf die interpolierten Spektren zeitaufgeloster Messungen bei Raum-
temperatur zuriickgehen, die sich von den tatsdchlichen Absolutspektren leicht unterscheiden
konnten. Die auf dieser Basis mit Hilfe einer Gauss-Funktion kalkulierten Absolut- und Diffe-

renzspektren gelten streng genommen nur bei Raumtemperatur. Dies kdnnte einer der Griinde

Esrgum (HR) = 5%10% 65,0, (HRy ) = 2,81%10% &4, (HRy ) = 3,83 %10°%;
Egoomm (HRs) = 4,01%10% £, (HR,;) = 8,64 %10
Egoom (HRp) = 5,3%10% 650, (HRo) = 4,29 %10% £, (HR5) = 2,40 #10*
Esa0um (HRsy) = 3.9%10% 6.5, (HRy) = 2,32%10% &5, (HR5y) = 3,20 %10°;

Es...sei:
Summenpeak = x%(Intermediat) + y%(hR) = ZPeak;
Differenzpeak = ZPeak —hR,,, = (x%(Intermediat) + y%(hR)) — y"%(hR)
V' % = y%hR —100%AR;
E,, = x%Intermediat — y'"%hR = ¢,, ;,c,,, — ghk’ﬂlc,;R = & 1(Cro = Cir) = Enr1(Chr = Ciro)
E = CuroEn + ) = Cur(En i = En )
B CroEmnn T Ema) — En c

_ Sr . _1_
S = = X = X = 1= X,
(‘91;1:,11 - ghR,/ll) Cir,0

Gleichung 1: Ansatz zur Berechnung der Intermediatsanteile auf der Grundlage gemessener
Differenzspektren. Die Extinktionskoeffizienten (g) bei jeweiliger Wellenldnge (A) sind auf
der Basis der HR-Intermediatsspektren berechnet’*). Die kursiv geschriebenen Indices geben
die Wellenldnge wieder, bei der die Berechnung der Extinktionskoeffizienten erfolgt. In
Klammern ist jeweils das zugrunde liegende Absolutspektrum des verwendeten HR-
Intermediats angegeben. Mit Summenpeak ist die Absorptionsinderung bei der jeweiligen
Wellenldnge im Differenzspektrum gekennzeichnet. Dieser setzt sich aus dem jeweils
angereicherten Intermediat und verbleibendem hR zusammen. Die kalkulierten
Differenzpeaks geben den tatsichlichen Anteil der Intermediatee nach Abzug des
dazugehorigen hR-Referenzspektrums wieder. Der Anteil (xy,) eines Intermediates berechnet

sich bei der jeweiligen Wellenldnge nach Lambert-Beer (Giiltigkeit sei vorausgesetzt).
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fiir die relative Verschiebung (ca 25 nm) der simulierten Spektren von den gemessenen Diffe-

renzspektren in Abb. 32 sein.
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4.7.2. Das L-Intermediat

In Abb. 34 sind die Differenzspektren des L-Intermediates wiedergegeben. Die Anreicherung
des HRs;-Intermediates erfolgte bei Temperaturen von 180 K (griine Kurven), 200 K (rote

Absorptionsanderung/a. u,
Y Axis 3

Wellenlange /nm

Abb. 34: Differenzspektren (HRsy - hR) nach Belichtung einzelner Kristalle mit Licht von 533 nm
Wellenldnge. Die Messungen erfolgten bei 180 K (griine Kurven), 200 K (rote Kurven) und 210 K
(schwarze Kurven) nach verschiedenen Illuminationszeiten (siehe Legende).
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Abb. 35: Vergleich der Differenzspektren (HRsyy - hR) nach 10 bis 20 miniitiger [llumination bei 633
nm im Temperaturbereich von 180 K bis 220 K (siche Legende).
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Abb. 36: Differenzspektren (HRsyy - hR) am Einzelkristall nach Einstellung des photostationdren
Gleichgewichtes (Illumination 633 nm) bei Raumtemperatur. Schwarze Kurven geben die
simulierten (0-100 % L), farbige Kurven gemessene Differenzspektren wieder. Die Kristalle

wurden anschlieBend unter kontinuierlicher Belichtung bei 100 K schockgefroren.

Kurven) und 210 K (schwarze Kurven) mit verschieden langen Illuminations-Zeiten (siche
Legende). Deutlich zu erkennen ist das Ausbleichen des Ausgangszustandes (hR) und das
Auftreten eines blauverschobenen Intermediats bei ca. 500 nm. Trotz Illuminationszeiten von
bis zu 20 min. ergaben die Differenzspektren (HRs;¢ - hR) am Einzelkristall nach Einstellung
des photostationdren Gleichgewichtes (Illumination 633 nm) keine signifikante Erhdhung des
L-Anteils.

Als alternative Stategie wurden Kristalle (HR-Wildtyp), bei Raumtemperatur kontinuierlich
belichtet und nach ca. 5 s schockgefroren. Die so erhaltenen Spektren wurden gegen ein zuvor
gemessenes Spektrum des gleichen Kristalls bei 100 K ohne Belichtung referenziert. In Abb.
36 sind die Differenzspektren derart behandelter Kristalle gezeigt. Differenzmaxima und -
Minima sind fiir beide Strategien nahezu identisch. Demnach wird auch bei Raumtemperatur
durch Belichtung vorzugsweise das L-Intermediat im Kristall angereichert.

Der Vergleich der Differenzspektren nach beiden Strategien zeigt, dafl die L-Anteile, bei
Raumtemperatur signifikant zunehmen. Allerdings gelten hier ebenso wie fiir die fiir K-

Intermediatstudien Einschrankungen hinsichtlichlich der Quantifizierung.
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4.8. FT-IR- und -Raman-Spektroskopie an Kristallen

4.8.1. Vergleich von Kristall- und Suspensionsspektren

Mit dem Ziel zusétzliche Informationen zum cis/trans-Verhéltnis des Chromophors zu

erhalten wurden Mikro-Resonanz-Raman Messungen an intakten HR-Kristallen vorgenom-
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Abb. 37: Mikroresonanz-Raman Spektrum (Raumtemperatur)

men. Dieses Vorgehen hat den
Vorteil, dal die Probe nicht
nachtriglich behandelt werden
mull, was u. a. Aufarbeitungs-
fehler vermeidet. Die geringe
benétigte Probenmenge dieser
Methode ist ein weiterer Vorteil,
da andernfalls fiir eine chromato-
graphische Trennung der Iso-
Vielzahl

Kristallen aufgearbeitet werden

meren  eine von
miifite. Hinzu kommt, dal} das

ebenfalls in der Probe enthaltene

eines HR-Kristalls in Gegenwart von MO bei [llumina- MO die chromatographische
tion mit 568 nm. Der Kristall wurde in Gegenwart von 4 Trennung der Retinalisomeren
M KCl geziichtet .

g beeinfluflt.

In Abb. 37 ist ein entsprechendes
Mikro-Resonanz-Raman Spektrum eines HR-Kristalls, aufgenommen bei Raumtemperatur, in
Gegenwart von 4 M KCl, wiedergegeben. Eine vollstdndige Liste der identifizierten Schwing-
ungsbanden ist in Abschnitt 9.1.1) angehingt. Das Signal/Rausch-Verhéltnis ist gegeniiber
den publizierten Losungs- bzw. Suspensionsspektren deutlich verbessert. Im Bereich von
1560 bis 1620 cm™ sind drei Schwingungsbanden klar zu erkennen, wovon bis dato zwei in
der Literatur als isolierte Streckschwingungen der Doppelbindung zwischen C(7)=C(8) (1596
em™) bzw. C(5)=C(6) (1596 cm™) im Retinal identifiziert und beschrieben wurden'**). Die
Bande bei 1616cm™ wird hier zum ersten mal fiir HR beobachtet. Zur intensititsstirksten
Bande des Raman-Spektrums im Bereich von 1523 cm™ tragen alle C=C Streckschwingungen
des Retinals von C(9) bis C(14) bei. Da dieser Streckschwingungsbereich spezifisch fiir den

Chromophor ist!'**!

, wirken sich Konformationsdnderungen im Verlauf des Photozyklus von
HR als auch Konformere in einem Photozyklusintermediat deutlich auf diese Bande aus.
Im Unterschied zu BR, das sich durch kurze Belichtung (10 min. weiles Licht) aus seiner

dunkeladaptierten Form (40 % cis, 60 % all-trans) in 100 % all-trans (lichtadaptierte Form)

W W)
@
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iiberfiihren 14Bt, verbleiben bei HR nach Lichtadaption 13-cis Anteile!**"**] In Abschnitt
4.8.2 wird der Versuch unternommen die Isomerenzusammensetzung im Kristall und in
Membransuspension qualitativ und quantitativ zu bestimmen.

Von den drei breiten Schwingungsbanden im Bereich von 1460 bis 1360 cm™ sind die beiden
Peaks bei 1449 cm™ und 1374 cm™ in der Literatur beschrieben!'?®., allerdings ohne, daf ein
eindeutiger Schwingungsmodus direkt oder iiber den Vergleich mit BR (1448 cm™ und 1378
cm’') zugeordnet wird. Erstere Schwingungsbande verschiebt sich nach Austausch gegen D,0
zu hoherer Frequenz, wihrend letztere Bande keinen Isotopeneffekt zeigt. Im Bereich von
1330 bis 1230 cm’! treten, vier z. T. verbreiterte Schwingungsbanden auf, die ebenfalls, ohne
eindeutige Zuordnung eines Schwingungsmodus, schon beschrieben wurden''*”). Die Banden
bei 1321 ecm™ und 1255 cm™ reagieren bei einem Wechsel des Solvens auf D,O mit Inten-
sitditsabnahme bzw. das Signal verschwindet vollstindig.

Der protonierten Schiff Base konnten zwei Schwingungsbanden eindeutig zugeordnet
werden. Im chloridgebundenen Zustand verschiebt sich die Streckschwingung der PSB!** bei
1633 c¢cm™ nach Austausch gegen D,O entprechend dem Isotopieeffekt zu kleineren
Wellenzahlen. Der Austausch von Chlorid gegen Nitrat hingegen (in H,O) hat eine
Verschiebung nach 1642 cm™ zur Folge. Interessanterweise wird fiir das L-Intermediat von
HR eine dhnliche Verschiebung dieser Frequenz (auf 1644 cm™) mit einer Stirkung der PSB
bzw. einer Schwichung der Wechselwirkung zwischen PSB und zu transportierendem Anion
korreliert!’?!. Die in-plane Biegeschwingung bei 1349 cm™ ist die zweite, eindeutig der PSB
zugeordnete, Bande!'?*).

Im Fingerprint-Bereich von 1215 bis 1150 cm™ erscheinen vier Banden. Eine fiinfte Bande ist
als Schulter bei 1172 cm™ zu erkennen. In der Literatur sind die Schwingungsbanden des all-
trans Retinals (ohne Angabe der Moden) bei 1208 cm’, 1200 cm™ und 1170 cm™ sowie fiir
das 13-cis Konformer bei 1186 c¢m™ beschrieben. Im obigen Raman-Spektrum ist allerdings
deutlich eine Verschiebung der Bande von 1170 cm™ nach 1168 cm™ zu erkennen. Diese
Schwingungsbande weist eine Schulter bei 1172 cm™ auf.

Die drei Peaks im Bereich von 1140 bis 1040 cm™ sind bisher weder fiir HR noch fiir BR
ndher in der Literatur beschrieben. Allerdings zeigen die publizierten Resonanz-Raman-
Spektren von BR Banden bei gleichen Wellenzahlen, was die Ahnlichkeit der Spektren und
folglich der Chromophorkonformation beider Proteine nochmals unterstreicht.

Im Bereich kleiner 1040 cm™ kénnen weitere acht Schwingungsbanden identifiziert werden,
von denen zwei bereits beschrieben und zwei weitere bereits eindeutig zugeordnet wurden.
Bei 1005 cm™ erkennt man die gekoppelten Biegeschwingungen der Methylgruppen an C(9)
und C(13). Dem obigen Raman-Spektrum ist jedoch eine Schulter dieser Bande bei etwa 1018
cm’ zu entnehmen. Bei 956 cm™ liegt die gekoppelte out-of-plane Biegeschwingung der
Wasserstoffe an C(11) und C(12), deren schwache Intensitit mit einer geringen Abweichung

des Chromophors von einer einheitlichen Konformation korreliert.
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Abb. 38: Mikroresonanz-Raman Spektren eines HR-Kristalls aufgenommen bei Raumtemperatur in
Gegenwart von MO links: Illumination mit 568 nm (rote Kurve) bzw. 752 nm (schwarze Kurve);
rechts: Illumination mit 568 nm (rote Kurve) bzw. 458 nm (schwarze Kurve); Der Kristall wurde
in Gegenwart von 4 M KCl geziichtet

Weitere Resonanz-Raman-Spektren von HR-Kristallen mit verschiedenen Imitterfrequenzen
sind in Abb. 38 gezeigt. Bei Messungen mit 752 nm (rechte Seite Abb. 38) nimmt die Inten-
sitit der niederfrequenten Schulter der all-trans Bande bei 1168 cm™ weiter zu. Ebenfalls
signifikant sind die in der Literatur bisher nicht beschriebenen Schwingungsbanden bei
Wellenzahlen kleiner 900 cm™.

Raman-Spektren bei 458 nm Anregungswellenldnge wiederum belegen die Existenz mehrerer
Banden oberhalb der dominanten Streckschwingung bei 1523 cm™ (Abb. 37). Genau
genommen konnen fiinf Banden in diesem Bereich identifiziert werden. Vergleicht man diese
mit der Raman-Anregung bei 568 nm (Abb. 38), so fillt auf, daf} alle Banden um zwei bis drei
Wellenzahlen zu hoherer Frequenz verschoben sind.

Neben den schon bekannten Streckschwingungen belegt dieses Spektrum die Existenz, der
oben schon erwihnten Bande bei 1616 cm™. Diese Bande erscheint ebenfalls in den FTIR-
Spektren (siehe Abb. 41). Zusétzlich kann noch eine weitere Raman-Bande im Bereich von
1561 cm™ identifiziert werden, die in den anderen Spektren von der starken C=C
Schwingungsbande bei 1523 cm™ verdeckt wurde. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, daB
diese Schwingung zu einem Photointermediat gehdrt, das durch die Anregungswellenlénge
von 458 nm entsteht.
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Abb. 39: FTIR-Spektren von HR- bzw. BR-Kristallen umgeben von MO. Die Messungen erfolgten bei
5°C nach Belichtung mit Licht der Wellenldngen 633 (HR) oder 532 nm (BR). Messungen von

J. Heberle, KFA Jiilich

Analog zu den Versuchen an BR-Kristallen!**! wurde der Versuch unternommen, zeitauf-
geloste Studien an HR-Kristallen zu erhalten. Die Messungen dazu erfolgten bei 5 °C an
hunderten von Einzelkristallen zugleich, die zwischen zwei CaF,-Platten préipariert in
statistischer Orientierung vorlagen. In Abb. 39 sind bei gleicher Skalierung die FTIR-
Differenzspektren von HR und BR wiedergegeben. Das Signal zu Rausch-Verhiltnis ist fiir
HR deutlich geringer als fiir BR. Messungen zu verschiedenen Zeiten nach der Belichtung
ergaben fiir HR keine signifikanten Signale von Photozyklusintermediaten mehr, weshalb von

weiteren zeitaufgelosten Analysen abgesehen wurde.
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4.8.2. Bestimmung des Isomerenverhiltnisses in HR-Kristallen

Fiir die weitere rontgenographische Analyse der HR-Kristalle (Intermediatsstudien, weitere
Optimierung des hR-Zustands) ist eine moglichst genaue Kenntnis des Isomerenverhéltnisses
notwendig. Die Schwierigkeiten strukturelle Differenzierung von Intermediatgemischen vor-
zunehmen steigen, sobald ein Anteil deutlich iiberwiegt. Anteile von < 30 % eines Interme-
diats sind selbst bei hochaufgeldsten Rontgenstrukturdaten (< 2 A) kaum signifikant!'*®!. Die
Intermediatsanalysen werden zusétzlich erschwert, sobald sehr kleine Konformationsin-
derungen oder flexible Seitenketten wie beispielsweise vom Chromophor bindenden Lysin
betrachtet werden. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Mikro-Resonanz-Raman
Spektroskopie verwendet, da mit ihrer Hilfe in situ Untersuchungen einzelner Kristalle
moglich sind. Etwaige Fehler bei der Probenaufarbeitung, wie sie fiir die HPLC notwendig
ist, werden vermieden. Ein zusétzlicher Vorteil gegeniiber der Chromatographie ist die ver-
gleichsweise geringe Probenmenge (Untersuchungen erfolgen am Einzelkristall) bei spek-
troskopischen Methoden.

Die Streckschwingungen im Bereich von 1515 bis 1545 cm™ sowie 1150 bis 1210 cm™
reagieren empfindlich auf Anderungen des cis/trans-Isomerenverhiltnis im Retinal. Auf
dieser Basis kann iiber eine Simulationen beispielsweise der C=C Streckschwingungs-
bande(n) um 1522 cm™ mittels mehrer Gauss-Funktionen eine Quantifizierung der Anteile

371 an HR-Membransuspen-

iiber die Bestimmungen der Peakflichen erfolgen. Analysen
sionen ergeben fiir lichtadaptierte Proben 75 % all-trans und 25 % 13-cis Retinal. Diese
Ergebnisse stimmen mit der quantitativen Analyse nach Fliissigchromatographie (HPLC) der
isolierten Isomerenmischung im Bereich der MeBabweichungen iiberein.

Abb. 40 gibt die simulierten C=C Streckschwingungsbereiche im Vergleich mit den Mef-
daten (758 nm Anregungswellenldnge) fiir einen HR-Wildtyp-Kristall (links) und eine
Membransuspension des Wildtyps (rechts) wieder. Nach einer Basislinien-Korrektur wurde
die Summenbande im Wellenlingenbreich von 1482 cm™ bis 1566 cm™ mit insgesamt fiinf
einzelnen Gauss-Funktionen angepaBt (1497, 1521, 1523, 1537 und 1555 cm™). Zimanyi und

B7 ordnen dem all-trans Isomer eine Bande bei 1523 cm™ und dem 13-cis Isomer eine

Lanyil
Bande bei 1534 cm™ zu. Fiir die Bestimmung des Isomerenverhiltnisses wurden in dieser
Studie die Banden bei 1497 und 1551 cm™ nicht weiter beriicksichtigt, da sie bisher keinem
der beiden Isomere eindeutig zugeordnet werden konnten. Die damit verbundenen Fehler sind
mit Riicksicht auf die dazugehdrigen Peakflachen kleiner als 10 %.

In dieser Studie werden deshalb die Flachen der Peakmaxima bei 1521,6; 1523,4 (beides all-
trans Banden) und 1537,5 cm™ (13-cis Bande) fiir die prozentuale Berechnung der Isomeren-
anteile verwendet. Tabelle 3 gibt die kalkulierten Retinalanteile wieder. Nach Addition der

Peakfldchen ergibt sich im Kristall ein all-trans Anteil von 76,4 % und in der Membran von
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83,2 %. Unter der Annahme, da3 die Messungen Abweichungen kleiner 10 % nicht sicher-

stellen, ergeben sich fiir den Kristall und die Membransuspensionen nach Lichtadaption
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Abb. 40: Resonanz-Raman Spektrum des C=C Streckschwingungsbereiches im HR-Kristall (links) sowie fiir
eine  HR-Membransuspension (rechts):Vergleich des gemessenen (schwarz), des simulierten
Spektrums (rot) und der jeweils beitragenden Gauss-Funktionen

vergleichbare all-trans Anteile von etwa 80 %. Dieser Wert deckt sich mit den in der Literatur

wiedergegebenen Werten fiir HR-Membranfraktionen!'*"’.

Halorhodopsin-Wildtyp

Peak-Maximum [cm™'] Kristall [%] Membransuspension [%]
1521,6 70,2 77,6
1523,4 6,2 5,7
1537,5 23,6 16,7

Halorhodopsin-Mutante Arginin 108 ->Lysin

15223 80.4 -
1523,8 19.5 -
1535,8 0.1 -

Tabelle 3: Prozentualer Anteil der Retinalisomere errechnet aus dem C=C-Streckschwingungsflichen im
Resonanz-Raman Spektrum. Die Messungen erfolgten bei Raumtemperatur und Anregung mit 753
nm nach Lichadaption der Proben.

In Abb. 62 (rechts) ist eine analoge Messung fiir die Punktmutante R108K dargestellt. Diese

[179]

von Riidiger und Oesterhelt" - erstmals beschriebene Mutation fiihrt zu einem vollstindigen

Verlust des aktiven Chloridtransports durch HR. Die Anpassung des C=C-Streckschwing-
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ungsbereiches fiir diese Punktmutante, mit nunmehr lediglich vier Gauss-Funktionen, fiihrt zu

dem Ergebnis, das nahezu ausschlieBlich all-trans Retinal vorliegt.

Dieses Dokument wurde am 7.07.2002 von Michael Kolbe erstellt 3



4 Ergebnisse 65

4.8.3. Temperaturstudie des LI/LH-fIbergangs in HR-Kristallen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht Diffraktionsdaten von HR-Photozyklusinter-
mediaten zu sammeln. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Strategien zur Anreicherung
eines Intermediats untersucht (Anreicherung von Photozyklusintermediaten). Bei der
gezielten Erzeugung des L-Intermediats in schockgefrorenen HR-Wildtypkristallen durch
Belichtung bei definierten Temperaturen (< 220 K) kommt es reproduzierbar zum Verlust der
3-dimensionalen Ordnung im Kristall. Da3 diese Stérung mit einer photoinduzierten Reaktion
gekoppelt ist, zeigen entsprechende Versuche ohne Illumination, bei denen keine sichtbare
Veranderung des Diffraktionsbildes beobachtet werden konnte. Der Temperaturbereich dieser
putativen Konformationsidnderung konnte auf 195 +- 5 K eingeengt werden. Um die ab-
laufenden Reaktionen im Kristall genauer zu charakterisieren, wurde in Zusammenarbeit mit
J. Heberle unter identischen Bedingungen wie im Rontgenexperiment eine temperatur-
abhédngige FTIR-Differenzspektroskopie im Bereich von 190 bis 200 K vorgenommen. Die
[llumination des schockgefrorenen Kristalls erfolgt nach Erreichen der Zieltemperatur mit der
zum RSA-Experiment identischen Lichtquelle bei einer Wellenldnge von 632 nm. Die
resultierenden FTIR-Differenzspektren sind in Abb. 42 dargestellt.

Absorbance Units
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Abb. 41: : FTIR-Absolutspektrum aufgenommen an einem Kristallensemble
(mehrere dutzend Kristalle) in Gegenwart der MO-Lipidphase
(MeBtemperatur 250 K, Illumination 632 nm). Die untere Kurve
zeigt das entsprechende (L-hR)-Differenzspektrum.
Vorab sei angemerkt, dall diese Einkristall-Spektren in vielen Bereichen aufgeloste Banden
zeigen, die bei Messungen an vielen Kristallen zugleich (Abb. 41) oder an HR-Suspensionen
lediglich als Summenbanden detektiert werden. In Abb. 41 ist zum Vergleich ein (L-hR)-
Differenzspektrum, aufgenommen an mehreren dutzend Kristallen, wiedergegeben. Die nega-

tiven Banden gehoren zum unbelichteten Zustand (hR) wihrend die positiven Banden L-
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Abb. 42: (L-hR)-FTIR-Differenzspektren am HR-Wildtyp-Kristall nach jeweils 5 miniitiger Belichtung bei
632 nm. Die Spektren sind bei 190 K (griin), 195 K (blau) und 200 K (violett) aufgenommen.

Banden, die sowohl IR als auch Raman aktiv sind, sind rot gekennzeichnet

Zustinden entsprechen. Dieses Spektrum gleicht den in der Literatur gegebenen Differenz-
spektren an Membransuspensionen!'**),

Deutlichstes Merkmal sind die C=C-Streckschwingungen beider Zustinde im Bereich von
1600 bis 1500 cm™. Die weiteren Differenzbanden sind groBtenteils aus mehreren Einzel-
schwingungen zusammengesetzt und haben nur geringe Intensitit. Vergleicht man dieses
Spektrum mit den Einkristallspektren aus Abb. 42, dann zeigt sich fiir letztere eine deutliche
Verbesserung des Signal zu Rausch-Verhéltnisses und die Aufldsung von Summenbanden in
Einzelbanden. Auffillig ist die Aufspaltung der einzelnen positiven Bande bei 1560 cm’
(siche Abb. 41) in zwei einzelne Banden bei 1558 cm™ und 1540 cm™. Im weiteren soll nur
soweit fiir die Diskussion der Einzelkristallspektren an dieser Stelle notwendig auf die jewei-
ligen Unterschiede eingegangen werden.

Mit steigender Temperatur nehmen die C=N-Streckschwingung der PSB (1633 cm™, 1449
cm’) sowie die C-C-(1211 cm™, langwellige Schulter bei 1170 cm™) und die C=C-
Streckschwingungen (1524 cm™) von all-trans HR weiter ab. Die entsprechenden 13-cis
Streckschwingungen des L-Zustandes erscheinen als kurzwellige Schulter der Bande bei 1653
cm” (C=N) und 1558 cm™ (C=C) . Diese Abnahme zeigt sich ebenfalls fiir die potentielle
C=C-Streckschwingung bei 1616 cm™ die bereits im Resonanz-Raman-Spektrum identifi-
zierte werden konnte (siehe Abschnitt 4.8.1). Ebenfalls signifikant ist die stetige Abnahme
der Intensitit bei 1320 cm™. Der Schwingungsmodus dieser Bande ist bisher nicht identifi-

ziert worden. Ein Einflufl des SB-Protons, zeigt sich flir diese Raman-aktive Schwingung an

Dieses Dokument wurde am 7.07.2002 von Michael Kolbe erstellt */



4 Ergebnisse 67

Vgl. HR-Krist (190K) miit step-scan 10ps 4M NaCl der deutlichen Verschie-

bung bei einem Deute-
riumaustausch. Gleiches
gilt fiir die “Retinal-
schwingung* bei 1445

1 ..
cm, deren Minimum

000
sich mit steigender Tem-
peratur nach 1449 ver-

schiebt. Auffallend ist

Absorptionsanderung/a. u.

[ —— w190K
| —— w4MNaCl10us die Intensitdtszunahme

der Bande bei 1684 cm’

-0.01 +————————————————1
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

Wellenliinge/nm mit zunehmender Tem-

peratur. Diese wurde
Abb. 43: Vergleich eines zeitlich isolierten FTIR-Differenszpektrums (10

. . , von Riidiger et al
ps, blaue Kurve) einer Membransuspension mit dem

[174]
Einkristallspektrum bei 190 K (rote Kurve). Messung von J. (1996) als  Streck-
Heberle (Forschungszentrum Jiilich) schwingung der Guani-

dinogruppe von R108
identifiziert. Weitere temperaturabhingige Schwingungsbanden sind im Fingerprint-Bereich
der Spektren zu sehen, denen allerdings keine Schwingungsmoden zugeordnet sind und die
mithin hier auch nicht weiter diskutiert werden sollen.
Potentiell gréBere Anderungen der Proteinkonformation sind mit sogenannten Amid I
(gekoppelte C=O-Streckschwingungen und N-H-Biegeschwingungen) und Amid II
(gekoppelte C-N-Streckschwingungen und N-H-Biegeschwingungen) Banden verbunden. Im
Amid I-Bereich (1600 bis 1700 cm™) ist als starke Raman-inaktive Schwingung eine Bande
bei 1653 cm™ zu erkennen. Diese Amid I-Bande zeigt ihr Intensitdtsmaximum bei 195 K. Im
Amid II-Bereich (1600 bis 1500 cm™) erscheinen zwei starke Schwingungsbanden bei 1558
cm™ und 1540 cm™. Diese beiden Banden sind, wie oben erwéhnt, bei Messungen an Mem-
bransuspensionen oder Kristallensembles nicht aufgeldst, sondern als Summenbande erkenn-
bar. Die langwellige Bande bei 1558 cm™ ist Raman-inaktiv und wird in der Literatur als
mogliche Amid II-Bande oder C=C-Streckschwingung identifiziert. Uber das hier untersuchte
Temperaturintervall zeigt diese gekoppelte Schwingung eine konstante positive Intensitét.
Signifikant temperaturabhingig hingegen ist die Schwingung bei 1540 cm™. Diese Bande
zeigt bei 200 K maximale Intensitdt, mit gegeniiber geringerer Temperatur deutlich groBBerer
Amplitude.
Ebenfalls eine Anderung durchlaufen die C=0-Streckschwingungen bei 1740 cm™ im Verlauf
der L-Bildung. Die Differenzbande bei 1744/1737 ist im betrachteten Temperaturintervall
konstant und kann im Hinblick auf BR Asp 141 zugeordnet werden!**"*”). Diese in BR, HR

und SRI konservierte Aminosdure, gibt fiir alle drei Proteine eine Differenzbande im &hn-
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lichen Bereich bei Ubergang vom unbelichteten Zustand nach L'*!). Eine Verschiebung hin
zu kleineren Wellenzahlen im L-Zustand wird als Wechselwirkung mit einer hydrophileren

Umgebung gedeutet!"*”).
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4.9. MALDI-TOF Spektroskopie an HR- und BR-Isolaten

Die qualitative Analyse der “bindenden” Membranlipide im Verlaufe einer Proteinisolierung
kann, sowohl fiir die Stabilitdt und Funktion von Membranproteinen als auch fiir ihre erfolg-
reiche Kristallisation essentiell sein. Zu diesem Zweck wurden Proben nach verschiedenen
Schritten der HR-Isolierung mittels Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation — Time Of
Flight (MALDI-TOF) - Spektroskopie im Negativ Modus untersucht. Letzteres ist notwendig,

um negativ geladene Molekiilionen in Richtung des Detektors zu beschleunigen. Unter diesen
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Abb. 44: MALDI-TOF Spektren von HR-Prédparationen (eingebettet in DHB) aufeinander folgender
Isolierungsschritte: a) HR-haltige Gesamtmembranfraktion nach Dichtegradientenzentrifugation
b) nichtbindendes HR-Eluat (Cholat-Solubilisat) der Affinititschromatographie ¢) HR-Eluat
(OG-Solubilisat) der Affinitdtschromatographie d) HR-Kristall nach Entfernung des anhaftenden
MO

MeBbedingungen war es moglich, die negativ geladenen archaealen Lipidspezies von Mem-
branfraktionen, Solubilisaten in Gegenwart nichtionischer Detergentien als auch von isolier-
ten Proteinkristallen zu identifizieren.

In Abb. 44 sind typische Massenspektren von HR-Isolaten dargestellt. In Teilabbildung a) ist
das Spektrum einer Probe, die direkt nach der Dichtegradientenzentrifugation gewonnen wur-
de, wiedergegeben. Die Molekiilpeaks entsprechen den fiir halophile Organismen typischen
Lipiden, die sich aus einem Glyko-, Sulfoglyko-, Phospho- oder Phosphyglyko- substituierten
Diphytanyl-“Stamm* (2,3 Di-O-alkyl-sn-glycerol, genannt Archaeol, siche Tabelle 4) zusam-
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mensetzen. Diese geséttigten Etherlipide haben am substituierten Sauerstoff eine in der Natur

einzigartige Stereochemie. Im Vergleich zu den Bakterien und Eukaryonten ist bei den

Archaea die Stereochemie am asymmetrischen Kohlenstoff genau umgekehrt (2R)!

4, Zum

Vergleich ist in Abb. 45 (Teilabbildung a) das Massenspektrum einer PM solublisiert in OG
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dargestellt. Demnach sind in HR-
und BR-haltigen Membransolu-
bilisaten die gleichen Lipide
vorhanden.

Auch fiir nichtbindende (Affini-
tatschromatographie,
Phe) Anteile solubilisierten HR's
wihrend der chromatographischen
Reinigung (Abb. 44, Teilabbildung

b) wurden noch alle Lipide nach-

Resource-

gewiesen, wéihrend nach Deter-
genzwechsel im OG-haltigen Eluat
keines dieser Lipide mehr nachge-
wiesen werden konnte (Abb. 44,
Teilabbildung c). Das Peak-Muster
unterhalb 400 m/z (Masse/Ladung)
ist mit dem Massenspektrum der
Matrix DHB

aufge-

verwendeten
(Dihydroxybenzoesiure),
nommen im Laufpuffer, nahezu
identisch (Daten nicht gezeigt).
Fiir die Massenpeaks bei 408, 500
und 647,7 m/z
eindeutige Zuordnung erfolgen. In
Teilabbildung d) ist das Massen-
HR-KTristalls

im Eluat

konnte keine

eines
Die

gefundenen Massenpeaks konnen

spektrum

widergegeben.

hier nicht wiedergefunden werden
und nur ein Signal bei 442,9 m/z

ist eindeutig nicht der Matrix zu

zuordnen.
In Abb. 45 sind die
entsprechenden  Massenspektren

=2
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von BR im Verlauf einer Protein-

reinigung (Kapitel 7.3.5) dargestellt.

Die zur Kristallisation verwendete

- ' BR-Fraktion des  Anionenaus-
tauschers enthélt ebenso wie der

BR-Kristall noch alle Glyko- und

Phospholipide der PM (Abb. 45,

Teilabbildung B). Dieses Ergebnis

wird durch die Rontgenstrukturen

N der 3-D Kristalle von BR bestitigt.

[204]
Abb. 46: MALDI-TOF  Spektrum  von  Palmitinsiure Essen ez al. (1997) und andere
(Kokristallisat mit DHB) Gmppen[m haben in  ihren

verdffentlichten BR-Strukturen die
Beteiligung dieser Lipide am Intra- und Intertrimerkontakten aufgezeigt.
Auf Basis der RSA wurde im Trimer eine Lipidspezies gefunden, die im Verhéltnis 1:1 zum
HR-Monomer vorliegt. Dieses Lipid wurde u. a. auf Grund der einheitlichen Elektronen-
dichte, die keinen Einbau von Methylgruppen, wie sie fiir das Archaeol typisch sind, zulaf3t,
Palmitinsdure zugeordnet. Diese Zuordnung stiitzt sich dariiberhinaus auf Untersuchungen
von Colella et al. (1998)!"**!, die nachweisen konnten, daB das HR-Solublisat zwei Fraktionen
bei einer Affinititschromatographie (Phenyl Sepharose 6 Fast Flow, Pharmacia) bildet, wobei
die retardierte Fraktion einen hohen Palmitinsdureanteil zeigt, wéhrend die nichtbindende
Fraktion deutlich geringere Anteile enthélt.
Auf der Basis der MALDI-Spektroskopie konnte in dieser Arbeit kein eindeutiger Nachweis
fiir die Existenz der Palmitinsdure im Eluat oder Kristall erbracht werden (sieche zum
Vergleich Abb. 44), da diese mit einer Masse von 256,4 g/mol in einen Massenbereich fallt,
in dem Matrixanteile (DHB) detektiert werden. Allerdings konnten auch fiir reine Palmitin-
sdure, eingebettet in DHB, kein eindeutiger Nachweis dieses Lipids erbracht werden (siche
Abb. 46).

AbschlieBend sei bemerkt, das im Massenspektrum des Kristalls ein Peak bei 291,1 m/z
auftritt, der wahrscheinlich dem Detergenz OG zuzuordnen ist, das wie an anderer Stelle aus-

gefiihrt, fiir die erfolgreiche Kristallisation von HR essentiell ist.

Lipidspecies | Purpurmem- | Probe a) Probe b) Probe ¢) Probe d)
bran /g/mol
PA 731,14 - - - -
PG 806,23 - 805,2 - -
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Lipidspecies | Purpurmem- Probe a) Probe b) Probe c) Probe d)
bran /g/mol
PGS 885,29 907,4 907,4 - -
(PGS+Na") | (PGS+Na")
PGP-Me 899,22 899,2 und 899,2 und ) )
921,4 921,4/937,0
(PGP- (PGP-
Me+Na") | Me+Na'/K")
S-TGA-1 1218,67 1217,4 1217,0 - -
S-TeGA-1 1380,82 1379,4 1378.,9 - -
Archaeol 652 - - - -

PA: Phosphatidylarchaeol; PG: Phosphatidylglycerol; PGS: Phosphatidylgylcerosulfat; PGP-ME: Methyl-

Phosphatidylgylcerophosphat;

Tetraglycosylarchaeol

Tabelle 4: identifizierte Lipidspezies der verschiedenen Isolierungsstufen von HR gemél3 Abb. 44.
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5. Diskussion

5.1.  Theorie der Kristallisation von Membranproteinen in Mesophasen

Nachfolgend wird versucht, die Kristallisation von Proteinen in artifiziellen Membransys-
temen phanomenologisch zu erkldren. Der hier vorgeschlagene Ablauf und die sich daraus
ergebenden Folgerungen sollen nur fiir integrale Membranproteine gelten. Ebenfalls in der
Literatur beschriebene Kristallisationsexperimente an 16slichen Proteinen (Bsp. Lysozym) in
Gegenwart artifizieller Membransysteme seien somit von dieser Betrachtung ausgenommen
und konnen, soweit notwendig, auf anderen Mechanismen beruhen.

Fiir die Kristallisation von HR und
BR in Lipidphasen ist es notwen-
dig, eine Mischung von solubili-
siertem Membranprotein und Lipid

zu praparieren, die eine kubische

> Symmetrie aufweist. Andererseits
ergibt die Strukturanalyse der

hexagonalen HR-Kristalle eine

Umwandlung der anfinglich ku-
bischen Lipidphase zu einer lamel-
laren Anordnung (Abb. 47). Dieser

Befund erklart die erkennbare

Abb. 47: Anfangs- und Endzustand des zur HR-Kristallisation
verwendeten Lipid(MO)/Wasser-Gemisches. Die zu
Beginn kubische Lipidphase (links), deren Membran-
aufbau (links oben) und Wasserkanalstruktur (links ~ Viskositdtsabnahme der Lipidpha-

unten) illustriert ist, geht im Verlauf der  ge im Verlaufe der Kristallisation.

Kristallisation in eine lamellare Anordnung von In Abb. 47 sind der Anfangszu-

Lipiddoppelschichten iiber . .
pracopp stand (links) und der vermutliche

Endzustand der Lipidphasen im Kristallisationsexperiment schematisch dargestellt.

Die kubische Symmetrie zu Beginn der Kristallisation wurde mehrfach mit rontgenographi-
schen Methoden von verschiedenen Gruppen nachgewiesen und gilt als gesichert!!*I42114¢],
Die lamellare Anordnung des Lipids im Endzustand stiitzt sich neben den oben angefiihrten
Ergebnissen fiir HR auf rontgenographische Untersuchungen an MO-Lipidphasen in denen
Ubiquinon-Kristalle!*”!

Verlauf der Kristallisation eine Umwandlung der Lipidanordnung von kubisch nach lamellar

geziichtet wurden. In der unmittelbaren Kristallumgebung konnte im
mit Rontgenkleinwinkelbeugung beobachtet werden.

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse ist es hilfreich, eine Hypothese des Kristallisations-

mechanismus in Lipidphasen abzuleiten, die als Grundlage fiir weitere Experimente dienen
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kann. Nachfolgend soll dies unter besonderer Beriicksichtigung der Lipidphaseneigenschaf-

ten versucht werden.

Fiir das bindre Mischungssystem MO/Wasser wurde kiirzlich von Qui und Caffrey (2000)!"*%!

ein Phasendiagramm publiziert, das die existierenden Lipidphasen in Abhéngigkeit vom

Mischungsverhiltnis und der Temperatur wiedergibt (Abb. 48). Entlang der Isothermen bei

22 °C konnen je nach Lipid/Wasser-Mischungsverhiltnis kristallin-lamellare (L.), lamellare

(Ly) und kubische (Io3d und Pn3m) Lipidphasen auftreten. Weitere Untersuchungen der

MO/Wasser-Mischung in Gegenwart von verschiedenen Salzen sowie gingiger nichtionischer

Detergenzien wie OG oder DM zeigen, dal} dieses System auBBerordentlich tolerant gegeniiber

chemisch unterschiedlichen Additiven ist und nur geringe Anderungen des oben skizzierten

Phasendiagramms beobachtet werden!'*”). Das fiir die Kristallisationsexperimente gewihlte

Mischungsverhéltnis von Lipid zu Wasser (60/40) entspricht bei 22 °C einer bikontinuier-
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Abb. 48: Phasendiagramm der bindren Mischung Monoolein/Wasser; Erlduterungen siehe Text.

Abb. 49: Vorgeschlagener Mechanismus der der Membranprotein-Kristallisation zu Grunde liegenden Phasen-
umwandlung der Lipidphasen. Die Lipiddoppelschichten sind als durchgingige Linien gekennzeich-
net, wobei die hydrophobe Kontaktflache der Lipide als unterbrochene Linie hervorgehoben ist a) 2-
dimensionaler Schnitt durch ein kubisch primitives Gitter, die Wasserkanile in Blickrichtung sind
grau unterlegt b) Fusion der an der Grenzflidche des kubischen Systems liegenden Lipiddoppelschicht
tiber den Kontakt der trans-Lipideinzelschichten c¢) fortschreitende Fusion der inneren
Lipideinzelschicht d) Ausbildung zweier Lipddoppelschichten, wodurch das kubischen Lipidsystem

sukzessive von der Phasengrenzfliche her abgebaut wird.
lichen kubischen Lipidphase. Diese Phase ist auch in Gegenwart von lipidldslichen Proteinen
(bspw. Bakteriorhodopsin) im geschlossenen System iiber Monate stabil, was daran zu
erkennen ist, daB3 sich keine erkennbaren Kristallkeime ausbilden bzw. eine Phasenédnderung

unter dem Lichtmikroskop zu erkennen ist.

In Abb. 49 ist der hier zu diskutierende Mechanismus fiir die Kristallisation in Gegenwart von
Lipidphasen in vier Teilschritten skizziert. Zur Vereinfachung sind in die Membran einge-
fiigte Proteine nicht dargestellt. Die zu Beginn vorliegende kubische Lipidphase aus Abb. 47
ist hier (Abb. 49) als 2-dimensionaler Schnitt durch das kubische Netzwerk in der
Teilabbildung a) dargestellt (siche zum Vergleich auch Abb. 47, links). Im Kristallisations-
experiment ist nicht davon auszugehen, daf die frisch praparierte kubische Lipidphase ein
einheitliches System darstellt, sondern daB3 diese vielmehr aus unendlich vielen mikrosko-
pischen Bereichen kubischer Symmetrie, die ungeordnet nebeneinander vorliegen, besteht.
Eben solche Lipidpartikel kubischer Symmetrie dispergiert in wéssrigen Pufferlosungen wur-

den von Landh!'*®

erstmalig beschrieben. Diese sogenannten Cubosomen sind mit Ab-
messungen im pm-Bereich von einer Lipideinzelschicht umgeben. Fiir eine Beschreibung der
grundsitzlichen Vorgidnge im Kristallisationsverlauf ist es weniger wichtig, ob Cubosomen, d.
h., raumlich vollstindig durch eine Lipideinzelschicht abgegrenzte kubische Bereiche, ent-
stehen. Vielmehr kommt es darauf an, da8 die abgegrenzten kubischen Bereiche sehr wahr-
scheinlich von einer Lipideinzelschicht umgeben sind, wie es in der Teilabbildung b) skizziert
ist. Der in b) vorliegende Kontakt der trans-stehenden Lipideinzelschichten (trans-monolayer

149 ein wesentlicher Teilschritt

contact, TMC) sollte auf Grund energetischer Betrachtungen
in der Phasenumwandlung sein. Im Anschluf bildet sich ein Kontakt der inneren
Lipideinzelschichten, ein sogenannter Stengel (stalk-Intermediat), aus dem letztlich zwei
Lipiddoppelschichten hervorgehen. Die Grenzfliche zwischen lamellarer und kubischer
Lipidphase hat sich durch diese Abfolge um eine Lipiddoppelschicht verschoben. Um diese
Phasenumwandlung mit der Kristallisation eines integralen Membranproteins zu korrelieren,
sei nun angenommen, das die in die Lipidschichten eingelagerten Proteine von der Grenz-
fliche beider Phasen einen Kiristallisationsprozess durchlaufen. Im bikontinuierlichen ku-

bischen Lipidsystem konnen die Membranproteine frei lateral diffundieren. Kommt es nun zu
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dem oben beschriebenen Phaseniibergang, dann bildet sich im einmaligen ersten Schritt an
der Phasengrenzfliche ein 2-dimensionaler Proteinkristall, der im weiteren Verlauf der
Kristallisation schichtweise in die dritte Dimension aufgebaut wird. Die kubische Lipidphase
dient hierbei als Solvens, mit dessen Hilfe weitere Proteinmolekiile passender Orientierung an
die Kristall-(lipid)grenzflache gelangen. Die Kristallisation eines integralen Membranproteins
ist demnach lokal mit einen systematischen Zusammenbruch der kubischen Lipidphase
verkniipft.

Phaseniibergdnge vom kubischen zum lamellaren Arrangement konnen durch Wasserentzug
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Abb. 50: Vergleich der Membranproteinkristalle vom Typ I und Typ II; Erléduterungen siche Text

oder die Gegenwart von kleinen amphiphilen Verbindungen bewirkt werden. Wie aus Abb. 48
ersichtlich, ist bei einer Verringerung des Wasseranteils unter 35 % (w/w), die lamellare
Phase thermodynamisch bevorzugt. Sobald also der kubischen Lipidphase, beispielsweise
tiber die Gasphase, Wasser entzogen wird (Kristallisation iiber Gasphasendiffusion) oder,
wenn vor Abschluss des Systems ein wasserbindendes Agens hinzugegeben wird (batch-
Kristallisation), kommt es bei Temperaturen kleiner 60°C zu einem Phaseniibergang unter
Ausbildung lamellarer Lipiddoppelschichten.

Im Beispiel der Kristallisation von BR wird als wasserbindende Komponente ein Gemisch
festen Natrium-/Kalium-Phosphats (Sorensen-Salz) hinzugefiigt. Somit hat man es in diesem
Fall nicht mit einem Prézipitanz im iiblichen Sinne zu tun, vielmehr bewirkt der Wasserent-
zug, dal} es zu einem Phaseniibergang im System Lipid/Wasser kommt. Das Sorensen-Salz
enthdlt in der verwendeten Form zwei Mole Hydratwasser neigt aber in Gegenwart von
Feuchtigkeit zur Verwitterung, d. h., zur Bindung weiteren Kristallwassers. Im Fall der BR-
Kristallisation bedeutet die nachtrigliche Zugabe des Sorensen-Salzes die Bindung von bis zu
10 Mol Wasser pro Mol eingesetzten Salz. Da die ablaufende Wasserbindung eine Grenz-
flichenreaktion (Salz/Pufferlosung) ist, 1Bt sich allerdings keine direkte Aussage iiber die
Anzahl gebundener Anteile Wasser machen, obwohl die BR-Kristallisation eine deutliche Ab-

hingigkeit vom Stoffmengenanteil des Salzes im Kristallisationsansatz zeigt. Folglich hingt
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die erfolgreiche Kristallisation auch noch von der effektiven Salzoberfliche bzw. dem Zertei-
lungsgrad des Salzes ab. Dies ist nicht zuletzt einer der Griinde fiir die schwierige Reproduk-
tion der BR-Kristallisation in Lipidphasen.

Die Ausbildung intra- und intermembraner Protein-Protein-Wechselwirkungen sollte den
oben beschriebenen Phaseniibergang ebenfalls erleichtern. Weitere Moglichkeiten eine Pha-
senumwandlung zu bewirken, bestehen in einer Absenkung der Temperatur (siche Abb. 48)
oder der Zugabe kleiner amphiphiler Molekiile wie beispielsweise natiirlicher polarer Lipide
oder Detergentien. Fiir die Beimengung der Detergentien OG!">" und DM!"*! ergeben sich
systematische Verschiebungen der Phasengrenze im System MO/Wasser, die einer Verlage-
rung des Phasendiagramms entlang der x-Achse (in Richtung geringerer Wasseranteile) ent-
sprechen. Mit Erreichen von Detergenzanteilen groler 0.1 M werden schlieBlich keine kubi-
schen Lipidphasen mehr ausgebildet.

Gustafsson et al. (1999)"°?! konnten zeigen, daB Zusitze von Natrium-Cholat zur Bildung
von Lipidvesikeln mit kubischer Symmetrie fithren. Derartige Lipidvesikel kdnnten den ein-
gangs erwidhnten Cubosomen entsprechen, die durch Beimengung des Blockkoplymers Polo-
xamer 407 erhalten wurden. Neto ez al. (1999)!**! haben kiirzlich AFM-Untersuchungen an
MO-Cubosomen vorgenommen, die nach Einbringen eines Blockcopolymers in groBeren
Mengen erhalten werden. Mit Abmessungen von 300*300*30 pm sind Cubosomen deutlich
kleiner, als die in Lipidphasen gebildeten Proteinkristalle. Fiir den Fall, da3 dhnlich dimens-
ionierte Strukturen eine Rolle bei der Kristallisation spielen, hétte man es unter Annahme des
obigen Mechanismus mit der Ausbildung von Kristallisationskeimen zu tun. Die Anzahl
dieser Keimbildungsbereiche sollten sich gemiB diesen Uberlegungen verstiirkt durch nach-
tragliche Erzeugung weiterer lamellarer Grenzflichen bspw. durch Sonifikation der

Mischung, noch steigern lassen.

Gemih der von Michel"** vorgenommenen Unterteilung 3-dimensionaler Membranprotein-
Kristalle in zwei Klassen, haben wir es bei den beiden archaealen Ionenpumpen mit Kristallen
des Typ I zu tun. Die hexagonalen HR Kristalle sind mit ihrer schichtweisen Anordnung von
geordneten Lipddoppelschichten (sieche Abb. 50) ein ideales Beispiel fiir diesen Kristalltyp.
Die intertrimer-Kontakte innerhalb der Lipiddoppelschicht kommen ausschlieBlich iiber
Protein/Lipid-Wechselwirkungen zustande wie es fiir den Typ I von Michel vorgeschlagen
wurde. Hinzu kommen intratrimer-Kontakte sowohl {iber Protein/Lipid- als auch iiber Pro-
tein/Protein-Wechselwirkungen. Orthogonal zur Membranebene existieren Protein/Protein-
Kontakte hauptsédchlich iiber die zytoplasmatischen und extrazelluldren Schleifenregionen.
Der hier aufgestellte Kristallisationsmechanismus in Lipid-Mesophasen erkldart den Aufbau
von Typ I Kristallen iiber die geordnete Aggregation von 2-D Proteinkristallen.

Die Ziichtung geordneter Kristalle diesen Typs ist verglichen mit dem Typ II bis heute das

schwierigere Vorhaben. Die geordnete Kristallisation integraler Membranproteine mit kleinen
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hydrophilen Doménen in artifiziellen Lipidphasen konnte helfen diese Barriere zu iiberwin-
den und zukiinftig auch stark hydrophobe Proteine in groBerer Variation strukturell zu unter-

suchen.
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5.2.  Vergleich der Tertidrstrukturen von HR und BR

Eine systematische Analyse der Primérstrukturen archaealer Retinalproteine fiihrte Thara et al.
(1999)1"°*! zu einer phylogenetischen Einteilung in vier Gruppen. Die vorgenommene Eintei-
lung basiert auf einem Vergleich von insgesamt 25 codierenden Genen fiir Retinalproteine
(HR, BR, SRI, SRII). Die Unterteilung in vier Gruppen korreliert mit der Funktion der Prote-
inen, wonach die phylogenetische Ahnlichkeit der beiden Ionenpumpen HR und BR zueinan-
der grofer, als zu den ebenfalls ndher miteinander verwandten Lichtrezeptoren SRI und SRII
ist.

Im Vergleich der Primérstrukturen aller bis dato identifizierten archaealen Retinalproteine
finden sich insgesamt 16 Aminoséuren, die in den vier Klassen gemif Thara et al. (1999)">!
konserviert sind. Bis auf eine Ausnahme liegen diese Reste in helicalen und transmembranen
Bereichen. Lediglich ein Glycin in der extrazelluldiren EF-Schleifenregion ist ebenfalls
konserviert. Die nachfolgende Tabelle faf3t samtliche 16 konservierten Aminosduren fiir HR

und BR sowie deren strukturellen Ahnlichkeiten zusammen:

An;ﬁ;‘;;ﬁ;lre Halorhodopsin Bakteriorhodopsin
Y77/YS5T* H-Briicke zu D238 H-Briicke zu D212 und H,0O 407
R108/R82* H-Briicke zu H,O 505 und H,O 512 H-Briicke H,O 407 und H,0 406
v109/v83* |1 Bm"kznz‘ggg 0571 151 15212526312‘;0”1“1@“ H-Briicke zu W189 (H,O 405)

H-Briicke zu H,O 505, Beginn 3p—Helixbereich der Helix
WI12/W86* im 3 o—Helixbereich der Helix C C
T116/T90* Ende 310—Helixbereich der Helix C, Ende 3;0—Helixbereich der Helix C,
H-Briicke zu Asp141 (2.55 A) H-Briicke zu Asp115 (2.5 A)
Helixknick
Vorkommen fiir spitere Intermediate .
P117/P91 wichtig, erst ab 250mM Cl-Transport, Helixknick, -brecher
Kum(CH>2M vs. 180mM bei wt
G148/G122* in Helix D nahe Cyclohexenring in Helix D nahe Cyclohexenring
L179/L152 Helix E, Beginn flexibler Region Helix E, Beginn flexibler Region
Helix F, hydrophobe Region, eventuell Helix F, hydrophobe Region,
L199/L174 Wasserbarriere verhindert dessen eventuell Wasserbarriere verhindert
EinfluBl bzw. Ausflufl dessen Einflull bzw. Ausfluf3
VdW-Kontakt zum Retinal (liegt VdW-Kontakt zum Retinal (liegt
WZOZW 182 zwischen C19/C20), zwischen C19/C20),
H-Briicke zu H,O 506 H-Briicke zu H,O 501
v210/Y185* H-Briicke zu D238, flankiert Retinal H-Briicke zu D212, flankiert
(liegt parallel) Retinal (liegt parallel)
flankiert lonon-Ring (liegt parallel), flankiert lonon-Ring (liegt

P211/P186* Verlust H-Briicke im Backbone parallel), Verlust H-Briicke im

(Helixbrecher) Backbone (Helixbrecher)

W214/W189 | liegt unterhalb Ionon-Ring, eventuell liegt unterhalb Ionon-Ring, H-
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AnI{Illr;(/)ls;al;lre Halorhodopsin Bakteriorhodopsin
* zusammen mit Positionen 210,211,214 Briicke zu Y83, eventuell an
an Retinalaufnahme beteiligt Retinalaufnahme beteiligt
G220/G195 verankert BC-loop ?
D238/D212* |  H-Briicke zu Y77, Y210, H,O 508 | [-Bricke 1‘;515{38;10865 » H0 402
K242/K216* Retinalbindung via SB Retinalbindung via SB

Tabelle 5: Liste der 16 in allen archaealen Retinalproteinen konservierten Aminosduren. Spalte 1 gibt
jeweils die Aminosdurekurzbezeichnung und die Position an (HR/BR). Die mit einem Stern ver-
sehenen Reste gehdren zur Retinalumgebung. In den beiden weiteren Spaltensind die Eigenschaf-
ten wie Wasserstoffbriickenbindungen, sterische Kontakte etc. aufgefiihrt. Abkiirzung: W = Wat,
H-Briicke = Wasserstoffbriickenbindung

5.3.  Die Retinalbindungstasche

In den beiden Spalten fiir Halorhodopsin und Bakteriorhodopsin sind die strukturellen
Gemeinsamkeiten der 16 konservierten Aminosiuren auf der Basis der verfiigbaren Struktur-
daten (PDB-Code!"**: 1E12, 1C3W) verglichen. Mit einem Stern (*) versehene Aminosduren
befinden sich in der ndheren Umgebung des Retinals und werden nachfolgend als ,,.Bindungs-
taschen-Reste* bezeichnet.

Ein Strukturvergleich der 12 konservierten Bindungstaschen-Reste zeigt (Abb. 51), da3 deren
relative Lage und das dazugehdrige Wasserstoftbriicken-Netzwerk zum iiberwiegenden Teil
konserviert sind. Dariiber hinaus ist zu erkennen, dal Helixdeformationen und die Lage zu-
mindest zweier Wassermolekiile in beiden Stukturen an vergleichbaren Positionen auftreten.
Der hohe Konservierungsgrad dieser Bindungstaschen-Reste wird in der Literatur {iblicher-
weise auf eine Optimierung des Opsin-Shifts (Verdnderung des Absorptionsmaximums durch
die Proteinumgebung) und die Mdglichkeit zur Aufnahme freien Retinals (nach der Opsin-
synthese) zuriickgefiihrt. Ein Zusammenhang zwischen Struktur und Transportfunktion dieser
Aminoséuren ist erstmals mit der hier prisentierten HR-Struktur im Vergleich zu der BR-
Struktur mdglich.

In Abb. 51 ist zu diesem Zweck die Retinalumgebung der beiden archaealen Ionenpumpen
dargestellt. Die strukturelle Ahnlichkeit beider Proteine zeigt sich deutlich in der Anordnung
der dargestellten Aminosduren sowie im korrespondierenden Wasserstoffbriicken-Netzwerk.
Lediglich die fiir BR gefundene Wasserstoftfbriicke zwischen Tyrosin 83 und Tryptophan 189
liegt in HR nicht vor. Ebenfalls auffillig sind die vier Helixdeformationen an nahezu identi-
schen Positionen'">” in Helix A (66-70), Helix C (112-117), F (207-211, Ubergang zu 3,o-
Helix) und die w-bulge in Helix G (241-245). Eine m-bulge, zeichnet sich unter anderem
durch die Versetzung der Helix-stabilisierenden Wasserstoffbriickenbindungen um eine

Position von der Pi-Helix mit n = n+4 nach n= n+5 aus.
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Anstatt am o-Helix-stabilisierenden Wasserstoffbriicken-Netzwerk beteiligt zu sein, inter-
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. Strukturvergleich der Retinalumgebung in HR und BR: Die konservierten Aminosduren sind als
Kugel-Stab-Modelle hervorgehoben, Wassermolekiile (rot), Chloridionen (griin) und Retinal (tiirkis)
sind eingeférbt. Eine Teilansicht von HR ist in den Teilabbildung a) und b), von BR in c) und d)
gezeigt. In den Teilabbildungen b) und d) ist der Blick des Beobachters von der zytoplasmatischen
Seite auf den Chromophor gerichtet. Die Aminosiurebezeichnung setzt sich aus dem Einbuchstabe-
ncode, der Sequenznummer und dem Helixbuchstaben (in Klammern) zusammen (Abbildung siche

eine Seite zuvor)
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agiert der Carbonyl-Sauerstoff von Alanin 241 mit einem Wassermolekiil (506 in HR, 501 in
BR). Dieses Wassermolekiil in konservierter Position ist mit Tryptophan 207 (W207)
verbunden (siehe auch Abb. 52), was exakt der Situation in BR entspricht (W182). Das SB-
Lysin 242 (K242) in HR ist im Unterschied zu BR (K216) am intrahelicalen Wasserstoff-
briicken-Netwerk beteiligt!'”, wenngleich der Vektor der Carbonylfunktion ebenfalls von der
Helixachse abweicht. In BR hingegen, bindet der Carbonylsauerstoff ein weiteres Wasser-
molekiil und der sich anschlieBende a-Helixbereich ist um etwa 15° relativ zur Achse der o-
Helix vor der m-bulge versetzt. Eine Schwichung der intrahelicalen Wasserstoftbriicke von
K242 konnte in nachfolgenden Photozyklusschritten fiir die intermedidre Bindung des
Substrats notwendig sein.

Weitere ~ Ahnlichkeiten  der
Bindungstaschen von HR und

BR werden beim Vergleich der

Wat506

945 dargestellten Wassermolekiile
W207 S S und des Chloridions deutlich.

) Die an W207 (W182 in BR)
koordinierten, sowie zwischen
Guanidino- (R108 resp 82) und
Carboxylgruppe (D238 resp
212) liegenden Wassermole-
kiile (Wat505/406) sind hin-
sichtlich ihrer Lage und Umge-
- bung in beiden Proteinen struk-
( - 4 v turell verwandt. Fiir das
‘ Chloridion zeigt sich, da} es

mit einem der beiden carboxy-

lischen Sauerstoffe von D85 in

Abb. 52: Kugel-Stab-Modell der CBS und der Wasser 506  BR zur Deckung kommt.
umgebenden Aminosduren auf der zytoplasmatischen Es besteht deshalb die Mog-
Halbseite von HR. Die gegeniiber Abb. 51 a) neu

hinzugekommene Reste sind explizit bezeichnet.

lichkeit, dal3 die in Abb. 51 dar-
Erliuterungen siehe Text. gestellten strukturellen Gemein-
samkeiten eine Grundlage fiir
die in beiden Proteinen auftretende Konformationsédnderung im Photozyklusverlauf bilden. In
beiden Proteinen hat der lichtinduzierte Transport des Substrates (Proton bzw. Hydroxid-Ion
oder Chloridion) unmittelbar eine Verdnderung der benachbarten Wasserstoftbriicken zur
Folge. Die Neuorientierung der Asparaginseitenkette in Helix G (D238 bzw. 212 in BR)
erscheint unvermeidlich, sobald in Folge der SB-Isomerisierung das Chloridion seine Lage

andert oder die Carboxylgruppe von D85 in BR protoniert wird. Eine solche Neuorientierung
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konnte sich, vermittelt iiber das parallel zum Retinal liegende Tyrosin (Y210 bzw. Y185 in
BR), auf die Konformation der Helix F auswirken. Der im VdW-Kontakt zum Ionon-Ring
stehende Indolring (W214 bzw. WI189) sollte diesen Effekt nach der lichtinduzierten
Lagednderung des Retinals zusétzlich verstirken. Hinzu kommt, daB ein auf der
zytoplasmatischen Halbseite, ebenfalls in Helix F lokalisiertes Tryptophan (W207 bzw.
W182) auch im VdW-Kontakt zum Retinal steht.

Somit hat in beiden lonenpumpen eine Isomerisierung der PSB vermittelt iiber ein Wasser-
stofbriickennetzwerk und iiber sterische Kontakte einen Einflul auf die Orientierung der
Helix F, vorausgesetzt, die angefiihrten Effekte negieren sich nicht. Zaccai hat kiirzlich in
einem Ubersichtsartikel zu Neutronenbeugungsstudien an Proteinen!® (u. a. an BR) noch-
mals festgestellt, dal} die Retinalbindungstasche und der iiberwiegende Transmembranbereich
von BR sehr geringe thermische Bewegungen iiber einen weiten Temperaturbereich zeigen.
Diese dynamischen Messungen spiegeln die B-Faktorverteilungen der RSA wieder, die fiir
HR und BR im Transmembranbereich mit 20 bis 25 A* sehr gering sind. Demzufolge ist die
Retinalbindungstasche im Vergleich zu anderen Bereichen der Proteine rigide und thermische
Abweichungen von der Proteinkonformation sind daher sehr gering.

Fiir den Transport eines Anions sind in HR gréBere strukturelle Anderungen notwendig, da in
der Struktur des unbelichteten Zustandes keine zusammenhingenden Kavititen ausreichenden
Volumens auf der zp-Seite vorhanden sind. Die hier prinzipiell angenommene Konformati-
onsdnderung, vermittelt liber ein konserviertes Wasserstoftbriickennetzwerk, wird dariiber
hinaus noch durch weitere strukturelle Merkmale gestiitzt. Eine Analyse der B-Faktor-
Verteilung aus den RSA beider Ionenpumpen weist signifikant hohere Werte (35 bis 40 A?)
fiir gleiche Bereiche in den Helices E und F auf. Die damit verbundene erhohte Beweglichkeit
endet jeweils in den von der idealen a-Helix abweichenden Regionen. In der Helix E wird
diese Region durch eine weitere n-bulge eingeleitet, die wiederum in HR und BR zu finden
ist. Dieser Bereich ist in BR fehlgeordnet (Luecke ef al. (1999)1'3, PDB-Code: 1C3W) oder
mit hohen B-Faktoren belegt (Essen ez al. (1997)!'"”), PDB-Code: 1BRR). Die Carbonylfunk-
tionen der Aminosduren Alanin 178 und Leucin 179 (A150 und A151 in BR) bilden eine
nichtparallele Ebene zur Helixachse. Leucin 179, am Beginn der nt-bulge, ist ebenfalls in allen
archaealen Retinalproteinen konserviert.

Die vorangehende Interpretation ist auf Grund des Mangels an Strukturen von Photozyklus-
intermediaten (einschlieflich die der Sensorrhodopsine) nicht umfassend zu beweisen. Einen
universellen Zusammenhang zwischen Retinalisomerisierung und Proteinkonformation
archaealer Retinalproteine wird letztlich erst durch weitere, vergleichende Strukturanalysen

herzustellen sein.
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5.4. Die Quartérstrukturen von HR und BR

Wie im Kapitel 4.1.1 beschrieben, liegt HR in den 3-D Kristallen in trimerer Form vor. Diese
Anordnung unterscheidet sich von den HR-Tetrameren, die erstmals von Havelka et al.
(1993)'"%1 (siehe S. 33) beschrieben wurden. Fiir die elektronenkristallographischen Unter-
suchungen wurden in vivo gebildete 2-D Kristalle verwendet. Allerdings lieBen sich diese
Kristalle nur aus einer Fraktion hoher Schwimmdichte (HR-PM, Dichte 1,14 bis 1,16 g*cm™)
von etwa 5 % des exprimierten HR isolieren. Die antiparallele Anordnung der Tetramere hat
bei Belichtung netto keinen gerichteten Transport von Chloridionen zur Folge, was das ge-
wichtigste Argument gegen die physiologische Relevanz dieser Anordnung ist. Nur unter
Annahme, daB die iibrigen, “nichtkristallinen” HR-Anteile einheitlich in einer Richtung in der
Membran orientiert sind, resultiert dennoch ein gerichteter Netto-Transport von Anionen.
Eine Neuorientierung im Verlauf der 2-D Kristallisolierung ist auf Grund der wenigen Prépa-
rationsschritte, die ohne Detergenzzusatz erfolgten, nahezu auszuschlieBen. Aulerdem konnte
die orthogonale Anordnung von in vivo 2-D Kristallen, welche mit der Havelkaschen Raum-
gruppe P2 vereinbar ist, mittels Gefrierbuchtechniken an ganzen Zellen von HR-Uberexpres-
sionsstimmen nachgewiesen werden. Demnach ist es wahrscheinlich, da3 die gefundenen
Tetramere lediglich von einem geringen Anteil des synthetisierten HR's gebildeten werden,
wihrend der iiberwiegende Anteil der Proteine eine gerichtete Anordnung in der Membran
einnimt. Die Annahme, daB3 es sich dabei um die in dieser Arbeit gefundenen Trimere handeln
konnte, stiitzt sich auf mehrere Beobachtungen. Zum einen konnte vor kurzem nachgewiesen
werden, daB3 der HR-Uberexpressionsstamm D2 neben orthogonalen auch hexagonale 2-D
Kristalle bildet (H. Besir, personliche Mitteilung). Zum anderen spricht der Vergleich mit
dem ebenfalls in trimerer Form vorliegenden BR fiir eine dhnliche Anordnung bei HR. Fiir
BR konnte gezeigt werden, da3 die a,b-Schichten in den 3-D Kristallen dem Aufbau der in

1591 Dariiberhinaus weist fiir beide archaealen Ionen-

[160]

vivo gebildeten Purpurmembran dhneln!
pumpen im Unterschied zu den Sensorrhodopsinen, die Doppelbande im CD-Spektrum
auf eine supramolekulare Organisation der HR-Molekiile hin.

Ein Vergleich der supramolekularen Strukturen von HR (Trimer versus Tetramer) zeigt, daf3
in beiden Féllen die Helices D und E eines Monomers mit der Helix B eines anliegenden
Monomers in Kontakt stehen. Bei den Trimeren kommen zudem noch iiber die Palmitinsdure
(PS) vermittelte Wechselwirkungen der Helix C (siehe Abschnitt 4.5.2) hinzu, so daf} letztlich
vier Helices fiir die Monomer/Monomer-Kontakte im Trimer verantwortlich sind. Sdmtliche
mit der Palmitinsdure (PS) in Kontakt stehenden Reste sind in den deponierten HR Primér-
strukturen konserviert. Dies gilt sowohl fiir Serin 76 (S76) und Threonin 111 (T111) - beide
bilden Wasserstoftbriicken zur Carboxylgruppe der PS (siche Abb. 56) - als auch fiir die mit
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der Alkylseitenkette des Lipids in hydrophobem Kontakt stehenden Aminosduren (siche
Abschnitt 5.5).

So kann man sich den Ubergang von Tetramer zum Trimer durch eine VergroBerung des
Winkels zwischen zwei benachbarten Monomeren von 90° auf 120° vorstellen, bei dem das
durch den vergrdBerten Offnungswinkel freiwerdende Volumen von der PS ausgefiillt wird.
Die Monomere sind im Komplex um ca 11° relativ zur dreizdhligen Drehachse im Trimer-
zentrum gekippt. Der zp-VerschluB3 wird, wie oben erwéhnt, iiber die PS und weitere hydro-
phobe Wechselwirkungen der konservierten Aminosduren Phenylalanin 135 und Isoleucin
142 vermittelt. Auf der zp-Seite stehen die Monomere in umittelbarem Kontakt, wihrend sie
zur ez-Seite eine kelchférmige Offnung bilden.

In beiden Ionenpumpen gibt es auf der extrazelluldren Seite eine komplexe Schleifenregion
zwischen den Helices B und C. Beiden Proteinen gemeinsam ist das antiparallele Faltblatt in
dieser Region. In HR ist die gesamte Schleife um 4 bis 14 Aminoséduren ldnger als in BR. Die
Schleife legt sich tiber die Helixenden D bis G und verdeckt so den iiberwiegenden Anteil der
extrazelluliren Proteinoberfliche. Im Zentrum dieser Schleife steht in HR ein konserviertes
Histidin (H95), das iiber Wasserstoftbriicken zu V218 und G220 die Schleifenregion stabili-
siert. Ein Austausch dieser Aminosdure gegen Alanin hat die Denaturierung von HR bei
Belichtung zur Folge. Aulerdem fiihrt der Austausch zu einer Verschiebung des Absorptions-
maximums nach 555 nm®”). Die gesamte Region ist demzufolge iiber dieses Histidin fixiert,
was auch einen Einflu} auf die putativ an der Chloridaufnahme beteiligten Aminosduren hat.
Reste wie Glutamin 105 (Q105) und Arginin 103 (R103) auf der extrazelluldren Oberfldche
von HR liegen am Ubergang der BC-Schleife in die Helix C. Fiir die Punktmutation H95A,
bei der die Schleife nicht mehr verankert ist, resultiert dariiberhinaus ein stark reduzierter
Anionentransport (Chlorid- und Nitrattransportrate ca 10-20% des Wildtyps).
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5.5.  Konservierte Aminosduren archaealer Retinalproteine

In der Superposition des C,-Positionen des Protein-Riickgrats (Strukturalignment, Abb. 53)
von HR und BR kann das pentahelicale Fragment der Helices C bis G beider Proteine mit
geringer Abweichung zur

E F G D C B A Deckling gebracht wer-

den. Uber insgesamt 122

Aminosiduren im Trans-

7 —
('_ " membranbereich  dieses
_— _— 7 Fragmentes  resultieren
< .l * durchschnittlich 0,77 A
x-_ “ — ; lf
- r 8 Abweichung voneinander
e~ v '
N\ T"” ;i\ (rmsd, root mean square
- L * /,,f -~ deviation). Relativ zu
2 * i
— O R , diesem pentahelicalen
7 &"-‘t Fragment weichen Helix
P r &7 .
N /" ’ A und B in HR und BR
4 ) N/ um 2,1 A bzw 1,3 A von-
) ~J einander ab. Schliefit man
J |
‘ die in allen archaealen

Retinalproteinen konser-

vierten Aminosduren in
Abb. 53: Superposition des Proteinriickgrads von HR (rot, 1E12) und BR diesen  Vergleich ein
(gelb, 1BRR). Hervorgehoben sind das Retinal (HR: tiirkis, BR:

) . o . ergibt sich ein &hnliches
gelb) sowie Aminosduren, die in allen archaealen Retinalprote-

inen (Stern) sowie in allen archaealen Ionenpumpen konserviert Bild (in Abb. 53 mit
sind. einem Stern  gekenn-
zeichnet). In Tabelle 6 ist
deshalb der Konservierungsgrad der Aminosduren nach Sekundirstrukturelementen
gegliedert.
Die “hochkonservierten” und an der Bindungstasche beteiligten Aminosduren (Y77/57,
R108/82, W112/86, T116/90, G148/121, W207/182, Y210/185, P211/185, W214/189,
D238/212, K242/216 in BR) wurden bereits an anderer Stelle besprochen und sollen deshalb
hier nur kurz behandelt werden. Tyrosin 57 (Y77/57 in BR) ist die einzige konservierte
Aminosdure im Helixsegment AB. Der aromatische Ring liegt fiir HR und BR trotz der
versetzten Helices in nahezu gleicher Position und ist iiber eine Wasserstoftbriicke mit
D238/212 (Helix F) verbunden. In Helix C kommen drei an der Bindungstasche beteiligte
Aminosaduren (R108/82, W112/86, T116/90) hinzu. Bis auf R108/82, deren Seitenketten-
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orientierungen sich in HR und BR nur geringfiigig unterscheiden, liegen alle diese Reste in
nahezu identischer Position. T116/90 und R108/82 stabilisieren die Struktur iiber Wasser-
stoffbriickenbindungen zu Helix G und D. Fiir das Threonin ist dies der Kontakt zu D141/115
(Helix D), der sich im Ubergang zum L-Intermediat noch verstirkt (siche auch 4.8.1). Die
wichtige Rolle von D141 zeigt sich unmittelbar bei Austausch dieses Restes gegen Glycin.
Der Verlust der Wasserstoffbriickenbindung flihrt zu einer Blauverschiebung des Absorp-
tionsmaximums von HR um 20 nm. G148/122, nimmt in beiden Retinalproteinen eine nahezu
identische Position ein und steht im VdW-Kontakt zum Ionon-Ring (4,1 A). Fiir die vier
konservierten Aminoséduren in Helix F sind die Positionen der Seitenketten in HR und BR
ebenso wie fiir den Chromophor sehr dhnlich. Jede diese Aminoséduren steht im VdW-Kontakt
zum Retinal. In Helix G komplementieren D238/212 und das retinalbindende Lysin K242/216
die Reihe der Bindungstaschen-Reste. D238/212 bilden unmittelbar oder vermittelt iiber
Wassermolekiile Kontakte mit den Helices B, C und F, was die Relevanz dieser Aminosaure
noch unterstreicht. Ein Austausch der Asparaginsiure verhindert die Expression von Haloop-
sin oder hat die Denaturierung des Proteins wéhrend der Belichtung zur Folge (H. Besir,

personliche Mitteilung).

Element Position in HR (Summe) Identitit HR/BR Identitit HR/BR/SR’s
Helix A 27-50 (23) 1 -
Schleife AB 51-58 (8) - -
Helix B 59-82 (23) 2 1
Schleife BC 83-106 (24) 1 -
Helix C 107-127 (21) 8 5
Schleife CD 128-130 (3) - -
Helix D 131-151 (23) 4 1
Schleife DE 152-158 (5) - -
Helix E 159-189 (31) 4 1
Schleife EF 190-192 (3) - -
Helix F 193-216 (24) 6 5
Schleife FG 217-226 (10) 3 1
Helix G 227-253 (27) 6 2

Tabelle 6: Zusammenfassung der konservierten Aminoséduren archaealer Retinalproteine. Spalte zwei gibt

die Helixbegrenzungen und Léangen der Sekundérstrukturelemente an; Nomenklatur gemafl HR.

In den beiden folgenden Spalten sind die konservierten Aminoséuren im Vergleich von HR und

BR (Spalte drei) und im Vergleich aller achaealer Retinalproteine quantifiziert (Spalte vier)

Lediglich in den beiden Ionenpumpen konserviert und an der Bindungstasche beteiligt sind
dariiberhinaus noch D141/115, M144/118 und S168/141. Bei allen drei Aminosduren nehmen
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die Seitenkentten nahezu die gleiche Orientierung und Position ein. Von D141/115 wurde
oben bemerkt, daBl es eine Wasserstoffbriickenbindung zu Helix C eingeht. Das eine
Helixwindung folgende M144/118 weist mit dem Schwefelatom zum Ionon-Ring (4,1 A) und

1" fiir die thermische Reisomerisierung des 13-cis Retinals

kommt als putatives Nukleophi
in Betracht.

Weitere drei konservierte Reste, die nicht unmittelbar an der Bindungstasche beteiligt sind,

10 20 .| Ll 30
1 | 1 | 1
Haloba cheriunr 57 ; FIEW: MEITSVPOGVVDAGVYLGAQSAAAVRENALLSSSLWVNVALAGI AILVFEFREYM
Hakoba cherium 5 ; strain 5G-1; P74z AADI LAGGMYPLEMIOQTOQI PEAVQSDTLLASSLWINI ALAGLSILLFNEYM
Haloba clertun falobiun ; strain shark;046314 MTAVS TTATTVLOATQEDVLOBI QSNFLLNSSI WVNI ALAGYVILLFNAM
Haloba cteriuw hakb i ; strain port; 048315 MTAASTTATTMLQATOSDVLQBIQSESNFLLNSSI WVNI ALAGYVILLFEAM
Halohacedun: @ 2rain ARG-4; 003741 DCDRDTDAGSDTDVHGAQVATQIRTDTLLHESLWVNI ALAGLSILVFLYM
Hatoha cheritit 50 doi eie; 093742 AADALASGTVPLEMTIQTQIFEAI QGDTLLASSLWI NI ALAGLSILLF¥YM
Miatronoa onds pliaca onis; strain SP-1,P15647 FPYTE S AVALQAEYTQRELFEFYLNDPLLASSLYI NI ALAGLSILLFNFM
L] 0 80 90 100
1 1 | 1
Haloba cheriunr 57 ; riswz GIRITI REGRE R SISSYLGLLEIGLTVGHIE AGH AGE
Haloba chedus 5p ; strain $G-1; P74z ORNVEDP Q BISSYTUOULVSGLTVSFLE AGH A GO
Hakoba chesiug kakb jus | train shark; 248314 QRIDL E 8 P E SISSYAQOLASGLTVYGFLQ FEH A GO
Haloba clertun fakbiu ; strain port; 046315 GIRDI E 8 P E SISSYAGLABIGLT¥GFLQ P GH AGQ
Haloba cheriun 0 ; strain AR G-4; 093741 ARITVRAN R SLESYLOLYTGLTAGPIE AAH A E
Haloba cheriun 50 dod ense; 09:74z QRNLEDP Q SISSYT GLVIGLTVSFLE AIH AGO
hiabmnoa onas pla onis; strain 3P-1;P15647 T RIGL DD B E BIASYTGLABGLTI S8VLE AGHF AEGD
110 120 130 1350
| | 1 |
Hatba cleriun 50 ; Pifi 102 RS QWGRYL L LAL LDY¥DLASL L
Hakoba cteriun & ; srain SG-1; Fiivdz BEWLTP WGERNYL LI &Y GSNTTEL L
Haloba cteriu: Rakb i ; strain shark;048314 EWL 8 P WG R XYL L LA&L DTDI ASL L
Haloba cteriu Rakb i ; strain port; 048315 EWVL S P WGR XL L LA&L DTDI ASL L
Haloba e & strain ARG-4; 003741 DIWL S QWGREL LLAL BEVDTADL L
Haloba cleiunt 50 doar ense; opvd: EWL TP WGERYL L VAL GENATEL L
hiatmaos onas pham onis; strain 5P-1;P15647 OV T MWG R XL L L AL GINATEKL L
1
160 18 190 200
1 1 | 1
Haloba cheriunr 57 ; P10z AAMEMS ALLF SALVTDWAASASSAGTAE R
Haloba cberium 5 ; strain $G-1; P74z AALTINS S YL L YILLAEWAEDAEI RGTAD E
Haloba cledfum: kakbfu | strain shark:048314 A AL T NS 8 HL L YYLLYOWPADAEARGT S E K
Hakoba cteriun kakb fur ; train port; 243315 A ALI [RS8 8§ HL L YYLLYQWPADAEARAGTESE K
Haloba cterium 5 ; strain ARG-4; vt AALTTSESYAF YALLAEWPTNAEARGTGD R
Hakba cleriun 0 dom ense; 03742 AALTES S YL L YTYLLAEWAEDAEVYAGTAE K
Niatmaoa onas pham onis; strain SP-1;P15647 A AL TIES § HL M| ¥YILLYEWAQDAEAARAGTAD E
210 220 s} 240
1 | |
Haloba clediunt 50 ; risiz VLIV VLWL G L VOsMGoV A LDYFA VB A
Haloba cterium s ; strain SG-1; P4z VLW VLWL G L LD-WAI A MDE VA LFA
Hakaba chesium: Rakd i rain shark;042214 1 LBV VL WL G v L5 - GY G LDELA VE A
Haloba cteriun hatob i ; strain port; 243315 I LAY YL WL G ¥ L5-NMG¥ G LDILA ¥P A
Halkoba cheriun & ; strain ARG-4, o4l WLAEWI L WL G F VI3 MaL G LDI OA LF A
Halota cheriun 5 doar emse; o03r4: LLAY VLWL G L LD-WA¥ A MDE |V A LE A
Natmaoa onas pham ons; strain 5P-1;P15647 L LA W LG I LF- MGV G LDEVA IPA
|
260 270 280
| | 1
Haloba cheriun: 5 P16 102 RTVAVAGQTLOGTMS SDD- - - - - =
Hakoba cteriun & ; srain SG-1; P2aT42 ERTVADVASGLOGS GSROGAAPADD
Haloba chedfun: kakb fu | strain shark; 048314 GTYVS5GSGMGIGS GGAAPADD - - -
Haloba cledur: kakb fu | strain port; 043315 GAVSOSGMSTGS GGAAPADD- - -
Haloba cleriun & strain ARG-4; 003741 RTI AVGQRSGRGAI GDPYED- - -
Haloba cleiunt 50 doar ense; 093742 RTVAGMAAGLGAPLARCAPADD-
fhiatmnon onas pRarm o, strain $P-1;P15647 SYVSOSILDYFPSASGTPADD- - -

Abb. 54: Sequenzalignment der bis dato deponierten (Datenbank TREMBL) HR Primérstrukturen. P16102
entspricht der HR-Sequenz aus Halobacterium Salinarum. Der Konservierungsgrad nimmt mit der
Blaufirbung zu. Die folgenden Aminosduren wurden zur Vereinfachung an den Aminotermini
weggelassen: MIETA (P33742), MRSRTY HDQSVCGPYGSQRT(093741), MMET (093742)
und MTETL (P15647); auBerdem wurde das Segment SSVMLGGEEV zwischen Position G99
and D100 in P15647 ausgelassen. (blosum matrix, gap extension 0.05, gap distance 0.05, pairgap
0.05)
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scheinen strukturelle und/oder funktionelle Aufgaben in den Retinalproteinen zu {ibernehmen.
Dies sind P117/91, das die Helixdeformation in Helix C einleitet, und zwei Leucine
(L175/142 und L199/174) deren Seitenketten in beiden lonenpumpen die gleiche Orien-
tierung einnehmen. Der Austausch von P117 gegen Alanin verschiebt die Chloridbindung zu
deutlich héheren Werten (Ky,cf > 2 M)[162]. L175/142 ist an einer hydrophoben Region auf
der cp-Seite beteiligt und steht im VdW-Kontakt zu Helix F (R200/175), wahrend die
Seitenkette von L199/174 zu Helix G zeigt.

Engt man diese Betrachtung auf alle bisher isolierten HR s und BR’s ein, kommen in Helix A
ein Phenylalanin (F47 bzw. F27) und in Helix B ein Thereonin (T66/46) hinzu. Das Phenyl-
alanin steht mit Helix G in Van der Waals-Kontakt und obwohl die Helices A in diesem
Bereich nicht deckungsgleich sind, liegen die aromatischen Ringsysteme in HR und BR in
nahezu identischer Position. Das Threonin in Helix B steht ebenfalls im Van der Waals-
Kontakt zu F47/27

Ab Helix C steigt der Konservierungsgrad wiederum deutlich an und insgesamt drei hydro-
phobe Leucine konnen in HR und BR in diesem Bereich gefunden werden. Alle drei Leucine
liegen auf der zytoplasmatischen Halbseite jeweils fast eine Helixwindung voneinander ver-
setzt. L120/94 und L123/97 nehmen in beiden Strukturen die nahezu identische Orientierung
ein und stehen entweder mit den Helices D und E (L120/94) oder Helix F im Van der Waals-
Kontakt.

In der darauffolgenden Helix E wird wiederum ein Leucin gefunden (L176/149), dessen
Seitenketten im Vergleich HR/BR zwar um ca. 90° zueinander verdreht sind, das aber interes-
santerweise eine Windung unterhalb der w-bulge dieser Helix (HR) bzw. des Helixknicks
(BR) liegt. Am Beginn dieser Helix findet sich ein Arginin (R161/134), das in HR und BR
eine Wasserstoffbriickenbindung zu Q219/194 (ebenfalls in beiden Ionenpumpen konserviert)
im Schleifenbereich FG bildet. Genau diese Region wird in BR mit der Abgabe des Protons in
Zusammenhang gebracht. In HR ist dieser Bereich grof3flachig von der BC-Schleife verdeckt
und deshalb die Chloridaufnahme sehr wahrscheinlich mit einer anderen extrazelluldren
Region verkniipft.

Es wurde bereits die Seitenkettenorientierung eines Leucins im Zusammenhang mit der m-
bulge in Helix E diskutiert. In Helix F tritt ein in Sequenz und Orientierung ebenfalls konser-
viertes Phenylalanin auf (F196/171), dessen Ring unterhalb der EF Schleife ebenfalls im
VdW-Kontakt mit an der n-bulge beteiligten Resten steht.

In der Helix G ist mit dem Auftreten der zweiten m-bulge das, mit Ausnahme von SRII
konservierte A241/215, verbunden, das in HR und BR die gleiche Position einnimmt. Die
weiteren hydrophoben Aminosduren F245/219, 1.249/223 und L250/224 nehmen in den bei-
den Ionenpumpen dhnliche Orientierungen ein. Zusammen mit L.199/174, F47/27 und T66/46
bilden diese Reste eine Art ,hydrophoben Verschlufl* auf der zytoplasmatischen Halbseite
der Proteine nahe der Proteinoberfliche. Durch diese hydrophobe Umgebung ist die
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Hydroxylgruppe von T66/46 in Richtung der Helices EFG (putativer Ionentransportweg)

gerichtet.

Die bisher sequenzierten Haloopsine (siche Abb. 54) umfassen 112 konservierte Amino-

sduren, was 41% der insgesamt 274 Reste (HR aus H. salinarum, Stamm D2) entspricht.

Tabelle 7 falt die Konservierungsgrade und Homologien der Halorhodopsine, gegliedert nach

Sekundirstrukturelementen, nochmals zusammen.

Strukturelement Position Identitit Ahnlichkeit
Helix A 27-50 (24) 13(0.54) 20(0.83)
Schleife AB 51-58 (8) 2(0.25) 3(0.38)
Helix B 59-82 (24) 11(0.46) 17(0.71)
Schleife BC 83-106(23) 9(0.39) 14(0.61)
Faltblatt1 87-91(5) 1(0.2) 3(0.6)
Faltblatt2 100-104(5) 1(0.2) 3(0.6)
Helix C 107-127(21) 16(0.76) 18(0.86)
Schleife CD 128-130(3) 0(0.0) 0(0.0)
Helix D 131-153(23) 12(0.52) 16(0.70)
Schleife DE 154-158(5) 2(0.4) 2(0.4)
Helix E 159-189(31) 11(0.35) 20(0.65)
Schleife EF 190-192(3) 3(1.0) 3(1.0)
Helix F 193-216(24) 13(0.54) 16(0.67)
Schleife FG 217-226(10) 4(0.4) 6(0.6)
Helix G 227-253(27) 14(0.52) 22(0.81)
Schleife GG’ 254-256(3) 1(0.3) 1(0.3)
Helix G’ 257-261(5) 1(0.20) 2(0.4)
Summe 234 112 (0.48) 160 (0.68)

Tabelle 7: Liste der Sekundérstrukturelemente in HR und BR, In Spalte 2 sind die Aminosédurepositionen von

HR (Anzahl beteiligter Reste) angegeben. Die Spalten 3 und 4 geben jeweils die Anzahl in beiden

Ionenpumpen identischer bzw. dhnlicher Aminosduren an. Dies entspricht einer konservativen

Mutation, bei der die Ladung unverdndert bleibt oder ein &hnlich hydrophober Charakter im

eingefiihrten Rest vorliegt. In Klammern ist der Anteil am jeweiligen Segment aufgefiihrt. Die

Schleifenbereiche sind zur Verdeutlichung kursiv geschrieben.
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5.6.  Die Chloridbindungsstelle

Uber die RSA konnte ein Chloridion auf der extrazelluldren Halbseite von HR in Chromo-
phornéhe identifiziert werden. Da die Kristallisation in Gegenwart von 3,5 M KCI erfolgt,
sollten alle potentiellen Halid-Bindungsstellen mit Affinititen im mM-Bereich gesittigt sein.
Deshalb ist davon auszugehen, daB das identifizierte Substratanion die einzige Halid-
Bindungsstelle im unbelichteten Zustand von HR besetzt. In Abb. 55 ist die Chloridbindungs-
stelle (CBS) schematisch fiir den Zustand des unbelichteten HR dargestellt. Das Ion selber
befindet sich etwa 18 A unterhalb der extrazelluliren (Abstand zu R103) bzw. 29 A entfernt
von der zytoplasmatischen Membranoberflache (Abstand zu T259) in einer Entfernung von
3,8 A von der protonierten Schiff Base (PSB). In seiner unmittelbaren Umgebung befinden
sich drei Wassermolekiile und neun Aminosduren. In wéaBriger Losung hingegen sind Halid-
191 Folglich hat im Laufe der

Chloridaufnahme eine partielle Dehydratisierung des Anions stattgefunden. Der Bereich, in

ionen mit 3,2 A Abstand von sechs Wassermolekiilen umgeben!

dem die Dehydratisierung ablduft, kann aus der Struktur nicht direkt entnommen werden. Es
ist jedoch wahrscheinlich, dal3 dieser Proze3 beim Eintritt in das Protein, an der Grenzfldche

zum umgebenden Medium ablduft (siche Abschnitt 5.8).

Rest HR BR SRI SRII
S73 + + (Ala) + (Ala) + (Ala)
S76 + ~ + + (Ala)
Y77 + + + +
R108 + + + +
T111 + + (Asp) + (Asp) + (Asp)
W112 + + + +
S115 + + (Thr) + (Thr) + (Thr)
Y210 + + + +
D238 + + + +

Tabelle 8: Liste der chloridumgebenden Aminoséduren in HR. Konservierte Reste sind mit einem +
kennzeichnet. In BR, SRI oder SRII ausgetauschte und ebenfalls konservierte Aminoséuren sind

in Klammern angegeben. Nicht konservierte Reste sind mit einem ~ markiert.

Die neun Aminoséduren in unmittelbarer Umgebung des Chlorids sind in Tabelle 8 zusam-
mengefafit. Jede der neun Aminosduren ist in den bekannten HR's konserviert, was die funk-
tionelle Relevanz dieser Reste bestétigt.

Serin 115 (S115) ist die einzige Aminosdure, die eine gerichtete Bindung zum Chloridion

eingeht (3.1 A). Diese Aminosiure ist Teil von Helix C und liegt am Ubergang der 3o-
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Abb. 55: Schematische Darstellung der Chloridbindungsstelle (CBS) im unbelichteten HR. Die beteiligten
Aminosduren sind als Strichformeln, die Wassermolekiile als blaue Kreise dargestellt. Das

Chloridion (501) ist griin unterlegt.

Helixregion zur o-Helix (sieche Abschnitt ,Konservierte Aminosduren archaealer
Retinalproteine®). Relativ zum Retinal betrachtet liegt S115 am Beginn der zytoplasmatischen
Halbseite von HR. Dies und die Tatsache, daf} es sich um die einzige erkennbare Wasserstoff-
briicke des Substrates zu einer Aminosdure handelt, legt die Vermutung nahe, daB3 die
bewegliche Hydroxymethylenseitenkette, das Anion zumindest einige Angstrem auf seinem
Transport von der extrazelluldren zur zytoplasmatischen Seite im Verlauf des Transportzyklus
begleitet.

Das Chloridion selbst ist direkt an zwei Wasserstoffbriickenbindungen zu Wasser 508 (3,1 A)
und zu Wasser 512 (3,2 A) beteiligt. Eine dhnliche Bindung zur PSB ist im all-trans-Zustand
mit einer Entfernung von 3,8 A nicht moglich und auch die relative Orientierung des NH-
Bindungsvektors der PSB spricht dagegen (Winkeln.mc = 105°). Die hier vorgestellte
Struktur korreliert mit FTIR-Daten an HR, die eine geringe Distanz von PSB und Anion vor-

(1641 "Ein deutlicher Unterschied zu friiheren Modellen der Chloridbindung ist

hersagen
hinsichtlich der beteiligten Aminosduren R108 und T111 festzustellen.
Arginin 108 ist nicht, wie bisher angenommen, ein direkter Ligand des Chloridions, sondern

ist, vermittelt {iber ein Wassermolekiil (Wat512), an der Substratbindung beteiligt. Insgesamt
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zwei der drei chloridumgebenden Wassermolekiile (Wat505 und Wat512) werden von R108
tiber Wasserstoftbriickenbindungen stabilisiert. Wasser 505 ist an die Amidgruppe des Prote-
inriickgrats gebunden, wihrend Wasser 512 an die Guanidinogruppe des Arginins koordiniert.
Eine direkte Wechselwirkung zwischen dieser Gruppe und dem Chloridion ist mit einem
Abstand von 7,4 A, zumindest im unbelichteten Zustand von HR, nicht méglich. Analog zu
Wasser 505 in HR liegt in dhnlicher Position in BR (Wat406) ein Wassermolekiil, das
allerdings an die Guanidinogruppe gebunden ist (siche Abschnitt 5.3). Die Funktion dieses in
beiden lonenpumpen mehrfach koordinierten Wassers, das keine Wasserstoffbriickenbindung
zum Chloridion eingeht, konnte demnach auch in einer Stabilisierung der Retinalbindungs-
tasche liegen. Diese Annahme wird durch die Strukturdaten des K-Intermediates von BR ge-
stiitzt, fiir die dieses Wassermolekiil auch nach der Isomerisierung des Chromophors die
gleiche Position einnimmt!'*®!,

Im Unterschied dazu scheint fiir zwei weitere Wassermolekiile eine Lagednderung im Verlauf

der PSB-Isomerisierung zu erfolgen. Die von Riidiger'">"

gemachten Beobachtungen an HR,
wonach ein Austausch von R108 gegen neutrale Aminosduren zum Verlust der Chloridbin-
dung und der Transportaktivitdt fiihrt, ist der komplexen Funktion (Ladung, Wasserstoft-
briicken) dieses Restes zu entnehmen. Die Guanidinogruppe bildet, neben den oben er-
wihnten Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken zu Serin 231 und Serin 235 (beide
konserviert in HR) sowie zum Sauerstoff vom Q105 nahe der extrazelluldren Oberflidche des
Proteins. Auch der Austausch der Guanidinogruppe gegen eine Amidfunktion (R108Q) fiihrt
zu einem vollstindigen Verlust der HR Transportaktivitit. Riidiger et al. (1995)!'” zeigten,
daB sich die Wildtyp-Eigenschaften dieser Punktmutante durch die nachtrigliche Zugabe von
Guanidiniumsalzen rekonstituieren lassen. In Gegenwart von Guanidinium erlangt die
Mutante R108Q Bindungsaffinititen und Photozykluseigenschaften des HR-Wildtyps zuriick.
Strukturdaten und die damalige Interpretation der Rekonstitutionsversuche fiihren zu dem
gleichen Schluf3, daB die Guanidinogruppe eine zentrale Rolle in der Chloridbindung und
wahrscheinlich auch in Teilen dessen Transportes eine wichtige Rolle spielt.

T111 interagiert entgegen der bisherigen Annahme nicht iiber die Hydroxyl-Gruppe der
Seitenkette mit dem Chloridion sondern steht mit seiner Methylgruppe im VdW-Kontakt zu
diesem. Obwohl diese hydrophoben Wechselwirkungen schwicher und unspezifischer sind
als die angenommene Wasserstoftbriicke, so erfolgen sie doch iiber einen groBlen Teil der
Chloridoberfldche (siche Abb. 26).

Die Annahme einer Wasserstoffbriickenbindung zum Substrat stiitzte sich priméar auf Mutage-
nesestudien, bei denen ein Valin oder Methionin an Stelle von T111 eingefiihrt wurde!!?*'¢?],
Infolge eines solchen Austausches kommt es zu einer Verzdgerung des L-Zerfalls. Der
EinfluB dieser Punktmutationen kann auf zweierlei Weise gedeutet werden. Zum einen be-
steht die Moglichkeit, das der Hydroxylgruppe in spéteren Photozyklusintermediaten eine

noch unbekannte Rolle zukommt. Zum anderen konnte die Wasserstoffbriicke die Palmitin-
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sdure und dariiber ferner das Trimer stabilisieren und so fiir eine optimalen Ausrichtung der
Methylgruppe notwendig sein. Die Hydroxygruppe von T111 ist 2,8 A entfernt von der Car-
boxylfunktion der PS. Ein EinfluB gebundener PS auf die photochemischen Eigenschaften
von HR konnte schon gezeigt werden!'**!.

Ingesamt 15 Wasserstoffe , 10 davon aliphatisch, bilden zusammen mit zwei Stickstoffen und
einem Sauerstoff eine unregelméfig angeordnete erste Atomlage um das Ion. Die Affinitit
der CBS ist also nicht auf eine definierte Anordnung weniger Aminosduren zuriickzufiihren,
sondern basiert auf einer liberwiegend hydrophoben Stabilisierung durch die aliphatischen
Wasserstoffe weiterer Reste (Valin 72, Serin 73, Serin 76, Tyrosin77, Tryptophan 112) aus
Tabelle 8. Hinzu kommen die Nédhe der PSB, und von R108 die das negativ geladene Chlorid-
ion zusitzlich elektrostatisch stabilisieren. Die Nédhe des Substrats zur PSB im all-trans
Zustand deutet an, daBl die lichtinduzierte Isomerisierung unmittelbar zur energetischen De-
stabilisierung des Anions, und zwar lber elektrostatische und eventuell auch sterische
Wechselwirkungen fiihrt. Demnach konnen selbst kleine Verdnderungen der CBS — hervor-
gerufen durch die Isomerisierung nach 13-cis - ausreichen, um geniigend potentielle Energie
im System zu speichern, so dafl in nachfolgenden Photozyklusschritten das Substration
entgegen dem Membranpotential ins Zellinnere transportiert wird.

In 5,6 A Abstand zum Substration liegt das deprotonierte D238. Beide bilden zusammen mit
R108 ein komplexes Gegenion zur positiv geladenen PSB. Diese Situation ist in BR &hnlich,
wo das in gleicher Lage zum Chlorid stehende D85 mit D212 und R82 das komplexe Gegen-
ion der PSB bilden. Ein vergleichbares Arrangement ist fiir die rot- und griin-absorbierenden
Sehpigmente bei Vertebraten von Kleinschmitdt et al. (1992)1°” vorgeschlagen worden.
Diese Klasse von Chromoproteinen (siche auch 3) zeigt eine deutlich Abhédngigkeit des
Absorptionsmaximums (bis zu 55 nm Verschiebung) von der Halidionenkonzentration. Es
besteht deshalb die Moglichkeit, dal diese Sehpigmente dhnlich wie HR Chloridionen in

Nihe der PSB binden und mit deren Hilfe das Absorptionsmaximum regulieren.

5.6.1. Selektivitit versus Spezifitit

Halobakterien wachsen in Gegenwart hoher Chloridionenkonzentrationen. Wie unter
Abschnitt 3.3 beschrieben, ermoglicht HR den Transport von Chloridionen unter Nutzung von
Lichtenergie. Es konnte gezeigt werden, das andere Halogenidionen (Bromid und Jodid) als
auch Nitrationen von HR transportiert werden. Die Affinitdt der Substratbindungsstelle liegt
fiir Halide (mit Ausnahme des kompetitiven Inhibitors Fluorid) im Bereich von 10-40 mM, d.
h., es gibt in dieser Hinsicht keine grolen Affinititsunterschiede. Mittels FTIR-Spektroskopie
wurde mehrmals durch verschiedene Gruppen bewiesen, dal3 alle Halidionen im unbelichteten
Zustand (hR) an die gleiche Bindungsstelle binden. Somit ist die hier dargestellte CBS

reprasentativ fiir alle Halidionen und die Bindung erfolgt in HR selektiv fiir diese Ionen.
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Halorhodopsin ist also ein spezifischer lichtgetriebener Transporter fiir Halidionen. Beriick-
sichtigt man den unregelméfigen und hydrophoben Aufbau, der an der Substratbindung betei-
ligten Aminosduren, werden beide Eigenschaften verstindlich. Die hydrophobe Umgebung
durch die beteiligten Methylen- und Methylgruppen ist in der Lage die stark polarisierbaren
Halidionen zu stabilisieren. Die unsymmetrische Anordnung der Liganden toleriert dariiber
hinaus Anionen verschiedenen Durchmessers. (Cl: 1,81 Br: 1,96 J: 2,20)[167]. Unter den
gegebenen Wachstumsbedingungen halophiler Archaea (> 4 M Chlorid) sollte weder eine
Spezialisierung auf hohe Substrataffinititen noch eine Spezifitit fiir Chloridionen notwendig

sein.

5.6.2. Der Palmitinsiure-Protein-Komplex

Palmitinséure (PS) tritt im Verhéltnis 1:1 mit HR auf. In Abb. 56 ist ein Palmitatmolekiil mit-
samt der umgebenden Aminosduren dargestellt. Die Zuordnung des Palmitinsdure basiert auf
der Elektronendichte, sowie auf dem Nachweis, das dieses Lipid mit HR gereinigt
wird!'?11] Die Elektronendichte in der
Néhe der CBS ist eingebettet zwischen
zwel aneinander liegenden Monomeren
im Zentrum des Trimers. Auf Grund des
kontinuierlichen schlauchférmigen Ver-
laufes konnen die typischen Halo-
archaea-Lipide mit ihren verzweigten
Alkylseitenketten  (Archaeol) ausge-
schlossen werden.

Dartiber hinaus ist es nach der chroma-
tographischen Reinigung von HR nicht
mehr moglich Archaeol-haltige Lipide
mittels MALDI-TOF-Spektroskopie
nachzuweisen. Ebenfalls erfolglos ver-
lauft der Nachweis in HR-Kristallen,

die, falls vorhanden, diese Lipide in

. tark angereicherter Form enthalten
Abb. 56: Darstellung der Elektronendichte (2Fqps-Faic; S ahgereicherte 0 chthalte

0,8 o) und des Models (Stabmodell, tiirkis) der sollten. Ein entsprechender Nachweis
Palmitinsiure. Im VdW-Kontakt befindliche  archaealer Lipide ist fiir die BR-

oder iiber Wasserstoffbriicken gebundene Kristallisation auf allen Stufen der
Aminosduren sowie das Retinal sind als Stab- Reinigung und an isolierten Kristalli-

delle h hoben. . . . . .
Focetie ACTVOTEEnoben sation eindeutig zu erbringen (siche

Abschnitt 4.9).
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Die Identifizierung der PS mittels MALDI-TOF ist nicht moglich, da der zu erwartende
Molekiilpeak in den Massenbereich der verwendeten Matrizen fdllt. Dennoch sprechen Form
und Lénge der Elektronendichte fiir den PS-Einbau. Gemessen an den Glycerolkopfgruppen
der Monooleinsiure befindet sich die Carboxylgruppe des Lipids etwa 10 A unterhalb der
potentiellen Membrangrenze. Dariiberhinaus sind alle mit der PS in Kontakt stehenden
Aminoséuren in HR konserviert. Speziell die Carboxylgruppe der PS bildet zwei Wasserstoft-
briickenbindungen (S75 und T111, je 2,8 A Distanz). Die damit verbundene riumliche Nihe
zur PSB und CBS wiirde den EinfluB der PS auf das Absorptionsmaximum sowie nachge-

wiesene Verdnderungen in der Photozykluskinetik erklaren!'®”,

5.7.  Transportmodell der archaealen Ionenpumpen HR und BR
Wie in Abschnitt 5.5 gezeigt, weisen die beiden Ionenpumpen HR und BR {iiber 234 Amino-

sduren eine Sequenzhomologie von 48 % auf. Bei Ausdehnung dieses Vergleichs auf die
Tertidrstrukturen beider Ionenpumpen ergeben sich grundlegende strukturelle Ahnlichkeiten
(Abschnitt 5.4). Im unbelichteten Zustand konnen die membranstindigen Bereiche beider
Proteine mit geringer Abweichung zur Deckung gebracht werden. Gleiches gilt fiir die Uber-
lagerung von Chromophor, konservierten Aminosduren und einigen Heteroatomen in HR und
BR (siehe Abb. 53).

Die Kavitdten im Transmembranbereich sind in den unbelichteten Proteinen fast ausschliel3-
lich auf der extrazelluldren Halbseite zu finden. Ein ausreichendes Volumen fiir Wassermole-
kiile bzw. Chloridionen auf der zytoplasmatischen Halbseite ist nur nahe der n-Bulge in Helix
G vorhanden. Ansonsten ist diese Halbseite in beiden Retinalproteinen insofern “verschlos-
sen”, als keine Anionen oder Wassermolekiile ohne Anderung der Proteinkonformation von
oder zur zytoplasmatischen Oberfliache gelangen konnen. Das komplexe Gegenion der positiv
geladenen PSB, bestehend aus R108/82, D238/212 und einem Chloridion bzw. D83, ist hin-
sichtlich Ladungsverteilung und Aufbau ebenfalls in HR/BR konserviert (siche Abb. 51). Die
PSB sowie die beteiligten Aminosduren haben die gleiche relative Orientierung zueinander,
wihrend das Chloridion in HR mit einem Sauerstoffatom der Carboxylgruppe (OD1) von D85
zur Deckung kommt. Diese Ahnlichkeit wird nochmals bestitigt, wenn man beriicksichtigt,
daB der Austausch von D85 durch ein Threonin (D85T) BR in einen einwirts gerichteten
Chloridtransporter iiberfiihrt!! "'

sowohl die Ionenspezifitit als auch die Vektorialitit des Ionentransports von HR zu erlangen.

|, Eine einfache Punktmutation in BR ist also ausreichend,

Weitere Ahnlichkeiten hinsichtlich der identifizierten Wassermolekiile und Helixdeformatio-
nen in beiden Ionenpumpen wurden bereits an anderer Stelle diskutiert (sieche Abschnitt 5.3).
Aus diesem Grunde ist es sinnvoll, die mechanistischen Grundlagen fiir den gerichteten

Ionentransport im Kontext von HR und BR zu betrachten. Die gleichen Griinde wurden
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bereits an anderer Stelle (siehe Abschnitt 5.3) fiir die Betrachtung der zu erwartenden Konfor-
mationsidnderungen in HR und BR angefiihrt.

Die Bildung des K-Intermediates ist in BR und HR mit einer Richtungsdnderung des N->H-
Vektors der PSB verbunden. Im Verlauf dieser photochemisch induzierten Anderung des
Dipolmoments von all-trans
nach 13-cis, 15-anti verdndert
sich die Richtung des Bin-
dungsvektors von zp nach ez.
Edman e al (1999)"%
konnten zeigen, daB3 die Bil-
dung dieses Intermediates in
BR keine weiteren signifi-
kanten Verdanderungen der
Proteinstruktur zur Folge hat.
Fir HR ergibt die vorldufige
Analyse der Differenzelektro-
nendichte zwischen K-Inter-
mediat und  Grundzustand
(hR) ebenfalls nur geringe
Anderungen, die ausschlieB-
lich am Chromophor und in
dessen néchster Umgebung
erfolgen (Abb. 57). Die
wihrend dieser endergo-
nischen Reaktion aufgenom-
mene Energie dissipiert dem-
nach nicht, sondern wird aus-
schlieBlich zur Retinalisome-

risierung und zur Uberwin-

Abb. 57: HR-Bindermodell mit negativer (rot) und positiver (blau) dung elektrostatischer An-
Differenz-Elektronendichte (hR-K) konturiert bei 3,3 ©. ziehungskrifte eingesetzt.

Retinal und K242 sind als Stabmodell hervorgehoben. Letzteres wird fiir HR und BR

bei Berlicksichtigung des komplexen Gegenions deutlich. Nach der Isomerisierung werden
die beiden negativ geladenen Gruppen Chlorid bzw. D85 und D238 bzw. D212 nicht mehr
durch den posititv polarisierten Wasserstoff der PSB stabilisiert. Die Bildung des rotverscho-
benen Folgeintermediates, genannt L (Anax = 520 nm), ist mit einer Stirkung der Interaktion

von Substrat und Chromophor in HR verbunden. Braiman ez al. (1994)!'"% konnten zeigen,
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daB die beobachteten FTIR-Differenzbanden von PSB und R108 gleichbedeutend mit einer
Schwichung der Wechselwirkung von Chlorid und R108 bzw. einer Starkung zur PSB sind.

Unter Beriicksichtigung der 3-D Struktur 148t sich diese stdrkere Wechselwirkung von Sub-
strat und PSB als gerichtete Bewegung des Chloridions auf die zytoplasmatische Halbseite,
entlang des N-H-Dipolvektors, deuten. Mindestens zwei Beobachtungen untermauern diese
Theorie. So fiihrt die Deprotonierung der PSB in HR und somit der Ladungsverlust, zum voll-
staindigen Verlust der Pumpaktivitit. Zum anderen hat die thermische Isomerisierung (Dun-
keladaption) der PSB zum (13-cis, 15-syn)- Konformer keinen Transport zur Folge (Abb. 58).

Tatséchlich konnte mit verschiedenen Methoden gezeigt werden, daf3 die Li—Bildung mit der

A
13-cis, 15-syn

all-trans

13-c1s, 15-ant1

Abb. 58: Die moglichen Konstitutionsisomere des Retinals in archaealen Rhodopsinen;

das obere Gleichgewicht entspricht dem thermischen Gleichgewicht bei Licht-

abwesenheit (Dunkeladaption), der untere Reaktionsweg entspricht dem lichtin-

duzierten Ubergang von hR nach K
Chloridkonzentration im Medium korreliert !'"*! (J. Heberle, personliche Mitteilung). Dem-
nach erfolgt die Entstehung des L;-Intermediates chloridabhéngig, wie im Modell angenom-
men.
Die Bindungsstelle des Substrates im Lj-Intermediat (M; in BR) 148t sich auf Grund fehlender
RSA nicht eindeutig belegen. Es ist jedoch sinnvoll anzunehmen, daB3 sich das Anion im L;-
Intermediat in der zytoplasmatischen Kavitdt nahe A241 -diese Aminosédure ist in BR, HR
und SR1 konserviert-, T203, W207 und dem einzigen zytoplasmatischen Wasser (Wat506)
befindet. Dafiir spricht ebenfalls der Konservierungsgrad dieses Threonins, dessen Austausch
gegen Valin oder Methionin eine 10 bis 100-fache Verzdgerung des L-Zerfalls bewirkt!'*%,
AulBlerdem liegt dieser Bereich in der Néhe der PSB, was den Ergebnissen von FTIR-Studien
entspricht, die eine Bindung des Chlorids in Néhe zur PSB schluf3folgerten.
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Abb. 59: Transportmoden archaealer Ionenpumpen: a) Chloridtransport in HR und BR-DS85T, b)
Protonentransport in BR, c¢) Protonentransprt in HR und BR-D85T bei Abwesenheit von

Chloridionen (ndhere Erlduterungen siche Text)

Vorangegangene Mutagenesestudien der Aminosduren in diesem Bereich ergaben nur fiir
T203 signifikante Anderungen des Chloridtransportes (Pumprate 5 % des Wildtyps) und der
Kinetik der L-Zerfalls!’¥. Die Migration des Anions entlang des Dipolvektors konnte,
zumindest partiell, von S115 oberhalb des Retinals in Helix C gelegen, begleitet werden.
Diese Aminosdure ist konserviert und konnte durch mogliche Seitenkettenrotation die
Bewegung des Anions begleiten und dieses stabilisieren.

Demnach sind Chlorid- bzw. Protonentransport in HR und BR sehr &hnliche Prozesse. Die
Gemeinsamkeiten und Unterschiede des lonentransportes sollen deshalb nachfolgend noch-

mals zusammengefalit werden.

In Abb. 59 ist ein vereinfachtes Transportmodell fiir HR (Teilabbildung a und c), BR (Teilab-
bildung b) und die BR Mutante D85T (Teilabbildung a) wiedergegeben. Es seien im Folgen-

()
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den nur die PSB und substratbindende Aminosduren ohne Beriicksichtigung der rontgenogra-
phisch identifizierten Wassermolekiile betrachtet.

Im unbelichteten Zustand ist die PSB zur extrazelluldren Seite ausgerichtet. In hR (Teilab-
bildung a) bildet das zu transportierende Anion ein Ionenpaar mit der positiv geladenen Schiff
Base zusitzlich koordiniert an S115 als einzige Aminosédure. Ebenfalls mit protonierter Schiff
Base liegt BR (Teilabbildung b) im unbelichteten Zustand vor. Das erste gemeinsame Photo-
zyklusintermediat beider Proteine entsteht durch die Absorption eines Photons. In diesem
ProzeB isomerisiert die PSB vom all-trans zum (13-cis, 15-anti)-Isomer, was gleichbedeutend
mit einer Richtungsdnderung des Dipolmomentes dieser Gruppe ist (siche auch Abb. 58).
Durch diese Isomerisierung sind das gebundene Anion und die PSB in HR (Teilabbildung a)
energetisch weniger stabilisiert als im Grundzustand (hR). Die durch Lichtabsorption aufge-
nommene Energie schafft somit die Voraussetzung fiir die serielle Abfolge der anschlieen-
den (thermischen) Intermediate des Photozyklus. Im Ubergang zum L;-Intermediat bewegt
sich das Anion deshalb in Richtung des Dipolmoments der PSB zur zytoplasmatischen Halb-
seite des Proteins. Dieser Transportschritt in die Nédhe des Schiff Basen Protons wird mogli-
cherweise durch die Seitenkette von S115 mitvollzogen. Fiir BR (Teilabbildung b) ist eine
solche Verschiebung der gebundenen Ladung des deprotonierten D85 nicht moglich. AuBer-
dem nimmt der pKs von D85 durch die Isomerisierung der PSB um ca 5 Zehnerpotenzen zu
(in bR pKapss ca. 2)P7". Entsprechend wird fiir den pK, der PSB eine Zunahme nach der
Isomerisierung beobachtet (in bR pKapss 12,5 bis 13)7). Diese Anderungen sind gleichbe-
deutend mit einer geringeren (bzw. hoheren) Protonen-Affinitit der PSB (bzw. von D85). Aus
diesen Griinden kommt es im Rahmen eines Protonentransfers zur Protonierung von D85 un-
ter gleichzeitiger Deprotonierung der Schiff Base. Dies entspricht dem Transport eines Pro-
tons von der zytoplasmatischen zur extrazelluldren Halbseite und kann deutlich als blauver-
schobenes M;-Intermediat identifiziert werden.

In beiden Ionenpumpen kommt es anschlieBend mit der Bildung von Ly (My) zu Konforma-
tionsédnderungen, die eine Verbindung zwischen der zytoplasmatischen Oberflache und der
PSB herstellen. Dadurch ist gewiéhrleistet, da3 in weiteren Schritten die Chloridabgabe (fiir
HR) bzw. die Protonenaufnahme (fiir BR) erfolgen kann (Schritte in Abb. 59 nicht gezeigt).
Daf3 tatsdchlich zwei L-Species fiir HR existieren, konnte sowohl iiber zeitaufgeloste
UV/VIS- als auch mittels FTIR-Spektroskopie nachgewiesen werden!'**11'72],

Auf die Umwandlung von BR in eine einwirts gerichtete Chloridpumpe wurde mehrfach hin-

T3 hat einen Verlust der negativen

gewiesen. Die zu Grunde liegende Punktmutation D85
Ladung auf der extrazelluliren Halbseite zur Folge, so dal der resultierende Anionentransport
gemall dem Modell fiir HR aus Teilabbildung a) beschrieben werden kann.

Eine Umwandlung von HR in eine, allerdings auswiérts gerichtete, Protonenpumpe, ist eben-
falls moglich (Teilabbildung c). Bamberg ef al. (1993)!'7) konnten zeigen, daB HR nach Be-

lichtung mit Licht der Wellenldnge grofler 495 nm und in Abwesenheit von Haliden, isomeri-
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siert und das Schiff Basen Proton in das Zytoplasma abgibt. Ein weiteres Photon (Wellen-
lange > 360 nm) fiihrt zur Reisomerisierung der deprotonierten Schiff Base und ermoglicht
anschlieBend die Aufnahme eines Protons vom umgebenden Medium. Somit kann HR durch
eine 2-Photonenabsorption in Abwesenheit von Halidionen in eine einwértsgerichtete Proto-
nenpumpe iiberfithrt werden. Gleiches gilt fiir D85T in BR. Bei Abwesenheit von Halidionen
transportiert auch diese Mutante Protonen iiber einen 2-Photonen-Mechanismus in Richtung
des Zytosols. Alle aufgefiihrten Moden sind durch das vergleichsweise einfache mechanis-
tische Modell aus Abb. 59 erklérbar.

Der Ubergang von L; nach Ly fir HR bzw. von M;j nach My fiir BR ist in beiden Proteinen
mit einer Konformationsédnderung verkniipft. Fiir BR wurden die mit diesem MyMy-
Ubergang  verkniipften Konformationsinderungen mehrfach unabhingig voneinander
nachgewiesen. Im Fall von HR sind Konformationsinderung auf der zytoplasmatischen
Halbseite notwendig, damit die Anionen die Proteinoberfliche erreichen konnen. Beide L-
Zustinde unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Proteinkonformation und ihres Wassergehaltes
wihrend die Chloridlokalisierung in beiden Zustinden sehr dhnlich oder identisch ist!! 777,
Es ist deshalb moglich anzunehmen, da3 L; und Ly in HR wie M; und M11[178] in BR korres-
pondierende Zustinde darstellen. Erst die anschlieBenden Photointermediate fiihren folglich
zur Substratabgabe in HR. In dieser Hinsicht kann die Rotverschiebung im anschlieBenden O-
Intermediat (640 nm) als Verlust der Wechselwirkung zwischen PSB und Chlorid gedeutet
werden. Die zyklische Natur des katalytischen Prozesses verlangt, dafl sich dariiberhinaus
noch mindestens eine weitere Konformationsdnderung, eine Reisomerisierung des Chromo-

phors sowie eine erneute Chloridaufnahme anschlie3en.
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5.8.  Putative Chlorid-Aufnahme und -Abgabe

Fiir ein umfassenderes Verstindnis des Anionentransportes durch HR ist es notwendig zu
wissen, in welchen Regionen die Substrat-Aufnahme und -Abgabe erfolgen. Geméfl FTIR-
Differenzspektroskopie ist die Besetzung der Halid-Bindungsstelle mit geringen Anderungen
der Proteinkonformation verbunden wéhrend der Chromophor vergleichsweise grof3e Konfor-
mationsdnderungen erfihrt!*®. Aus diesem Grund ist es legitim die Stuktur des unbelichteten,
chloridgebundenen HR-Monomers fiir eine Idendifizierung moglicher Halidbindungsstellen
der extrazelluldren Oberfliche zu Grunde zu legen.

Die Annahme, dal} die Anionaufnahme iiber positiv geladene Aminosaduren an der Oberflache
erfolgen sollte, schriankt die Auswahl auf die Region um R103 und Q105 als mogliche extra-
zelluldre Bindungsstelle ein. In Abb. 60 (links) ist deshalb das Oberflichenpotential eines
HR-Monomers dargestellt. Die Region um R103 und Q105 ist rot eingekreist. Q105 steht
iiber eine Wasserstoftbriickenbindung in direktem Kontakt zur R108, daB3 bekanntlich an der
Stabilisierung gebundener Anionen beteiligt ist. Eine Halidaufnahme via Q105 konnte dem-
nach vermittelt {iber Anderungen der Seitenkettenkonformation von R108 erfolgen. Q105 ist
dhnlich der CBS von mehreren konservierten, hydrophoben Aminoséuren (Leucin 29, Leucin
33, Leucin 80, Valin 86, Valin 227) umgeben. Eine derart hydrophobe Umgebung konnte ein
Mobglichkeit zur Dehydratisierung von Substrationen beim Ubergang in das Protein darstellen.

Die Beteiligung von Q105 am Anionentransport wurde bereits iiber Mutagenesestudien nach-

Abb. 60: Mogliche Regionen der Halid-Aufnahme (links) und —Abgabe (rechts) in HR (rote Kreise). In der
linken Abbildung ist die Proteinoberfldche eines HR-Monomers nach Oberflaichenpotentialen ge-
farbt (blau: positiv, rot negativ). In der rechten Abbildung ist das Monomer entsprechend B-

Faktoren eingefarbt.
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gewiesen. Demnach hat der Austausch gegen eine negativ geladene Aminosdure (Q105E)

eine verzogerte Anionen-Aufnahme!'”!

zur Folge und das unbelichtete Protein weist ein blau-
verschobenes Aborptionsmaximum (Amex = 560) auf. Der von Ihara et al. (2000)!'* auf
Grund von Sequenzvergleichen identifizierte konservierte Cluster in Helix G (S231 bis S235)
ist nicht wie bisher angenommen an der Chloridbindung beteiligt. Vielmehr ist dieser stark
hydrophile Bereich am extrazelluliren Ende von Helix G wahrscheinlich an der Chlorid-
Aufnahme beteiligt (siche Abschnitt 5.5). S231 bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zu
Q105, daB3, wie oben erwahnt, seinerseits tiber den Sauerstoff an R108 bindet. S235 am Rand
dieses hydrophoben Clusters steht im Kontakt (H-Briicke) zu R108. Alle vier Aminosduren
(S231, S235 und Q105, R108) ragen in den hypothetischen Aufnahmekanal von HR, der die
CBS mit der positiven Oberfldchenregion von HR verbindet.

Bereits mehrfach wurde auf die “geschlossene® zytoplasmatische Halbseite von HR
und die damit zwingende Konformationsdnderung im Photozyklusverlauf hingewie-
sen. In Abb. 60 ist das HR-Monomer nach B-Faktoren gefdrbt dargestellt. Die Korrelation
zwischen zunehmender Proteinmobilitdt und steigenden B-Faktoren legt den Schluf3 nahe, daf3
der mobile EF-Bereich (roter Kreis) die notwendige Konformationsinderung beim Ubergang
von L nach Ly durchlaufen konnte. Ein Abknicken des gesamten EF-Bereiches zwischen der
n-Bulge (Alal78 bis Leul99) und Pro211, die die Helixstabilitdt schwichen, konnte in HR
und BR gleichermaflen einen freien Zugang zwischen der zytoplasmatischen Halbseite und

dem Zytosol ermdglichen.
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5.9. Moglicher Transportweg des Substrates durch HR

Auf der Basis der Halorhodopsinstruktur konnten in dieser Arbeit Aussagen iiber Halidbin-

dung- und -transport im Verlauf des Photozyklus vorgenommen werden. In Abb. 61 wird ver-

Abb. 61: Vier hypothetische Regionen des Chloridtransportes durch HR. Blau:
Aufnahmeregion (R103, Q105, S231, S235), grau: CBS (73, 76, 108, 111, 112,
115, 210, 238), violett Chloridtransfer (69, 72, 119) und grau: Chloridabgabe
(62, 66, 122, 123, 126, 245, 249, 253, 260)

N
)
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sucht diese Aussagen und Annahmen bildlich zusammen zu fassen. Als putative Aufnahme-
region kommen die an der Oberfliche gelegenen Aminosduren R103 und Q105 in Betracht.
Diese geladenen Reste sind von drei konservierten und hydrophoben Leucinen bzw. Isoleucin
(29, 33, 80) umgeben, welche moglicherweise die teilweise Dehydratisierung substratkoordi-
nierender Wassermolekiile bewirken. Einmal aufgenommene Halidionen bewegen sich geméal
diesem Modell entlang der ebenfalls konservierten und hydrophilen S231 und S235. In der
chloridfreien Form sollte die Seitenkette von R108 flexibler sein und daher eine Mdglichkeit
bieten den Transport des Anions von der Oberflache zur CBS zu unterstiitzen. Das gebundene
Anion ist von acht konservierten Aminosduren und drei Wassermolekiilen umgeben
(Abschnitt 5.6). Im Anschluf3 an die lichtinduzierte Isomerisierung der PSB erfolgt eine Be-
wegung des Halidions auf die zytoplasmatische Halbseite von HR, die wahrscheinlich partiell
vom koordinierenden S115 (durch Rotation dessen Seitenkette) mitvollzogen wird. In Ab-
schnitt 5.8 wurde die Kavitdt um T203 und W207 als wahrscheinliche Chloridbindungsstelle
im Lj-Intermediat diskutiert. Die Differenzdichten des L-Intermediats und der kurze zuriick-
gelegte Weg des Anions legen eine Beteiligung von mindestens drei hydrophoben Amino-
sduren (169, V72, 1119), sdmtlich konserviert, am Transport nahe. Das konservierte T243 in
Helix G definiert die Oberfliche des Monomers und ist in obiger Abbildung ebenfalls beriick-
sichtigt.

Fiir die an der Halidabgabe beteiligten Aminosduren kann keine gesicherte Aussage gemacht
werden, da sich die Proteinkonformation der zytoplasmatischen Halbseite von HR im Verlauf
der Photozyklus verdndert. Die in Abb. 61 dargestellten konservierten Aminosduren (162,
T66, A122, L123, L126, P245, 1.249, V253, V260, Kohlenstoffatome weil3) sind bis auf T192
samtlich hydrophob. Alle Reste liegen in dem vier Helix-Fragment B, C, F und G. Die
Darstellung der Halidabgabe ist in sofern sinnvoll, weil bis dato neben T203 keine einzelnen
zytoplasmatischen Aminosduren idendifiziert werden konnten, die eine intermediidre Bindung
des Substrats eingehen. Eine einfache Abgabe des Anions an das Zytosol entlang hydro-

phober Aminosduren wie oben dargestellt, ist aus diesen Griinden wahrscheinlich.
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5.10. Spektroskopische Analyse von Photozyklusintermdiaten

5.10.1. UV/VIS-Spektroskopie

Die verwendeten spektroskopischen Methoden hatten die Charakterisierung von Photozyklus-
intermediaten am Einzelkristall zum Ziel. Im Unterschied zur RSA, bei der ein mdglichst
grofles durchstrahltes Probenvolumen angestrebt wird, ist bei den spektroskopischen Metho-
den die Verwendung moglichst klein dimensionierter Kristalle vorteilhaft (OD < 1,5), um
dem Lambert-Beer-Gesetz zu geniigen. In Abschnitt 4.7 wurde gezeigt, dal im Verlauf der
Reinigung und Kiristallisation die photochemischen Eigenschaften von HR erhalten bleiben.
Die UV/VIS-Kristallspektren zeigen auch im gefrorenen Zustand keine signifikanten Unter-
schiede (Absorptionsmaximum, Halbwertsbreite) zu Losungsspektren von HR-Membranen, d.
h., die Wildtyp-Kristalle haben das iibliche Absorptionsmaximum von 575 nm im Grund-
zustand. Eine Anreicherung von weiteren Photozyklusintermediaten ist, wie nachfolgend
diskutiert, ebenfalls moglich.

Das Ergebnis der Versuche zur kinetischen Anreicherung von Photozklusintermediaten bei
tiefen Temperaturen kann wie folgt zusammengefalit werden: Zwischen 110 und 150 K wird
selektiv das K-Intermediat angereichert, wihrend im untersuchten Temperaturbereich von
180 bis 220 K vorzugsweise das L-Intermediat gebildet wird.

Im hR-HRk-Differenzspektrum ist eine positive Bande des K-Zustandes bei etwa 640 nm und
eine Ausbleichbande bei 540 nm zu erkennen. Unter Zuhilfenahme publizierter Absolutspek-
tren ergeben sich in Abhdngigkeit von der [lluminationsdosis die in Tabelle 9 aufgefiihrten K-
Anteile bei 110 K.

Anteil K-Intermediat / % Bermerkung

9.4 5 min Belichtung, rel Transmission 50 %

16,3 10 min Belichtung, rel Transmission 50 %
20,9 15 min Belichtung, rel Transmission 50 %
233 5 min Belichtung, rel Transmission 100 %
29,0 10 min Belichtung, rel Transmission 100 %
32,5 15 min Belichtung, rel Transmission 100 %
37,2 5 min Belichtung, rel Transmission >100 %

Tabelle 9: K-Anteile im Kristall nach variierenden Belichtungs-Zeiten und —Intensitdten. Der Kristall hat eine

optische Dichte von 1,4 (rel. = relativ)

Der Anteil am K-Intermediates steigt demnach mit der Belichtungsdosis und ndhert sich unter
den gegebenen Illuminationsbedingungen keinem Grenzwert. Eine Verdopplung der Lichtin-

tensitdt von 50 auf 100 % Transmission korreliert mit der Ausbeute an K. Folglich ergeben
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hohere Bilichtungsdosen hohere Anteile des K-Intermediate, bis bei gegebener Intensitét ein
maximaler Umsatz erreicht ist. Bei maximaler Laserleistung kann auf diese Weise etwa 37 %
des K-Intermediates angereichert werden. Es ist allerdings nicht auszuschliefen, daB3 eine
weitere Steigerung des Lichtflusses zu weiteren Ausbeutesteigerungen fiihrt.

Im Anschluf3 der Belichtung erreichte K-Anteile bleiben in Kristallen bei Dunkelheit {iber
Zeitrdume von mindestens 30 min konstant (S. Paula & G. Carlsson, personliche Mittei-
lungen). Dies erlaubt eine RSA dieses Intermediats, zumindest in Kombination mit brillanter
Synchrotronstrahlung und schnell auslesenden CCD-Detektoren (minimierte Detektionszeit).
Eine Untersuchung der Stabilitdt des K-Intermediats liber lingere Zeitrdume ist auf Grund
von Verschiebungen der Basislinie nicht oder nur schwer mdglich.

Fiir die Anreicherung des L-Intermediates am HR-Wildtyp wurden anfinglich Versuche un-
ternommen, L-Anteile liber Belichtung gefrorener Kristalle bei tiefen Temperaturen (180-220
K) anzureichern. Obgleich ein Ausbleichen des Ausgangszustandes (hR) und das Auftreten
eines blauverschobenen Intermediats bei ca 500 nm zu erkennen ist, sind die Anteile des L-
Intermediates bei diesen Temperaturen mit maximal 5 % vergleichsweise klein (Vergleiche
K-Anteile in Tabelle 9). Bei konstanter Temperatur deutet der isosbestische Punkt der Diffe-
renzspektren die Beteiligung von nur zwei Zustdnden an. Den Extrema des Differenzspek-
trums zufolge handelt es sich um hR und das L-Intermediat. Der isosbestische Punkt wie auch
die entsprechenden Minima und Maxima verschieben sich mit zunehmender Temperatur zu
kiirzeren Wellenlédngen (siche Abb. 34 und Abb. 35). Die wahrscheinlich auf den steigenden
Anteil an L zuriickzufiihrende Blauverschiebung konvergiert gegen ein Differenzmaximum
von ca. 485 nm und ein Minimum von ca. 600 nm bei Temperaturen oberhalb 200 K (sieche
auch Abb. 35). Trotz Belichtungszeiten von bis zu 20 min ergaben die Differenzspektren
(HRs2 - hR) am Einzelkristall (Anregung bei 633 nm) keine signifikante Erhohung des L-
Anteils.

Die fiir eine RSA zu geringe Intermediatsausbeute und die Beobachtung, daf} die Kristalle
reproduzierbar ihre 3-Dimensionale Ordnung bei Belichtung oberhalb 190 K verlieren ma-
chen eine alternative Strategie erforderlich. Zu diesem Zweck werden die justierten Kristalle
(HR-Wildtyp) bei Raumtemperatur kontinuierlich belichtet (ca. 5 s) und anschlieend unter
Bestrahlung bei 100 K schockgefroren. Unter diesen photostationdren Bedingungen sollte
sich bei Raumtemperatur das Intermediat, dessen Zerfall mit der hochsten Aktivierungsener-
gie verbunden ist, anreichern. Fiir den HR-Wildtyp ist dies das Li-Intermediat. Die Ent-
stehung des Folgeproduktes Ly ist sehr wahrscheinlich mit groeren Konformationsénde-
rungen verbunden, was die hohe Aktivierungsbarriere erklért!'>*],

Mit einem Anteil von maximal 20 % L-Intermediat, liegen die so erreichten Umsitze signifi-
kant iiber der zuvor erwéhnten Methode (Tieftemperaturanreicherung). Allerdings gelten hier
die gleichen Einschrankungen wie fiir die K-Intermediatsstudien hinsichtlichlich der Quanti-

fizierung. Derart behandelte Kristalle behalten im Unterschied zu vorangegangenen Prozedur,
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thre 3-dimensionale Ordnung bei. Somit sollte bei optimierter Anreicherung des L-
Intermediats eine Datensammlung am HR-Wildtyp moglich sein. Obgleich Ausbeuten kleiner
20 % eine RSA dieses Intermediats per se nicht ausschliefen, ist es dennoch hilfreich weitere

Umsatzsteigerungen zu erzielen.

5.10.2. FT-IR und -Raman Spektroskopie an HR-Kristallen

An HR Membran-Suspensionen oder Solubilisaten wurden mehrfach Versuche unternommen

1801 'Bei diesen Versuchen limitierte die

Resonanz-Raman- und FT-IR-Spektren zu erhalten!
begrenzte Konzentration an HR jeweils das Signal/Rausch Verhiltnis. Hinzu kommt, dafl HR-
Membran-Suspensionen in Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen (KCl) zur Prézipitation
neigen. Die damit verbundenen Schwierigkeiten wie inhomogene Proteinverteilung und resul-
tierende Streueffekte der Probe verhindern sowohl statische als auch zeitaufgeloste Mes-
sungen unter hohen Salzkonzentrationen. Die Verwendung von Mikrospektralphotometern
mit MefBstrahldurchmessern im pm-Bereich ermdglicht es, die bei Messungen an Kristallen
ebenfalls storenden Streueffekte zu minimieren.

Das Signal/Rausch-Verhiltnis dieser Mikro-Resonanz-Raman-Messungen ist gegeniiber den
publizierten Losungs- bzw. Suspensionsspektren deutlich verbessert. Dariiber hinaus finden
sich alle bisher beschriebenen Raman-Banden in den Kristallspektren wieder.

Von den drei Schwingungsbanden im Bereich 1560 bis 1620 cm™ sind bisher zwei als
isolierte Streckschwingungen der Doppelbindung zwischen C(7)=C(8) bzw. C(5)=C(6) des
Retinal identifiziert. Die hier erstmals im Resonanz-Raman identifizierte Bande bei 1616 cm™
geht wahrscheinlich auf das retinalbindende K242 zuriick. Zur intensitétsstirksten Bande im
Bereich von 1523 c¢m™ tragen alle C=C Streckschwingungen des Retinals von C(9) bis C(14)
bei.

Tatsdchlich setzt sich diese Bande aus den Einzelbanden fiir all-trans und 13-cis Retinal zu-
sammen. Mit Entfernung des Chlorids verschiebt sich das Maximum dieser Streck-

schwingung nach 1530 cm™!'8.

Dieser Chloridabhéngigkeit der Schwingungsbande
entspricht eine Verschiebung des Absorptionsmaximums im UV/VIS-Spektrum von 578 nm
auf 565 nm in der Chlorid-freien Form. Auf Grund der Ndhe des Substrates zum Retinal, wird
die Indikatoreigenschaft dieser Bande fiir Konformation und Substratndhe des Retinals ver-
standlich. Ahnliches kann fiir die Streckschwingungsbande der PSB bei 1633 cm™ beobachtet
werden. Ein Wechsel auf Nitrationen oder Perchlorat-Anionen ergibt eine Verschiebung nach
1642 cm’, dhnlich dem L-Intermediat von HR. Diese Verschiebung wird allgemein als
Schwichung der Wechselwirkung von PSB und Substrat interpretiert, was nahelegt, daf3 die
mehratomigen Anionen von HR in groBerer Entfernung zur PSB gebunden werden als Halide.
Zur Berechnung der Isomerenverhdltnisse im lichtadaptierten Kristall wurden drei der

insgesamt fiinf Gauss-Funktionen (siche Abschnitt 4.8.2) verwendet. Lichtadaptierte HR-
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Kristalle (Wildtyp) haben etwa 75 % all-trans Retinal resp. 25 % 13-cis Retinal. Dies stimmt
mit den ebenfalls untersuchten Membransuspensionen (80 % all-trans Retinal resp. 20 % 13-
cis Retinal) im Rahmen der Fehlergrenzen iiberein. Ahnliche Isomerenverhltnisse werden fiir
HR-Membransuspensionen nach Extraktion und chromatographischer Trennung der Retinal-
isomere erhalten'*"’.

Fiir BR konnte mehrfach gezeigt werden, dal ein Verlust der Purpurmembran-Struktur, bei-
spielsweise durch Solubilisierung oder ortsspezifische Mutagenese, flir den 2-D Kristall
essentieller Aminosidurem (z. B. W80-Austausch) die Lichtadaption beeinflu3t. Derart modi-
fiziertes BR weist selbst nach ldngerer Belichtung mit weilem Licht 13-cis Anteile auf. Folg-
lich ist die Kristallinitdt fiir die Lichtadaption mitverantwortlich (kooperative Effekte). Die
Annahme, daB3 die regelméBige Anordnung von HR im Kristall dhnlich wie in der Purpur-
membran von BR zu einer Steigerung des all-trans Anteils nach Lichtadaption fiihrt, kann
nach den obigen Messungen zumindest fiir den HR-Wildtyp nicht bestétigt werden.
Uberraschenderweise fiihrt der Austausch des Argininis in Position 108 gegen Lysin (R108K)
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Abb. 62: Mikro-Resonanz-Raman Spektren (Raumtemperatur) eines HR-Kristalls der Punktmutante
R108K in Gegenwart von MO nach Illumination bei 568 nm. Der Kristall wurde in Gegenwart
von 4 M KCI geziichtet a) Kristall (schwarze Linie) im Vergleich zu einer HR-Membransuspen-
sion (rote Linie) b) Ausschnitt des C=C Streckschwingungsbereiches um 1500 cm™'; Farbcode
siche Abb. 40

zu nahezu 100 % all-trans Retinal im Kristall. Isomerenverhiltnisse nach Austausch gegen
andere Aminoséduren in Position 108 liegen bis auf den Austausch gegen Glutamin (R108Q)
nicht vor. Im Fall von R108Q allerdings werden mit Anteilen von 65 bis 70 % des all-trans
Isomers, je nachdem ob in Ab- oder Anwesenheit von Guanidinium, keine zum Wiltyp signi-
fikanten Unterschiede detektiert.

Demnach ist der Kristallverband und/oder die Aminosdure in Position 108 an der Lichtadap-

tion von HR maBgeblich beteiligt. Eine sinnvolle Interpretation dieses Ergebnisses stiitzt sich
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auf die strukturell identifizierten Reste der CBS im HR-Wildtyp. Im unbelichteten HR liegt
ein Wassermolekiil (Wat505) in Ndhe zum Proton der PSB. Dieses wird von der Guanidino-
Gruppe von R108 koordiniert. Im (13-cis, 15-syn)-Konformer des Retinals ist es deshalb
nicht auszuschlieSen, da3 dieses Wassermolekiil eine Wasserstoftbriicke zum Schiff Basen-
Proton bildet und damit diesen Zustand stabilisiert. In der Punktmutante R108K ist dieses
Wassermolekiil sehr wahrscheinlich in seiner Position gegeniiber dem Wildtyp verschoben
oder -weniger wahrscheinlich- nicht vorhanden. Ein Austausch dieses Arginins gegen das
unter physiologischen Bedingungen ebenfalls positiv geladene Lysin bezeichnet man als kon-
servative Mutation. Riidiger ez al. (1995)"'°) konnten zeigen, daB von dieser Mutante Halid-
ionen weder gebunden noch transportiert werden. Das Absorptionsmaximum von 556 nm, das
keine anionenabhéngigen Verschiebungen zeigt, legt zusétzlich den Schluf3 nahe, das R108K
nicht in der Lage ist Anion zu binden. Lysin mit &dhnlich langer Seitenkette wie Arginin ist im
Unterschied zu Arginin nicht mehr in der Lage eine Wasserstoftbriicke zu Q105 auszubilden.
Die Bedeutung von Q105 fiir die Substrataufnahme und eventuell dessen Bindung wurde
bereits eingehend an anderer Stelle diskutiert (siche Abschnitt 5.8). SchlieBt man weitere
Haloopsine, bei denen Q105 durch andere Aminosduren ersetzt ist in diese Betrachtung ein,
dann ergeben sich weitere Indizien flir diese Argumentation. Bei Austausch gegen Methionin
wie in HR aus N. pharaonis findet keine Lichtadaption statt. Vielmehr werden nach chroma-
tographischer Trennung der Isomeren konstant 85 bis 90 % all-trans Retinal nachgewiesen.

Ein weiteres Indiz fiir den hohen all-trans Gehalt an Retinal in der Punktmutation R108K
finden sich an anderen Stellen des RR-Spektrums. So ist die in-plane Biegeschwingung der
PSB (1349 cm™) zu hoheren Wellenzahlen bei schirferem Peakmaximum als im Wildtyp ver-
schoben. Dies deutet eine verdnderte Orientierung sowie eine einheitlichere Konformation der
PSB an. Auch weist die C-C Streckschwingungsbande des 13-cis Intermediats bei 1185 cm™
eine deutlich verringerte Intensitit auf als im HR-Wiltyp. Genau genommen ist der gesamte
C-C-Streckschwingungsbereich zwischen 1168 und 1210 cm™ dem lichtadaptierten RR-
Spektrum von BR sehr dhnlich. Es kann also festgehalten werden, dafl die Retinalkonforma-
tion in der HR-Mutante R108K nahezu 100 % betréigt. Griinde dafiir miissen neben dem Ver-
lust der Substratbindung (andere inaktive HR-Mutanten weisen deutlich 13-cis Anteile auf) in
der Seitenkettenkonformation von R108 liegen. Wasser 505 mit seiner rdumlichen Nihe zur
PSB kommt als mdglicher Bindungspartner der PSB im 13-cis Konformer, zumindest in

Anteilen des Proteins, in Betracht.

5.10.3. Konformationsinderungen im HR-Kristall

Wie bereits in Abschnitt 4.8.3 erldutert, verlieren gefrorene HR-Wildtypkristalle bei Illumina-
tion (> 600 nm) im Temperaturbereich von 19545 K reproduzierbar ihre Kristallordnung.

Versuche bei Temperaturdnderung mit und ohne Belichtung der Kristalle fithren zu dem Er-
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gebnis, dall es sich dabei um lichtinduzierte Veranderungen im Kristall handelt. Mit dem Ziel
eine genauere Kenntnis der atomaren ProzeBe zu erlangen wurden unter identischen Be-
dingungen FTIR-Differenzspektren an HR-Einzelkristallen aufgenommen.

Die erhaltenen Spektren weisen scharfe Differenzbanden auf, woraus sich schlieen 146t, daf3
der Chromophor eine definierte Konformation im HR-Grundzustand einnimmt. Im unter-
suchten Temperaturbereich von 190 bis 200 K zeigen sich starke temperaturabhéngige Unter-
schiede im gesamten spektralen Bereich (siche Abb. 42). Das im untersuchten Temperatur-
bereich vorwiegend L-Intermediate bei Belichtung entstehen, ist mit Hilfe der UV/VIS-
Spektroskopie eindeutig belegt (sieche Abschnitt 4.7). Falls der Verlust der Kristallordnung
auf Konformationsdnderungen des Proteins beruht, sollte sich dies an den Streck- und Defor-
mationsschwingungen des Proteinriickgrades (Amid I und II) ablesen lassen.

Die Amid I-Bande von L ist eindeutig dem positiven Differenzpeak bei 1653 cm™ zuzu-

(1821 Gemessen an den Amplituden aller Banden im Spektrum erfolgen demnach im

ordnen
Verlauf der Illumination relativ starke Verdnderungen des Proteinriickgrates. Das Maximum
dieser Anderungen wird bei 195 K erreicht.

Fiir eine Zuordnung der Amid II-Schwingungen kommen zwei Banden im Bereich 1500 bis
1600 cm™' in Betracht. Bisher verdffentlichte FTIR-Differenzsspektren des LI/LH-Ubergangs
in HR ergeben lediglich eine breite Bande bei ca. 1550 cm™. Ein entsprechendes Differenz-
spektrum erhélt man durch Belichtung vieler HR-Kristalle zugleich bei 253 K (siche Abb.
43). Es ist deshalb nicht eindeutig zu belegen, welche der beiden Banden der Einzelkristall-
spektren aus Abb. 42 dem Amid-II- bzw. dem C-C-Streckschwingungsmodus zuzuordnen ist.
Analog zum L-Intermediat in BR sollte die ldngerwellige Bande zur C-C Streckschwingung
von HR und folglich nur die starke Differenzbande bei 1540 cm’ zum Amid I1 gehéren[183].
Letztere zeigt die stirksten Unterschiede beim Ubergang zum L-Intermediat, und zwar bei
Temperaturen oberhalb 195 K. Obwohl fiir diese Bande kein Wasserstoff/Deuterium-Effekt
zu verzeichnen ist, konnte es sich dennoch um eine Amid II Schwingung handeln. Die Ein-
fiihrung von Deuterium setzt ndmlich voraus, das die Proteinregion fiir schweres Wasser zu-
ginglich ist. Fiir Membranproteine sind allerdings die transmembranen Bereiche durch das
umgebende Lipid von der Umgebung abgeschirmt. Entsprechende Austausche in BR zeigen,
das transmembrane Amidprotonen des Proteinriickgrads nicht oder nur schwer gegen Deute-
rium austauschen.

Somit kommt es bei etwa 195 K durch Illumination des Kristalls zu relativ groBen Konfor-
mationsdnderungen im Protein. Dieses Ergebnis stimmt mit den beobachteten Verlusten der
Kristallordnung iiberein. Da im betrachteten Temperaturbereich keine signifikanten Anteile
weiterer Photointermediate UV/VIS-spektroskopisch nachweisbar sind, handelt es sich
hochstwahrscheinlich um den Ubergang von L; nach Lj. Von beiden Intermediaten wird
analog zum My/My-Ubergang in BR angenommen, daB sie durch eine Konformationsinde-

rung, die die Zugénglichkeit von ez nach zp dndert, verkniipft sind. Die damit einhergehenden
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Konformationsdnderungen des Chromophors sind geméd den Einzelkristallspektren
wesentlich geringer. Auffillig ist lediglich die starke Abnahme einiger (ebenfalls Raman-
aktiver) Schwingungsmoden bei Temperaturen oberhalb 195 K. Die C=N-Streckschwingung
der PSB (1633 cm™), sowie die C-C-Banden des Grundzustandes (1211 und 1170 cm™)
nehmen in diesem Temperaturbereich weiter ab. Die entsprechenden 13-cis Schwingungen
von L erscheinen entweder als Schulter bei 1654 cm™ (C=N) oder isolierte Bande um 1190
cm™'. Sehr wahrscheinlich ist mit dem Ubergang von L; in ein spiteres Intermediat ein voll-
standiges durchlaufen des gesamten HR-Photozyklus moglich, so daB3 der Anteil des HR-
Grundzustandes bei Temperaturen oberhalb 195 K zunimmit.

Mit der Bildung der L-Intermediate sind zumindest zwei Anderungen verbunden, die sich
eindeutig bestimmten Aminosduren zuordnen lassen. Am kurzwelligen Ende des FTIR-
Spektrums (ca 1740 cm™) erscheint die Differenzbande der Carboxylgruppe (C=0O
Streckschwingung) von Asparaginsdure 141. Im unbelichteten HR bildet D141 (Helix D) eine
Wasserstoftbriicke zur Hydroxygruppe von Threonin 116 (Helix C). Die Differenzbande mit
(negativem Peak bei 1744 cm™ und positivem Peak bei 1737 cm™) zeigt eine Verschiebung zu
kleineren Wellenzahlen an. Diese Verschiebung kann als eine Verlagerung dieser Gruppe in
eine hydrophilere Umgebung bzw eine Stirkung der Wasserstoffbriicke zwischen D141 und
T116 bei Entstehung von L gedeutet werden''®". Demnach kommen sich die Helices C und D
zumindest in der Ndhe des Chromophors in L nédher. Eine vergleichbare Stirkung der Wasser-
stoffbriickenbindung wird in BR zwischen den homologen Resten D115/T89 beobachtet.
Arginin 108 ist die zweite Aminosédure, deren Konformationsdnderungen im Photozyklusver-
lauf eindeutig zugeordnet werden kann. Die Guanidinogruppe weist Differenzbanden bei etwa
1695/1688 cm™ und 1169 cm™ auf*”. Im Ly/Ly;-Ubergang nimmt die Bandenintensitit des
HR-Grundzustandes bei 1695,5 und 1169,8 cm’ mit zunehmender Temperatur ab. Im
Gegenzug taucht bei Temperaturen oberhalb 195 K eine neue positive Bande bei 1684 cm™
auf. Ein Vergleich des Losungs- und Kristallspektren fiihrt zu dem Schluf3, daB R108 mit dem
Zerfall des Li-Intermediates eine groBere Konformationsdnderung durchlduft. Diese Inter-
pretation stiinde im Einklang mit einer Beteiligung von R108 an der Substrataufnahme im

spateren Verlauf des HR-Photozyklus.
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6. Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgenommene Strukturanalyse des HR-Grundzustandes sollte in
Zukunft durch die Analyse von Photozyklusintermediaten ergdnzt werden. Das hier vorge-
stellte Strukturmodell bietet eine gute Grundlage fiir die zielgerichtete Punktmutagenese zur
Erzeugung von Mutanten mit signifikant verdnderter Photozykluskinetik. HR kommt hier auf
Grund seiner Halid-Substrate (hohe Elektronenzahl) nicht nur im Vergleich der Retinalprotei-
ne ein besonderer Vorteil zu, sondern auch im weiteren Sinne, da die Photoinduzierbarkeit
eine gezielte Erzeugung und Analyse von Reaktionsintermediaten ermdglicht, die fiir ATP-
verbrauchende Ionenpumpen nicht erreichbar ist. Zusammen mit spektroskopischen
Methoden besteht eine gute Moglichkeit zukiinftige Intermediats-Analysen auf der Basis von
HR-Mutanten fiir die RSA zu optimieren. Dariiber hinaus haben die Diffraktionsstudien mit
polychromatischer Rontgenstrahlung gezeigt, dafl es bei Verwendung von Kristallen geringer
Mosaizitét und hohen Beugungsverhaltens moglich sein sollte, auch zeitaufgeldste Struktur-
analysen im ms-Bereich mittelfristig zu verfolgen.

Das hier entwickelte Kristallisationsprotokoll ermoglicht die Kristallisation der vielver-
sprechendsten HR-Mutanten fiir die Rontgenstrukturanalyse.

Die weitere Analyse des fiir HR ungewohnlich hohen all-trans Gehalt der Kristalle der
Mutante R108K (100 %), konnte es ermoglichen, die Ursachen fiir die sogenannte Dunkel-
adaption in Retinalproteinen besser zu verstehen und sollte ebenfalls erkldren, warum durch
Lichtadaption am HR-Wildtyp zu keiner Zeit 100 % all-trans-Retinal erzeugt werden kann.
Auf der Basis der vorgestellten Hypothese zur Kristallisation in Lipidphasen werden zu-
kiinftig Versuche erfolgen, deren Ziel ein besseres Verstandnis und die weitere Optimierung

dieser Methode mit Blick auf unterschiedliche Membranproteine ist.
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7. Material und Methoden

7.1. Material
Universal-Mikroskop-Spektral-Photometer (UMSP 80), Carl Zeiss, Oberkochen, Germany

7.1.1. Reagenzien und Enzyme
Agarose Seakem, Marine Colloids Div., FMC
Corp., Rockland, USA
Antischaummittel Roth, Karlsruhe
Bacteriological Pepton L37 Oxoid, Wesel
Bacto-Agar Difco, Detroit, MI, USA
Benzamidin Sigma, Miinchen
Cystein Sigma, Miinchen
3-D-Oktylglucosid Boehringer, Mannheim
3-D-Dodecylmaltosid Sigma, Miinchen
Kaliumbromid Sigma, Miinchen
Kaliumchlorid Merk, Darmstadt
Kaliumjodid Sigma, Miinchen
Magnesiumsulfat Merk, Darmstadt
2,4-Methylpentandiol Fluka
Monoolein Sigma, Miinchen
Monopalmitolein Sigma, Miinchen
Natrium-Cholat Sigma, Miinchen
Na-Zitrat Merk, Darmstadt
Triton X-100 Serva, Heidelberg
Siedesalz (NaCl) Staatliche Saline, Bad Reichenhall

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden in p. a. Qualitit von den Firmen

Merk, Sigma oder Fluka bezogen.

7.1.2. Sonstige Materialien

BioGel A-0,5m Biorad, Richmond, USA
DEAE-Sephacel Pharmacia, Freiburg
DNA-Restriktionsendonucleasen Boehringer Mannheim GmbH
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Glasrohrchen

Konzentratoren

Kristallisationsschalen

Special Verre, Geispolsheim
Pall Filtron, oder Amicon, Wiesbaden
Charles Supper, Natrick, USA

Kristallmanipulation (Schleifen, Zangen etc) Hampton Research, San Diego, USA
Phenylsepharose Pharmacia, Freiburg
Rontgenkapillaren Miiller, Berlin

Sterilfilter Millipore GmbH, Eschenborn
Source PHE Pharmacia, Freiburg

Superose-12

7.1.3. Stimme

Pharmacia, Freiburg

Halobacterium salinarum Stamme

S9!l BR"™, HR", SRI, SRIT", Car’, Rub’, Ret"

Wurde zur Isolierung von BR-Wildtyp verwendet

JW5 BR™, HR", SRI', SRII", Car’, Rub’, Ret’

D218l BR’, HR"™", SRI', SRII", Car’, Rub’, Ret", exprimiert HR und geht auf
den Stamm HNS zuriick, wurde zur Isolierung von HR-Wildtyp
verwendet

TOM!"® BR, HR, SRI', SRII', Car, Rub, Ret’, Deletion der beiden
Ionenpumpen BR und HR. Dieser Stamm geht auf ? zuriick und wurde
zur Transformation und Isolierung verschiedener HR-Mutanten
verwendet

HN5!188! BR’, HR’, SRI", SRII", Car, Rub, Ret”, ein BR und HR negativer
Stamm, der zur Transformation und Isolierung verschiedener HR-
Mutanten verwendet wurde

7.1.4. Nihrmedien

Nahrmedium fir Halobacterium salinarum

[189]

Zur Herstellung der Ndhrmedien wurde destilliertes Wasser verwendet. Vor der Sterilisation

der Medien im Autoklaven (120°C) wurde der pH-Wert mit 1 M NaOH (NaOD) auf einen

pH-Wert im Bereich von 7,0 bis 7,2 eingestellt.

NaCl
MgSO,4 * 7 H,O
Na-Zitrat *2 H,0O

g/LL
250
20
3
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KCl 2
Oxoid-Pepton 10
Agarplatten-Medien enthielten zusitzlich 15g Bacto-Agar pro Liter.

7.1.5. Puffer und Losungen

Basalsalzlosung
Die Basalsalzlosung entspricht in ihrer Zusammensetzung dem Kulturmedium fiir AH.

salinarum, jedoch ohne Pepton-Zusatz.

Lysepuffer
M Na(Cl
25 mM Tris/HCI (pH = 7.2)

Cholat-Solubilisierungspuffer

20 % Natrium-Cholat in

25 mM Tris-HCI (pH ~7.6) aufnehmen

und anschlieBend den pH-Wert langsam mit verdiinnter HCI auf einen pH = 7.5 einstellen.

Ausfallendes Cholat wird durch Zentrifugation abgetrennt.

Laufpuffer A

0.4 % (w/w) Natrium-Cholat,

4 M NaCl bzw. 3.0, 3.5 oder 4.0 M KCl
50 mM Tris/HCI (pH = 7.2)

Laufpuffer B

1% (w/w) Octyl-f—D—glucopyranosid (OG)
4 M NaCl bzw. 3.0, 3.5 oder 4.0 M KC1

50 mM Tris/HCI (pH = 7.2)

BR-Puffer 1

25 mM Na/K-Phosphat (pH = 5.6)
1,2 % Oktylglukosid

bidest. Wasser

Salz Algenmedium 1 | "H/"*N-Algenmedium | '"H/"”N/"C-Algenmedium

H3BO3 6.2 mg /L
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Salz Algenmedium 1 | "H/'N-Algenmedium | "H/"N/"*C-Algenmedium
CaCl, * 2H,0 0.44 g/L
Na-EDTA 373 mg/L
KJ 0.83 mg /L
Na,MoO4* 2H,0 0.25mg /L
KNO; 1.9g/L K""NO; K"°NO;
NH4NO; 1.65 g /L PH,”NO; PH,”NO;
KH,PO, 034¢g/L
CoCL* 6H,0O 0.025 mg /L
CuSO4* 5H,O 0.025 mg /L
FeSO4* 7H,0O 27.8 mg /L
MgSO4* 7TH,0 037¢g/L
223 mg/L MnSO4* 4H,0
ZnSO4* 4H,0 8.6 mg /L

pH auf 6,0 eingestellt vor Sterilfiltration

Kaliumcarbonat-Puffer
2 M K,COs/ KH,CO;, pH=17.5

Isotopenmarkiertes Halobakterienmedium 1

4.22 g *H-markierte
235.0 g NaCl

10.0 g MgSO4

2.0 gKCl

1.13 g Tris-D

Aminosiuren

in 750 mL D,0O aufnehmen

Isotopenmarkiertes Halobakterienmedium 2

0.75 g K;HPO,*3H,0

0.5 g KNO;

in 50 mL D,O aufnehmen

Isotopenmarkiertes Halobakterienmedium 3

70.0 mg CaCly* 2H,0
5.0 mg CuSO4* 5H,0
230.0 mg FeCl,* 4H,0

2.0 g Ascorbinsédure
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30.0 mg MnSO4* H,O
44.0 mg ZHSO4* 7H20

in 10 mL D,O aufnhehmen

Vitaminlésung
100.0 mg Thiamin
100.0 mg Folsdure
10.0 mg Biotin

in 10 mL D,O aufnehmen
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7.2.  Mikrobiologische Methoden

Die Anzucht der Halobakterien-Kulturen erfolgte i. d. R. ausgehend von Einzelkolonien. Zu
diesem Zweck wurde in regelmdfigen Abstinden (maximal alle 3 Monate) 1 mL einer
frischen Kultur ausgediinnt und auf Agarplatten ausgestrichen.

Die weitere Anzucht erfolgte in Fliissigkulturen iiber 4 bis 5 Tage (ODgoo = 100-130) bei 40
°C und 100 rpm unter Lichtabwesenheit. Fiir die Fliissigkulturen wurden Einzelkolonien (eine
Ausnahme war der Stamm D2, hier 1 mL Fliissigkultur-Inoculum) in 35 mL Nidhrmedium
(100 mL Erlenmeyerkolben) ftiberfiihrt. Diese Kulturen dienten zum Animpfen groferer
Fliissigkulturen, jeweils im Verdiinnungsverhiltnis 1:20. Je nach Bedarf wurden weitere 700
mL-Kulturen (in 2 L-Erlenmeyerkolben), 10 L-Kulturen (New Brunswick Scientific Co.; New
Brunswick, New Jersey) und 200 L-Kulturen beimpft. Die 10 und 200 L-Ansdtze wurden bei

300 rpm und einer Luftzufuhr von 2 L/min in Gegenwart eines Antischaummittels angezogen.

7.3. Proteinbiochemische Methoden

7.3.1. HR-Isolierung
Die Isolierung von HR-Wildtyp als auch verschiedener HR-Mutanten erfolgte auf der Basis

der Methode von Duschl!'®” et al. Die Aufarbeitung erfolgte, wenn nicht anders vermerkt bei
4°C unter Lichtabwesenheit bzw. schwachem Rotlicht (A > 630 nm).

D2-Zellen wurden im 1 L-Malstab in 2 L Erlenmeyer-Kolben aufgezogen. Kulturen (pro
Aufreinigung 10 L) mit einer ODgpp ~ 100-150 wurden vor der Zentrifugation fiir 2 h mit
Eiswasser gekiihlt und anschlieBend bei 4°C pelletiert (Sorvall GS-3, 20 krpm, 30 min oder
Hettich Roto Silenta/RP, 4krpm, 1 h). Die Resuspendierung der Zellpellets von 1 L-Kultur
erfolgte mit ca. 30 ml vorgekiihlter Basalsalzlosung in Gegenwart von DNase. Die
Suspension wurde anschlieBend vorsichtig in vorgekiihltem Lysepuffer im Verhéltnis 1:10
(v/v) aufgenommen und iiber Nacht bei 4°C (Kiihlraum) geriihrt.

Die erhaltenen Gesamtmembranfraktion (GMF) wurde zentrifugiert(35 krpm, Ti45, 40 min)
und erneut in Lysepuffer resuspendiert. Nach einmaliger Wiederholung erfolgte die
Resuspendierung des Pellets. AnschlieBend wurde die Suspension weiter von Hand
homogenisiert, das Homogenisat kurz zentrifugiert (Sorval, SS34, 10 krpm, 2 min) und der
Uberstand weiterverwendet. Nach erneuter Zentrifugation der Membranfraktion (35 krpm,
Ti45, 40 min) wurde das Pellet in 12 bis 15 mL Lysepuffer aufgenommen und auf
Saccharosegradienten (25 bis 45 % [w/w], Lysepuffer) verteilt. Nach der Ultrazentrifugation
(Sorval TST28, 14 h, 25 krpm) und Isolierung der HR-Fraktion schloB sich zweimaliges
Waschen im Lysepuffer an (35 krpm, Ti45, 40 min). Das erhaltene Pellet wurde in Lysepuffer
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zu einer ODs7o von etwa 10 (5 mg'ml™ HR) resuspendiert und die HR-Membranfraktion bei —
20 °C gelagert.

Die HR-Membranfraktion wurde mit Lysepuffer auf eine ODs;79 von 4 verdiinnt und durch
Zugabe von festem Kaliumchlorid (bei anfinglichen Reinigungen wurde Natriumchlorid
verwendet) eine Salzkonzentration von 3.0, 3.5 oder 4.0 M eingestellt. Die Mischung wurd
bis zur Auflosung des Salzes bei Raumtemperatur geriihrt (5 bis 10 min) und anschlieBend
mit Cholat-Solubilisierungspuffer auf eine Cholat-Konzentration von 5 % eingestellt. Die
Mixtur sollte bei Raumtemperatur etwa 1h rithren und abschlieBend bei 15°C unldsliche
Anteile durch Ultrazentrifugation abgetrennt werden (Beckman TL-100, TLA-100.3, 40
krpm, 30 min).

Die sich anschlieBende Reinigung des  Halorhodopsins  via  hydrophober
Affinitdtschromatographie erfolgte auf chromatographischen Stationen der Firma Pharmacia
(AKTAexplorer oder SMART System) bei 4 bis 6 °C unter schwachem Rotlicht. Die
Chromatographie-Siulen sowie der Rest des Systems wurden in Laufpuffer A dquilibriert.
Das Solubilisat wurde steril filtriert und in Gegenwart von Laufpuffer A (ebenfalls steril
filtriert) bei einem FluB von 1.5 ml'min” auf die Siule des Typs Resource-PHE (in einigen
Féllen auch auf Penyl-Sepharose des Typs 4-LB) aufgetragen. Nach Waschen mit 10 mL
Laufpuffer A erfolgte durch den Wechsel auf Laufpuffer B ein Detergenzwechsel und die
Elution gebundenen HR's. Das Eluat wurde in 1.5 mL-Einheiten fraktioniert. Wahrend des
chromatographischen Reinigung wurden kontinuierlich verschiedene Parameter (Abschnitt
4.2) verfolgt werden. Die Eluatfraktionen mit hoher 560 nm Absorption (2-3 Fraktionen)
wurden vereinigt und anschlieBend mittels Membranfiltration (50 kDa Ausschlulgrosse)

konzentriert.

7.3.2. HR-Kristallisation

Die erfolgreiche Kristallisation von HR-Wildtyp sowie einiger funktionell charakterisierter
Mutanten erfolgte mit Anderungen nach der Methode von Landau und Rosenbusch!™!. Zu
diesem Zweck wurde das nach Reinigung und Detergenzwechsel in OG solubilisierte HR mit
MO (1-Monooleoyl-rac-Glycerol) zur bikontinuierlichen kubische Lipidphase vermischt.

Fiir die Priparation einer homogenen proteinhaltigen Lipidphase wurde wie folgt verfahren:
Monoolein (MO) oder Monopalmitolein (MP) wurde in Pulverform zu 4 bis 7 mg in
Glasroéhrchen (Microtubes Verre) oder Eppendorf-Reaktionsgefdfle (0.2 mL) iiberfiithrt. Nach
sorgféltigem VerschlieBen der Glasrohrchen mit Parafilm konnten die Aliquots in Eppendorf-
Reaktiongefdlen (1.5 mL) aufbewahrt werden. Eventuell an Wandungen anhaftendes Lipid
wurde durch kurzzeitige Zentrifugation (30 - 35 °C, 5 kg) pelletiert. Die Lagerung der

Ansitze bis zu ihrer Verwendung erfolgte bei - 20 °C und Lichtabwesenheit.
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Das unten stehende Schema fafit die Einwagen und Volumina fiir die erfolgten Pridparation
zusammen. Der gewéhlte Massenanteil des Lipides lag im Bereich von 58 bis 62 wihrend die
effektive Proteinkonzentration in den Ansédtzen zwischen 3 und 3.5 mg/mL variierte (HR-
Konzentration der Stocklosung lag unterhalb 15 mg/mL). Bei Raumtemperatur wurd von
einer HR-Stocklosung bekannter Konzentration das entsprechende Aliquot zu dem Lipid
gegeben. Zur Vereinfachung wurde fiir das Lipid ein Dichte von 1 mg/uL. angenommen. Zur
Erzielung geeigneter Protein-Konzentrationen im Ansatz mufite noch das entsprechende
Aliquot des gleichen Puffers zum Ansatz gegeben werden. Im Falle von Bromid- oder
Guanidiniumhydrochlorid-Kokristallen erfolgte die Zugabe der Chemikalie {iber den Puffer.

Die Ansdtze wurden in 10-20 min Intervallen bei Raumtemperatur zentrifugiert (Eppendorf-
Tischzentrifuge). Beginnend bei 4000 rpm erfolgte Steigerung der Umdrehungszahl in 500
rpm Inkrementen bis auf 10000 rpm. Zwischen den einzelnen Zentrifugationsschritten waren

die Rohrchen jeweils um 180° gedreht zu drehen.

WFlﬁsslgkeit*MMO/WLipi

d

VFIijssigkexl+ VPrmeinleck

‘|

v

Rohrchen Mwo WLipid VFIUssigkeit Wriissigkeit Vs CHR,effektiv Vpufter Vproteinstock
Nr.
/mg 1% /uL 1% /uL /mg/mL /uL /uL
1 4,36 58 3,0 42 7.4 3,5 2,42 0,59

| x
1 OO_WLipld
Viussigkeitt™ VMo Vs *Ch effektiv/CHR strock

Fir die Kristallisation in kubischen Lipidphasen sollte &hnlich der ‘klassischen”

Kristallisation eine Untersuchung bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen stattfinden.
Fiir HR konnten fiir einen Lipidmassenanteil von 58-62 %, Kaliumchlorid-Konzentrationen
von 3,0 - 4,0 M und Protein-Konzentrationen von 3,0 bis 4,5 mg*mL'1 Protein beobachtet
werden. Das Optimum der Proteinkonzentration lag fiir obige Salzkonzentrationen und
Lipidanteile bei 3,2-3,5 mg*mL™".

7.3.3. Mechanische Isolierung von HR-Kristallen aus Lipidphasen

Zur Isolierung der Kristalle aus den gelartigen Lipidphasen wurden bevorzugt mechanische
Methoden verwendet. Nach Lichtadaption der Proteinkristalle (mehrere Minuten Belichtung
eines Kristallisationsansatzes mit Licht des sichtbaren Spektrums unter dem Lichtmikroskop)
konnte unter Verwendung von Mikro-Bestecken (Hampton-Research) die Lipidanteile des
Ansatzes soweit entfernt werden, da3 die Isolierung eines einzelnen Kristalls mittels Nylon-

Schlaufe moglich war. Die Kristallisationsansédtze hatten wéhrend dieser Prédparation
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moglichst wenig Kontakt zur Umgebungsluft haben, um einen Wasserverlust der Lipidphase
zu minimieren. Einmal in einer Schlaufe isolierte Kristalle wurden in mdglichst kurzer Zeit
direkt in fliissigem Stickstoff oder im Stickstoffstrom (100 K) schockgefroren. Die Zugabe
eines Additives zur Vermeidung von Wasserkristallen wéhrend des Gefrierens war nicht

notwendig.

7.3.4. Isolierung von HR-KTristallen mittels Lipaseverdau[m'

Die Lipidphasen wurden mit dem identischen Volumen einer Lipaselosung (Candida rugosa
[EC 3.1.1.3] 50 mg/mL in gesittigtem Sorensen-Puffer, (pH ca 5) versetzt und 24 h bei 20 °C
inkubiert. Kristalle, die in opaker, fliissiger Phase aufschwammen konnten durch kurze
Zentrifugation an die Phasengrenze Glycerol/Fettsdure gebracht, mittels einer Schlaufe

entnommen und in obigen Puffer aufgenommen werden.

7.3.5. BR-Isolierung

Die Isolierung der Purpurmembran erfolgte entsprechend der Methode von Oesterhelt &

[193]

Stoeckenius' . Fiir die Punktmutante Asp 85 Thr wurden einige Verdnderungen des

Protokolls vorgenommen (siche unten)

7.3.6. BR-Wildtyp

S9 Zellen wurden in Gegenwart von DNAse iliber Nacht gegen bidestilliertes Wasser
dialysiert. Nach zentrifugation des Lysats bei 4 °C (Sorval, SS-34, 20 krpm, 30 min), wurde
der Uberstand (zytosolische Fraktion) verworfen und das Pelett in mdglichst wenig
bidestilliertem Wasser resuspendiert. An die Homogenisierung von Hand schlof} sich erneut
(siche oben) eine Zentrifugation an. Das Pellet wurde vorsichtig resuspendiert, ohne die
braunlichen Membranfragmente an der Pelletunterseite mit aufzunehmen. Dieser Schritt
wiederholte sich bis das PM-Pelett keine braunen Anteile mehr aufwies (2-3 mal) und der
Uberstand farblos war. Die Resuspendierung des erhaltenen Peletts erfolgte in einem
moglichst geringen Volumen bidestilliertem Wassers und die Suspension wurde auf
kontinuierliche Saccharose-Gradienten (25-45% w/w) verteilt. Die anschlieBende
Ultrazentrifugation erfolgte bei 9 °C (TST-28, 25 krpm, 14 Stunden) Die PM erschien als
stark violett gefarbte Bande im unteren Drittel des Gradienten mit einer Schwimmdichte von
1.2 g/ml. Nach Fraktionierung der Gradienten wurde die PM {iber Nacht unter Riihren gegen
bidestilliertes Wasser dialysiert, wobei das Wasserreservoir mindestens einmal durch frisches

Wasser zu ersetzen war. Das Dialysat wurde abschlieend bei 4 °C (Sorval, SS-34, 20 krpm,
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30 min) zentrifugiet und die so erhaltene, gereinigte PM bei -20 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

7.3.7. BR-KTristallisation nach “klassischen“Methoden

Zur Kiristallisation des Bakteriorhodopsin Wildtyps als auch der hier untersuchten Mutanten
wurde eine nahezu quantitative primdre Solubilisierung in Gegenwart von Triton X-100
durchgefiihrt, an die sich ein Detergenzaustausch gegen B-D-Oktylglucopyranosid anschlof.
Diese Abfolge gewdhrleistet eine maximale Ausbeute solubilisierten BR’s sowie durch den
anschlieBenden Detergenzwechsel die Verwendung eines chemisch einheitlichen Agenz. Zur
Wechsel sowie zur Abtrennung weiterer Proteineverunreinigungen schlof3 sich eine
Immobilisierung der BR-Detergenzmizelle an einen schwachen Anionenaustauscher sowie
ein ausgiebiger ,,Waschenschritt an. Die so erhaltene BR-Fraktion wurde duch Salzzugabe
fraktioniert eluiert, so dal im Anschluf lediglich die Anteile mit einer BR-Konzentration
grofer 20 mg*ml-1 fiir weiteren Kristallisationsexperimenten Verwendung fanden. Letzteres
Vorgehen reduziert die Versuchszeit und, weit wichtiger, verhindert die unkontrollierte
Detergenzanreicherung in der sonst notwendigen Konzentrierung des Proteins.

Die Kristallisationsversuche wurden im sitzenden Tropfen (sitting drop) Verfahren bei 4 °C
unter schwachem Licht bzw. Lichtabwesenheit durchgefiihrt. Die durchgefiihrten
Experimente erfolgten in Gegenwart séttigender Konzentrationen von Benzamidin oder
Cystein mit dem Préizipitanz Ammoniumphosphat. Reinigung und Kristallisation erfolgten

[194] 195]

mit geringfiigigen Anderungen gemiB der Methode von G. Schertler!* sowie R. Siegert!

7.3.7.1. Primérsolubilisierung

Das zweidimensionale Kristallgitter der Purpurmembran (nur diese Membranfraktion wurde
im weiteren verwendet) birgt neben dem Vorteil der schnellen Isolierung den Nachteil nur
unter vergleichsweise extremen Bedingungen Detergenzmizellen zu bilden. Um eine
moglichst grole Ausbeute an Solubilisat zu erhalten bot sich die Verwendung von Triton X-
100, einem nichtionischen Detergenzes mit einem hydrophilen Polyetherende, an. Die
Nutzung anderer, ausschlieBlich milder nichtionischer Detergenzien wurde zwar mehrfach
untersucht, ergab jedoch bis auf die Mutante D 85 T keine befriedigenden Ausbeuten
solubilisierten Proteins. Eine 1 % ige Triton X-100 Losung in 25 mM Na/K-Phosphatpufter
(pH = 5,6) wurde im Verhiltnis 4/1 (v/v) mit ca 120 mg PM vermischt und 14 bis 16 h bei 34
°C unter Lichtausschluf8 geriihrt. Die Mischung wurde anschlieBend mindestens 30 min
zentrifugiert (Beckmann, TI45, 50 krpm, 16 °C) und der Uberstand vorsichtig vom Pellet

abgetrennt.

()

Dieses Dokument wurde am 7.07.2002 von Michael Kolbe erstellt



7 Material und Methoden 124

7.3.7.2. Detergenzwechsel

Das Solubilisat wurd auf eine zuvor gepackte &dquilibrierte Sdule des schwachen
Anionenaustauscher DEAE-Sephacel bei geringem Volumenstrom aufgetragen. Das
Sdulenmaterial wurde zuvor ausgiebig in 25 mM Na/K-Phosphatpuffer (pH = 5,6) gewaschen,
anschlieBend in gleichem Puffer in Gegenwart von 1 % Triton aufgenommen. Nach der
Séulenpréparation (Sduleninnendurchmesser 2 cm, Sdulenbetthdohe 1 cm) erfolgte eine
Aquilibrierung des Austauschers mit 10 mL Triton-haltigen Puffers bei konstantem
Volumenstrom (5-10 mL*h™). Die Probenauftrag auf die lichtgeschiitzte Sule erfolgte bei
gleichem Volumenstrom. Nichtbindende Anteile wurden verworfen. Im Anschluf erfolgte ein
Waschritt (50 mL) mit gleichem Puffer in Gegenwart von 0,5 % (w/w) OG zur Erzielung
eines moglichst vollstindigen Detergenzwechsels. Der Waschschritt hat neben der
Abreicherung von Proteinverunreinigungen eine Abreicherung von Membranlipiden zur
Folge. Aus diesem Grund war das Volumen an Waschpuffer iiber verschiedene Versuche
konstant zu halten. Zur Kontrolle des Tritonanteils wurden die Absorptionsdnderungen bei
280 nm photometrisch ermittelt. Die Elution des gebundenen BR's erfolgte durch den
Wechsel auf den gleichen Waschpuffer mit einer zusitzlichen Stoffmengenkonzentration von
150 mM Natriumphosphat bei schwachem Licht. Das gefarbte Eluat wurde in Fraktionen zu
0,5 bis 1.0 mL gesammelt und photometrisch die BR-Konzentration bestimmt. Fiir weitere
Kristallisationsversuche wurden nur die Fraktionen mit einer BR-konzentration groBer 20
mg*mL-1 verwendet. Auf dem Séaulenkdrper verbliebene BR-Anteile wurden ebenfalls

verworfen. Von hier an erfolgte die Lagerung der Solubilisats bei 4 °C.

7.3.7.3. Kristallisationsversuche

Die BR Kiristallisationsversuche via Dampfdiffusion erfolgten im Verfahren des sitzenden
Tropfens. Bei konstanter Proteinkonzentration wurden die Anteile an Benzamidin oder
Cystein im Tropfen sowie dessen pH-Wert systematisch verdndert. Die Boden- oder
Préazipitanzlosung bestehend aus Natriumacetat gepuffertem Ammoniumsulfat wurde
ebenfalls in ihrem Salzgehalt variiert.

Zu diesem Zweck wurden die BR-Fraktionen in Eppendorf-Reaktionsgefalen zu 20 mg*mL-
1 mit dem gleichen Volumen an 3 M Natriumphosphatldsung (pH-Bereich 5,2 bis 5,8 in pH-
Schritten zu 0,1 variiert) vermischt und mit 8 % (w/w) Benzamidin oder Cystein versetzt.
Letztere Anteile iiberschreiten in jedem Fall das Loslichkeitsprodukt an Benzamidin bzw.
Cystein in der Mischung. Die Suspensionen wurden vorsichtig gemischt und anschlieBend bei
4 °C o/n unter Lichtausschlul3 gelagert. Unter diesen Bedingungen bildeten sich Kristalle an
Benzamidin bzw. Cystein. Diese wurden via Zentrifugation (Eppendorf-Tischzentrifuge, 30
min, 4 °C, 14 krpm) abgetrennt. Nach sorgfiltiger Fraktionierung des Uberstands konnte das
BR direkt in Tropfen zu 20puL gegen 1 mL Tropfen 1,8 bis 2,3 M Ammmoniusulfat
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Prazipitanzlosungen in Kristallisationsschalen eingesetzt werden. Die Bodenlosung enthilt
zusitzlich 0,2 M Zitronensdure/NaOH-Puffer im pH-Bereich 4,0 bis 6,0. Die Lagerung der
Ansitze erfolgte unter Lichtausschluf3 bei 4 °C.

Die Optimierung der jeweiligen Kristallisationsbedingungen basierte auf einem sogenannten
“grid-screening®-Verfahren. Hierzu wurden systematisch die pH-Werte der Proteinlsung, der
Bodenlosung sowie der Prézipitanzkonzentration in der Bodenldsung verdndert. An das
erfolgreiche Absuchen des Rasters in Variationen von 0,2 fiir den pH sowie 0,5 fiir die
Prizipitanzkonzentrationen schlof sich ein feineres Raster in 0,1 Schritten fiir beide

Parameter an.

7.3.8. BR-Kristallisation in artifiziellen Membransystemen

Kristallisationsversuche von Bakteriorhodopsin-Wildtyp sowie der Mutanten D 38 R und D
96 N wurden &dhnlich dem HR auch auf der Basis artifizieller Membransysteme, den
bikontinuierlichen kubischen Lipidphasen, unternommen. Weitere Bemerkungen zur Methode
sind deshalb unter HR-Kristallisation(s. S. 120) vermerkt.

7.3.8.1. Solubilisierung
BR wurde sowohl durch Behandlung in Triton X-100 solubilisiert (siche S. 120), als auch

durch Sonifikation in Gegenwart des Detergenzes OG. Dazu wurde die PM in einem
Volumen des BR-Puffer 1 resuspendiert, so daB3 sich ein Massenverhéltnis von w(Detergenz)
zu w(Protein) von 20/1 ergab (Bsp.:wenn von 20 mg BR ausgegangen wurde, mufiten 400 mg
OG vorliegen (dies entsprach mit M(OG) = 294.4 g*mol” etwa n = 1,5%10" mol). Die PM-
Suspension wurde in ein Pyrex-Rohrchen iiberfiihrt und bei 0 °C in 10 - 15 min-Intervallen
beschallt (Branson Sonifier - Cell Disruptor B 15 -; pulsed: 50 %, output control: 5). Die
Beschallung war fortzufiihren, bis ein konstantes Absorptionsmaximum (bei ca 560 nm)
sowie ein Minimum des Lichtstreuanteils im UV/VIS-Spektrum resultierte (fiir Wt etwa 30-
40 min). AnschlieBend erfolgte die Abtrennung nicht solubilisierter Anteile via Zentrifugation
(Ti45-Réhrchen,1 h, 2%¥10%g). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und die
Solubilisierungsausbeute iiber die BR-Konzentration photometrisch bei 550 nm bestimmt (e
=5,8#10" M"' L cm'). Zur weiteren Verwendung wurde das Solubilisat auf BR-
Konzentrationen oberhalb 10 mg * mL-1 konzentriert (5 kDa cutt-off).

7.3.8.2. Reinigung

Anfanglich (zur Reproduktion der Daten von Landau et all96) wurden weitere
gelchromatographische Reinigungsschritte eingefiigt. Dazu wurde das Solubilisat moglichst

konzentriert auf eine in Puffer (BR-Puffer 1) dquilibrierte Gelpermeationssdule in 200 pL-
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Volumina aufgetragen. Als Sdulenmaterialien fanden entweder BioGel A-0.5 (Séule ist zu
priparieren) oder Superosel2 Verwendung. Die Trennungen wurden bei einem

Volumenstrom von 12 mL*h-1 gefahren.

7.3.8.3. Kiristallisationsversuche

Die nachfolgenden Schritte erfolgten bei 22 C. Das BR-Solubilisat (Cpr>12 mg*ml™") wurde
nach Einwaage von 5-7 mg Lipid in Endkonzentrationen zu 3-4 mg*ml™ BR mit BR-Puffer 1
verdiinnt. Das Optimum der Proteinkonzentration lag flir die hier angegebenen
Salzkonzentrationen und Lipidanteile bei 3,2-3,5 mg*mL". Der Lipidanteil wurd zwischen 55
und 65 % (w/w) systematisch bei entsprechend verdndertem Wasseranteil variiert. Nach
Priparation der kubischen Phase, wurden feste Mengen eines Na/K-Phosphat-Gemisches
eingetragen, so da} Salzendkonzentrationen von 2,0 - 3,5 M vorlagen. Das verwendete
Salzgemisch bestand aus einer ungemorserten Mischung von Di-Natriumhydrogenphosphat
und Kalium-di-hydrogenphosphat (Sorensen-Salz) mit einem Losungs-pH von 5,6. Das feste
Salz wurde abschlieBend durch eine etwa 30 miniitige Zentrifugation am Boden des
Rohrchens gesammelt. Die Rohrchen wurden sorgfiltig verschlossen (um einen
Gasphasenaustausch mit der Umgebung zu verhindern). Die Herstellung der kubischen

Lipidphase ist auf der S. 120 néher beschrieben.

7.3.9. Isolierung archaealer Lipidfraktionen

Es konnen ganze Zellen oder Membranfraktionen eingesetzt werden, wobei der jeweilige
Wassergehalt moglichst genau bekannt sein sollte. die Zellen /Membranfraktioenen wurden
unter Berlicksichtigung des schon enthaltenen Wassers in einer Mischung von
Chloroform/Methanol/Wasser : 26/53/21 (v/v) 2 min homogenisiert {100 mLCCI;H/200 mL
MeOH/80 mL H,O}. Zu der Mischung wurde soviel Chloroform gegeben, das sich ein
Michungsverhéltnis von 55/31/14 ergibt. Nach 30 s Schiittlen der Emulsion (Scheidetrichter)
{350 mLCCI1;H/200 mL MeOH/80 mL H,O} erfolgte die Zugabe von bidest. Wasser, so daf ein
Mischungsverhiltnis von 41/24/35 erreicht wurde. Nach weiteren 30 s emulgieren. {350
mLCCI;H/200 mL MeOH/300 mL H,O}. schloB3 sich zur erleichterten Phasentrennung eine
Zentrifugation iiber 5 min (Sorvall, GS3, 3000 rpm) in Alu-Gefillen an. Zur Abrennung
unldslicher Bestandteile wurde die in zwei Phasen zerfallene Mischung iiber einen Faltenfilter
in einen Scheidetrichter gegeben und die Phasentrennung abgewartet (eventuell erneute
Zentrifugation). Die Chloroformextraktion der Wasser/Methanol-Phase sollte 2-3 mal
wiederholt werden. Zur Lipidisolierung wurden die Chloroformphasen (untere Phase)
vereinigt, das Volumen bestimmt (Standzylinder), liber Natriumsulfat getrocknet und
abschliefend in einen tarierten Rundkolben filtriert. Nachdem am Rotationsverdampfer zur

Trockene wurde, konnte das Lipid bis zu seiner Verwendung bei —20 C gelagert werden.
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7.3.10. Herstellung und Isolierung isotopenmarkierten BR’s

7.3.10.1. Herstellung isotopenmarkierten Algenmediums

Fir die Zucht halobakterieller Kulturen spezifischer Isotopenmarkierung wurden eigens
praparierte Aminosdurehydrolysate der Griinalge Scenedesmus obliquus (S. obliquus)
eingesetzt. Da das Ziel in der Priparation zweier verschiedenener Markierungsmuster ('H,
N oder 1H, N, 12C) an BR bestand, mufiten die entsprechenden Isotopenmuster schon in
die Kultur von S. obliquus eingebracht werden. Als Vorkultur dienten fiir beide
Markierungsmuster unmarkierte S. obliquus-Zellen.

Dazu wurden 50 mL des Algenmediums 1 in Doppelstockkolben vorgelegt (siche Abb, oberes

Reservoir) und unter sterilen Bedingungen beimpft.

In das untere Reservoir wurden 100 mL eines
sterilen Kaliumcarbonat-Puffers iiberfiihrt. Die
Griinalgen Kultur wuchs photoautotroph bei 30 C,
60 rpm unter kontinuierlicher Belichtung 12 bis 14
Tage in verschlossener Apparatur.

Aus den so erhaltenen Vorkulturen wurden
unmarkierte Medien direkt mit 4 mL angeimpft

wihrend zu deuterierende Kulturen schrittweise an

das schwerere Isotop Anpassung fanden. Um einen
moglichst  vollstindige Deuterierungsgrad zu

— erreichen wurden die Mediensalze mehrmals in

schwerem Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Fiir die 13C—Markierung wurde anstelle des herkdmmlichen Kaliumcarbonat Puffers ein
K,'?C0;-Puffer verwendet. Die priparative Fermentation der Algen erfolgte in den
entsprechenden Medien in 12 L-Fermentern, die im Verhiltnis 1/10 beimpft wurden. °C
markierte Medien wurden in einem geschlossenen System diskontinuierlich mit *C0, begast,
wihrend die ,herkdmmlichen '*C Medien unter kontinuierlicher Begasung mit
synthethischer Luft (5 % CO;) fermentiert wurden.

Die Kulturen wuchsen je nach Markierungsmuster 14 bis 21 Tage bei 30 °C unter
permanenter Belichtung. Das Zellwachstum wurde durch tégliche Messung der optischen
Dichte bei 800 nm (ODgg) verfolgt. Die Zellernte erfolgte iiber ein steriles Filtersystem,
wobei das Filtrat wieder in den Fermenter zuriickgefiihrt wurde. Zu diesem Zweck wurden
jeweils 1 L der Ausgangskultur als Inoculum im Fermenter belassen. Auf diese Weise
konnten 4 bis 5 Wachstumszyklen der Griinalge mit dem gleichen Néhrmedium erreicht
werden.

Die lyophilisierten Algen eines Markierungsmusters wurden vereinigt (65,7 g “H,"°C, "°N;
54.7 g *H, °N) und anschlieBend in drei Schritten nach Soxhlett mit Hexan, Chloroform und
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letztlich Methanol(20%)/Chloroform jeweils 14 bis 16 h extrahiert. Das Losemittel der
erhaltenen Extrakte wurde destillativ entfernt und das Extrakt bei — 20 C gelagert. Vor dem
Lyophilisieren und Aufschluf des Riickstandes wurde dieser noch in einem Methanol-
UberschuB aufgenommen. Der saure AufschluB des Extraktionsriickstandes (56,9 g 2H,13C,
N; 51.4 g *H, ®N) erfolgte in 1,2 L 1 M HCI (DCl) erfolgte iiber 48 am RiickfluB.
AnschlieBend wurde die Suspension iiber Aktivkohle filtriert, mit Natronlauge (NaOD)
neutralisiert und letztlich das Losemittel an der Lyophile weitestgehend abgetrennt. Die so
erhaltenen spezifisch markierten Peptid/Zucker/Salz-Gemische dienten als ,,Pepton fiir die
anschlieBende Halobakterien Fermentation.

Zu diesem Zweck wurde der Aminosdureanteil des Peptons durch titrimetrische
Salzbestimmung (44,0 g Pepton resp. 12.9 g NaCl fiir H,"*C, "°N; 38.7 g Pepton resp. 11.45 g
NaCl °H, '°N) bestimmt.

7.3.10.2. Herstellung isotopenmarkierten Algenmediums

Fir 1 L Deuterium markierte Medien wurden 4.22 g *H-markierte Aminosduren mit den
Salzen fiir Isotopenmarkiertes Halobakterienmedium Ivermischt und in 750 mL D,O
aufgenommen. Zu dieser Losung kamen 7 mL des isotopenmarkierten Halobakterienmediums
2, 70 pL des isotopenmarkierte Halobakterienmediums 3 sowie 35 pL derVitaminldsung. Die
erhaltene Losung wurde steril filtriert (0.45 pm Ausschlugroe) und auf einen pH-Wert von
6.8 (effektiv + 0.4 pH-Einheiten auf grund des Isotopeneffektes) mit DCI eingestellt. Die
Halobakterienfermentation erfolgte zu 750 mL-Kulturen in zuvor sterilisierten 3 L-
Erlenmeyerkolben bei 37 °C und 100 rpm im Dunkeln. Die Zucht deuterierter Kulturen
verlief liber einen Zeitraum von 2 bis 3 Wochen, wobei als Indikator der Wachstumsphase in
regelmifBigen Abstinden die ODyg diente.

Mit dem Ziel Bakteriorhodopsin mit 'H-markiertem Chromophor zu isolieren, wurde der
retinaldefiziente Stamm JWS5 verwendet. Die Komplementierung des Mediums mit all-trans
Retinal setzte nach dem Anwachsen der Kulturen (2 bis 4 Tage) ein. Von diesem Zeitpunkt an
wurden die Kulturen jeweils mit 7 umol Retinal (iso-propanolische Losung) in 24 h Abstand
versetzt. Der Chromophoreintrag wurde bei starkem ,,Schiitteln* der Kultur unterhalb der
Medienoberfliche vorgenommen, um hohe lokale Konzentrationen des membraninser-
tierenden Retinals zu vermeiden.

Mit dem ,,Abflachen* der logarithmischen Wachstumskinetik erfolgten in regelmifBigen
Abstinden Bestimmungen des PM-Gehaltes. Dazu wurden 1 mL Proben der Kulturen
entnommen und nach hypotonischer Lyse der Zellen der BR-Gehalt UV/VIS-spektrometrisch
bei 570 nm ermittelt.

Die weitere Isolierung der PM erfolgte mit den nachfolgend aufgefithrten Anderungen wie

unter 7.3.5 beschrieben. In der weiteren Aufarbeitung wurde zur Einfiihrung austauschbarer
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Protonen normales Wasser verwendet. Im Unterschied zur herkdmmlichen PM-Isolierung
wurde hier allerdings auf Grund der hoheren Schwimmdichte ein Saccharose-Gradient von 45
bis 65 % (w/w) verwendet. Die PM-Fraktion dieser Gradienten wurde sorgfaltig von ebenfalls
violett gefdarbten Fraktionen kleinerer Schwimmdichte, diese enthalten weitere
Membranproteinverunreinigungen, abgetrennt und bis zur weiteren Verwendung nach

Entfernen der Saccharose bei —20 °C gelagert.

Ausbeuten:  132.3 mg ’H,3C, "*’N-markierte PM
49.6 mg “H, "*N-markierte PM
7.3.10.3. Probenpriparation fiir die NMR-Spektoskopie

Fiir die weitere Probenpriparation wurde die isotopenmarkierte jeweils solubilisiert und nach
Auftauen der PM bei Raumtemperatur die Probenkonzentration nochmals UV/VIS-
spektroskopisch bei 560 nm bestimmt (128.52 mg *H,"’C, "’N). Zur Solubilisierung wurde
jeweils ein Probenaliquot (2.4 mL 2H,13C, PN, 1.3 mL 2H, 15N) mit folgenden Additiven des

Solubilisierungspuffers vermischt:

Chemikalien H," C, N-markierte PM 2H, N-markierte PM
Additive | Additive 2 | Solubilisierungs- | Additive 1 | Additive 2 | Solubilisierungs-
1 Puffer Puffer

PM 44 mg - - 25 mg
DM 1200 mg - 0.9 %

Phosphat 240 pL 9.1 mM
D,O 1.2 mL - 9.1%
H,O - 9.6 mL 90.9 %

\M?

PM: Purpurmembran, DM: 3-D-Dodecyl-d,s-maltosid, Pi: Na/K-Phosphatpuffer (pH = 5.6)

Die Solubilisierungsmischung wurde in Corex-Glasréhrchen (12 mL) {tberfiihrt und
diskontinuierlich sonifiziert (Branson Sonifier, CELL DISRUPTOR B 15, pulsed 50 %,
output control 3). Der Justierung der Schallemitterspitze (konische Mikrospitze) erfolgte
derart, dafl keine Schaumbildung auftratt. Nach 30 —40 min Sonifikation im Wasserbad
konnten im UV/VIS-Spektrum keine Steuanteile bei nativer Probe mehr identifiziert werden
und die Beschallung wurde abgebrochen. Zur Abtrennung nicht solublisierter Bestandteile
schlo sich ein Ultrazentrifugationsschritt an (Ti 50, 10 C, 80 kg), und der erhaltene
Uberstand wurde bei 10 C auf jeweils auf ein Endvolumen von 0.5 mL konzentriert (Pall
Filtron Macrosep bzw. Microsep, 50 kD AusschluBvolumen; Sorval SS34, 5 kg) und die
Probenkonzentration bzw. Ausbeute bei 560 nm bestimmt (80 % 2H,B3C, >N-Solubilisat, ).
Die “H,"C, >N Probe enthielt 48.7 mg
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7.3.11. Spektroskopische Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden spektroskopische Untersuchungen an BR- und HR-
Kristallen als auch an entsprechenden Proteinlosungen unternommen. Je nach MefBprinzip
und Aggregatzustand fanden die Messungen bei Raumtemperatur oder bei definierten tieferen
Temperaturen statt. Nachfolgend sind die experimentellen Parameter fiir die diversen
spektroskopischen Methoden mit Ausnahme der Rontgenstrukturanalysen aufgefiihrt.
Letztere Messungen wurden an diversen MeBstationen entweder am DESY!"" oder am
ESRF!"™® vorgenommen. Die experimentellen Bedingungen (Standort, apparativer Aufbau)

sind via Internet einzusehen!'”).

Die weiteren kristallographischen Parameter der
ausgewerteten Datensdtze wurden in den entsprechenden Ergebnisteilen dieser Arbeit
besprochen und dariiberhinaus ist im Anhang eine tabellarische Aufstellung samtlicher
Datensétze beigefiigt. Eine kurze Einfilhrung in die Grundlagen der verwendeten

kristallographischen Methoden ist in der Einleitung zu finden.

7.3.11.1. UV/VIS-Spektroskopie

Zur Identifizierung und Konzentrationsbestimmung sowie fiir die Titration der Punktmutante
T111V (HR) wurde eine UV/VIS-Spektrometer des Typs Lambda 2 von Perkin Elmer
verwendet. Etwaige weitergehende Bearbeitung der Daten erfolgte mit den Programmen
Excel oder Microcal Origin. Fiir die Konzentrationsbestimmung der lichtstreuenden
Membranproben wurde eine angepasste Funktion des Typs k*A™ abgezogen.

Fir den Vergleich der UV/VIS-spektroskopischen Daten (kinetisches Einfangen von
Zyklusintermediaten, Kinetik des Intermediatzerfalls) wurden Vergleichsmessungen an OG-
solubilisierten Proben bei den entsprechenden Temperaturen ermittelt. Die Anregung der
Proben erfolgte mit einen Excimer-gepumpten Farbstofflaser (EMG 53 MSC und FL 3001)
der Firma Lambda Physik. Die Detektion des MefBlichtes (50 W Halogenlampe) erfolgte nach
Beugung an einem Gitter mit einem Dioden-Array (32 Kanile im Wellenldngenbereich 340
bis 760 nm).

Die Aufnahme der Tieftemperaturspektren an Proteinkristallen erfolgte anfangs mit einem

mobilen Mikrospektralphotometer nach Hajdu®*”

spater mittels eines fest installierten
Mikrospektralphotometers der Firma Zeiss (Jena). Das Hajdu'sche Spektrometer, das
lediglich eine optische Einheit der Bauteile Kondensor, Probenhalterung, Lochblenden,
Monookular und Objektiv darstellt, wurde durch eine Lichtquelle (100 W, Oriel Instruments)
und einen Detektor (Princeton Applied Research, Model 1235, Digital Triple Grating
Spectrograph) vervollstindigt. Ein Laser des Typs Quanta Ray (Spectra Physics) diente zur
Initiation des Photozyklus bei Raumtemperatur. Zur Erzeugung der Tieftemperatur-
intermediate kamen verschiedene weitere Lasersysteme zur Anwendung. Zu Beginn der

lichtinduzierten Experimente wurden ein Nd:Yag Laser (532 nm, 10 mW) sowie ein HeNe
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Laser (633 nm, 15 mW) verwendet. Im weiteren Verlauf dieser Doktorarbeit erfolgte ein
Wechsel auf ein kompaktes Multiline Argon-Krypton Lasersystem (11 Wellenlédngen
zwischen 467 und 752 nm, Leistung zwischen 4 und 20 mW).

Die Justierung definierter Temperaturen erfolgte mit Hilfe eines 600 Series Cryostream

Cooler (Oxford Cryosystems).

7.3.11.2. FTIR-Spektroskopie

Die FTIR- und Resonanz-Raman-spektroskopischen Experimente fanden in Zusammenarbeit
mit Dr. Joachim Heberle und seiner Gruppe am Kernforschungszentrum Jiilich statt. Fiir die
FTIR-Spektroskopie wurde ein eigens zur Untersuchung von Mikrokristallen konstruiertes
Mikrospektralphotometer verwendet. Der Aufbau dieses Spektrometers dhnelt dem Zeiss-
Mikrospektralphotometer (Abb. 31), wobei zur Kiihlung der Kristalle ebenfalls ein 600 Series
Cryostream Cooler (Oxford Cryosystems) Verwendung fand.

Fiir die Mikroresonanz-Raman Untersuchungen wurde ein Gerit der Firma Bruker verwendet.
Zur Messungen wurden die Kristalle zusammen mit der Lipidmatrix zwischen zwei
Objektragern fixiert und bei Raumtemperatur entweder mit Licht der Wellenldngen 458 nm,

568 nm oder 752 nm angeregt.

7.3.11.3. Proteinkristallographische Methoden

7.3.11.3.1. Datensammlung

Fiir die rontgenographische Analyse wurden BR-Kristalle der Punktmutante D38R (nach
Schertler) sowie HR-Kristalle (Wildtyp und Punktmutanten) nach der Methode der kubischen
Lipidphasen verwendet. Die BR-Kristalle (nach Schertler) wurden nach der Isolierung mittels
einer Nylonschlaufe in einen Cryo-Puffer (4 M Ammoniumsulfat, pH =5,6) tiberfiihrt und bei
100 K schockgefroren?”"!.

Zur Priparation der Mikrokristalle aus der kubischen Lipidphase wurden ebenfalls
Nylonschlaufen verwendet. Die Isolierung der Kristalle aus den gelartigen Lipidphasen
erfolgte, falls notwendig, mit Hilfe eines Mikro-Bestecks (Micro-Tools, Hampton Research).
Zur Datensammlung wurden die Kristalle bei 100 K oder 77 K ohne weitere Behandlung
schockgefroren.

Die Datensammlung erfolgte (soweit nicht anders vermerkt) bei 100 K mit Drehwinkeln im
Bereich von 0,3 bis 0,5 °. Sowohl die Suche nach geeigneten Kristallen als auch die
Sammlungen der Daten fanden entweder an der BW6 (HASYLAB, DESY, Hamburg) oder
am ESRF (ID14/1, ID14/3, ID09, Grenoble, Frankreich) unter Verwendung von CCD-
Detektoren (MarResearch, Hamburg oder ADSC, Quantum) statt. Fiir die weitere

Datenprozessierung wurden jeweils ,,vollstindige™ Datensdtze eines Kristalls verwendet
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7.3.11.3.2. Daten-Indizierung, -Integration und Datenreduktion
Fiir die Bestimmung der Raumgruppe, der Zellparameter der Kristallorientierung sowie zur
Integration und Skalierung der Daten wurden die Programme MOSFLM®6.0/SCALA" oder
DENZO/Scalepack™ verwendet. Das Programm TRUNCATE wurde zur weiteren

Datenreduktion eingesetzt.

7.3.11.3.3. Molekularer Ersatz
Fir das Suchmodell des molekularen Ersatzes fand das BR-Model 1BRR™ nach
Modifikation Verwendung. Dazu wurden im Suchmodell die Aminosduren in 34 Positionen
durch die entsprechende HR-Sequenz substituiert, sowie 69 Reste gegen Alanin unter
Verwendung des Programms INSIGHTII (Molecular Simulations) ausgetauscht. Das gesamte
Suchmodell bestand aus insgesamt 188 Aminosduren (Reste 9 bis 67, 78 bis 152 und 167 bis
223), d. h. 78 % der letztlich im HR-Monomer gefundenen Reste. Fiir die Phasierung
(Translationssuche, Rigid-Body Verfeinerung, Simulated-Annealing und Torsionswinkel-
verfeinerung) mittels CNS*%! ergab sich eine Losung mit einem R-Faktor von 40,3 (freier R-
Faktor 43,7). Nach weiterer Modellverfeinerung, unter Hinzunahme der Schleifenbereiche
und der HR-Sequenz, konnte das Modell iiber eine durchgehende Polypeptidkette
(Aminosduren Alanin 24 bis Alanin 262) bis auf einen R-Faktor von 23,7 (freier R-Faktor
25,7) verfeinert werden. Die Kontrolle der Bindungswinkel und —lingen mit PROCHECK ™!
ergab keine anomalen Abweichungen. Zum Modellbau (Einpaflen des idealisierten atomaren
Modells in die Elektronendichte) wurden die Programme O™"”) oder MAIN" %! verwendet.

Zielfunktion war dabei die Minimierung der R-Faktoren.

7.3.11.3.4. Laue Diffraktionsstudien
Zu diesem Zweck wurden HR-Kristalle bei 100 K 1.4 ms mit polychromatischer
Rontgenstrahlung im Wellenldngenbereich 0,70 — 0,79 O belichtet. Die Einstellung der
Strahlbegrenzer (slits) entsprach mit 0,1 mm * 0,1 mm in etwa der Grofle der verwendeten
Kristalle.

7.3.11.3.5. Graphische Darstellungen
Fir die graphische Aufbereitung der Strukturdaten wurden die Programme MolScript

V2.1[209], Raster3D[210], BobScriptm”, MolMol[m], PovChem V2.1[213], Pov-Ray[m], Mega-

[215]

Pov, Grasp'” ' verwendet.
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8. Abkiirzungen und Symbole

A Angstrem

2-d 2-dimensional

3-d 3-dimensional

AS Aminoséure

BR (bR) Bakteriorhodopsin, (Ausgangszustand Photozyklus)
c Konzentration

Car Carotinoid

d. a. dunkeladaptiert

DHB Di-hydroxybenzoesédure

DM 3-D-Dodezylmaltosid

ec extrazellular

EM Elektronenmikroskopie

EM elektromagnetisch

FTIR Fourier-Transform-Infrarot

H. salinarum Halobacterium salinarum

HPLC High-Pressure-Liquid-Chromatography (High-Performance-LC)
HR (hR) Halorhodopsin, (Ausgangszustand Photozyklus)
HR-PM Halorhodopsin-Purpurmembran

kDa Kilodalton

l. a. lichtadaptiert

MO Monoolein-rac-Glycerol

N. crassa Neurospora crassa

oG 3-D-Oktylglykopyranosid

PA Phosphatidylarchaeol

PG Phosphatidylglycerol

PGP-ME Methyl-Phosphatidylglycerolsulfat

PGS Phosphatidylglycerolsulfat

PM Purpurmembran

PSB protonierte Schiff Base

Ret Retinal

RH Rhodopsin

rpm Umdrehungen pro Minute (round per minute)
RR Resonan-Raman

RSA Rontgenstrukturanalyse

Rt Raumtemperatur
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Rub Ruberin

SB Schiff Base

SRI (sRI) Sensorrhodopsin I, (Ausgangszustand Photozyklus)
SRII (sRII) Sensorrhodopsin II, (Ausgangszustand Photozyklus)
S-TGA-1 sulfatisiertes Triglycosylarchaeol

S-TeGA-1 sulfatisiertes Tetraglycosylarchaeol

uv Ultraviolett

v/v Volumen pro Volumen

VIS visible

VP Visual Pigment

w/v Masse pro Volumen

W/W Masse pro Masse

Wt Wildtyp

zp zytoplasmatisch (Zytoplasma)

€ molarer dekadischer Extinktionskoeffizient

A Wellenlédnge
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9.1. Zusammenfassung der FT-IR und Mikro-Resonanz-Raman Daten

9.1.1. Resonanz-Raman Schwingungsbanden am Kristall bei 568 nm
Wellenzahl/cm-1 Modus Bemerkung
1633 VCNH Streckschwingung der PSB
in D,O nach 1623 cm™! verschoben
bei Austausch von Cl” gegen NO;3 nach 1642 cm’™
verschoben
1616 ? ?
1596 Ve=c Streckschwingung der C(5)=C(6) Doppelbindung
Unabhéngig von ClI Konzentration
1574 Ve=c Streckschwingung der C(7)=C(8) Doppelbindung
Unabhingig von ClI Konzentration
1568 Ve—c Streckschwingung der C=C Doppelbindungen im 410
Zustand, gilt auf Grund der starken Intensitit als
deutliches Indiz
Streckschwingungen der Doppelbindungen von C(9)
1 523 Vc=C
bis C(14) im all-trans Retinal mit niederfrequenter
Schulter des 13-cis Anteils
In Abwesenheit von Cl" nach 1530 cm™ verschoben
1449 ? breite Schwingungsbande, die durch D,O
nach 1445 cm'verschoben wird
1422 ? ?
1374 ? von Deuterierung unbeeinfluf3t
1349 ON-H in-plane Biegeschwingung der PSB
wird durch D,O nach 968 cm™! verschoben
1321 ? Intensitatsabnahme in D,O
Unverédndert bei Wechsel auf NOs
1301 ? von Deuterierung unbeeinflufit
1272 ? von Deuterierung unbeeinfluf3t
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Wellenzahl/cm-1 Modus Bemerkung
1255 ? Verschwindet in D,O oder NOs’
1208 ? wird all-trans Retinal zugeordnet
1200 ? wird all-trans Retinal zugeordnet
1185 ? wird al3-cis Retinal zugeordnet
1172 wird all-trans Retinal zugeordnet
1168 ? ?
1136 ? ?
1121 ? ?
1048 ? ?
1018 ? ?
1005 PC-CH3 In-phase Biegeschwingung der Methylgruppen an
C(9) und C(13) des Retinals
von Deuterierung unbeeinfluf3t
978 ? ?
956 PHC=CH gekoppelte out-of-plane Biegeschwingung der
Wasserstoffe an C(11) und C(12)
897 ? ?
880 OC.H out-of-plane Biegeschwingung an C(14)-H
852 ? ?
841 ? ?
9.1.2. Liste der gesammelten Datensétze an HR-Kristallen
Datum 26.07.1999 Mefistation BWé6
Bezeichnung pd274 pd274b pd274bex
Maximale Auflosung / 2,8 2.4 2,7
A
Unabhéngige Reflexe
Multiplizitit
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Vollstidndigkeit / %
Zellparameter
a,b/A
c/ A
Raumgruppe p6322 p6322 p6322
Bemerkungen unbelichtet unbelichtet Belichtet (532 nm)
Datum 2.09.1999 Mefstation ID14/3
Bezeichnung pd283a pd283aex pd283aex2
Maximale Auflosung / 1,8 1,9 2,25
A
Unabhéngige Reflexe
Multiplizitit
Vollstindigkeit / %
Zellparameter
a,b/A
c/ A
Raumgruppe p6322 p6322 p6322
Bemerkungen unbelichtet 95K, kontinuierliche 140 K, kontinuierliche
Belichtung mit 532 nm, 5 | Belichtung mit 532 nm, 5
mW (direkt) mW (direkt), Messung
bei 140 K
Datum 2.09.1999 Mefistation ID14/3
Bezeichnung pd283h pd283hex pd283hex2
Maximale Auflosung / 1,8 1,85 2,1
A
Unabhéngige Reflexe
Multiplizitit
Vollstiandigkeit / %
Zellparameter
a,b/A
c/ A
Raumgruppe p6322 p6322 p6322
Bemerkungen Unbelichtet* 120 K, kontinuierliche 160 K, Belichtung mit
Belichtung mit 532 nm, 5 | 532 nm, 5 mW (direkt),
mW (direkt), Messung | Messung bei 100 K ohne
bei 120 K Licht
Datum 2.09.1999 Mefistation ID14/3
Bezeichnung Pd283fex fattyl fattylex2
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Maximale Auflésung /

A

2,2

1,8

2,7

Unabhéngige Reflexe

Multiplizitéit

Vollstindigkeit / %

Zellparameter
a,b/A
c/ A

Raumgruppe

6322

6322

6322

Bemerkungen

180 K, Belichtung mit
532 nm, 5 mW (direkt),
Messung bei 100 K ohne
Licht

160 K, Belichtung mit
633 nm, 15 mW (direkt),
Messung bei 100 K ohne

Licht

190 K, Belichtung mit
633 nm, 15 mW (direkt),
Messung bei 100 K ohne

Licht
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12. Abbildungsverzeichnis
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10.

11.

12.

Abb. 1: Retinalkonfigurationen und Isomerisierung in archaealen (links) und eukaryotischen

Rhodopsinen (rechts), unten: Bezifferungsnomenklatur des Retinals 8

Abb. 2: Vergleich der Tertidrstrukturen der bis dato rontgenographisch charakterisierten Rhodopsine
Halorhodopsin!'"! (linke Spalte) und Bakteriorhodopsin''? (mittlere Spalte) aus H. salinarum,
Rhodopsin (rechte Spalte) aus Rind'"!; die Spalten zeigen von oben nach unten dhnliche Ansichten
von der Seite auf die Helices A, B und C im Vordergrund liegend sowie der extrazelluliren (Mitte)

und der cytoplasmatischen bzw. intradiskalen Seite (UNIEN) .............ccccoovevviviiiiiiiiiiiiniinini e, 9

Abb. 3: Vergleichende Darstellung der vier archaealen Rhodopsine: Halo-, Bakterio-,
Sensorrhodopsin I und Sensorrhodopsin 11 ..................cccocoiiiiiiiiioiiiininiiiit e 12

Abb. 4: Photozyklen der beiden archaealen lonenpumpen Halorhodopsin, HR, (links) und
Bakteriorodopsin, BR, (rechts)- Die UV/VIS- und FTIR-spektroskopisch identifizierten
Photozyklusintermediate sind jeweils durch die jeweiligen Absorptionsmaxima (Indizes) bzw. die in
der Literatur iiblichen Kiirzel (Kreise) gekennzeichnet. Ebenfalls dargestellt sind die bis dato

identifizierten lonentransferschritte; Erlduterungen siehe TeXt. ...........cccovioiaiivieienenieiiiiaiaeanns 13

Abb. 5: Schematische Darstellung eines 2-dimensionalen Kristallgitters mit mehreren einfallenden

(von links) und gebeugten Rontgenstrahlen unter einem Glanzwinkel 6; d gibt den Netzebeneabstand
P oo h e h ettt e Rt Rttt a e eR e Rt eR ettt et en et e et e et e e te e teeneeeneen 21

Abb. 6: Ewald-Konstruktion'” ; Erlduterungen siehe Text. .................ccccooovvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 22

Abb. 7: Schematische Auftragung des Atomstrukturfaktors f; g bzw. des fiir die thermische Vibration
korrigierten AtOMSIUKIUFTAKIONS [T g v vveueeeeemeeieeie ittt 23

Abb. 8: Harker-Konstruktion: Jedem Reflex wird ein Kreis mit dem Radius |Fp| um den Ursprung (U)
gezeichnet. Fiir jedes weitere Schwermetallderivat ergibt sich ein weiterer Kreis, versetzt um —Fy; (—
Fyp etc.) mit dem Radius Fpy; (Fpys etc.). Die resultierenden Schnittpunkte (P; bzw. P,) markieren
zwei mogliche Werte fiir die Phase ap. Nur durch Hinzunahme eines weiteren, unabhdngigen
Derivates kann eindeutig ein gemeinsamer Schnittpunkt (hier P,) und damit die Phase des nativen

Datensatzes BeSHMME WEFACN. ................ccc.cceiueeieeiie e 26

Abb. 9: Darstellung moglicher Energieprofile fiir Retinalproteine entlang einer imagindren

Reaktionskoordinate. (E,: Aktivierungsenergie, weitere Abkiirzungen siehe Text)................c........... 29

Abb. 10: HR Packung der 2-D Kristalle im p42,2 Gitter. Jeweils vier gleich orientierte Monomere
(gleicher Fiillung) sind zu einem Tetramer zusammengefafst. Die zwei Tetramere einer
asymmetrischen Einheit sind durch die Quadrate (Zellkonstante 102 O)..........cccoococvovvevcvncnnncne. 33

Abb. 11: links: Elektronendichtekarten von HR nach Kunji et al. (2000)''" A Sicht auf die
extrazelluldre Seite B und C Ansichten der Helices in der Membranebene; D Vergrofierung der

Retinalumgebung um den IONON-FING ...............cc.cccoovvimviemiieiieiiieie et ettt ereese s 34

Abb. 12: rechts: Vergleich der Projektionen (Ansicht ez bzw. intradiscal) verschiedener 7 TM-
Proteine orthogonal zur Membranebene!®. Alle Darstellungen sind auf 6 A Auflosung normiert
(AUSAARIME SGQUIA). ..o ettt ettt ettt et e eae e e nneen 34
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Abb. 13: Chromatogramm einer HR-Reinigung. In Cholat solubilisiertes HR wird an eine Phenyl
substituierte Sepharose-Matrix gebunden und nach Entfernung von Proteinverunreinigungen durch

einen Detergenzwechsel auf 3-Oktylglukosid eluiert. Weitere Einzelheiten siehe 7.3.1 HR-Isolierung. .

36
Abb. 14: Ausschnitt einer Lipid/ Protein-Mischung. Deutlich zu erkennen ist die Trennung in eine
lipidreiche (links oben) und eine proteinreiche Phase (FeChLs) ................ccccovevvecveneeneeieieeiieeneannns 37
Abb. 15: Vergrofserter Ausschnitt der lipidreichen Phase entsprechend der nebenstehenden
Abbildung. Zu erkennen sind hunderte Kristallkeime. ...................c.ccocvvvimiiiniieniieiieiseieeeeeeeie e 37
Abb. 16: HR-Kristalle eingebettet in eine Monoolein-Matrix. Die Kristalle haben die ungefihren
Abmessungen von 150%150%20 [M............cccooeiveiiieiieiieieeeeeie et se et ssaesre s 38

Abb. 17: HR-Kristallisationsexperiment nach ca 8 Wochen. Es bilden sich Kristallisationskeime und

das zu Beginn homogen verteilte Protein konzentriert sich stellenweise..............c...cccccoeevverevuenneann.. 39

Abb. 18: Kristallisationsexperiment der HR-Mutante T111V. Die Probe zeigt zwei unterschiedlich
GEIATDIE BETCICHE ..ottt ettt sttt ae b s et eaaeetaen 40

Abb. 19: Kristallisationsexperiment der HR-Mutante RIOS K ............ccocoovoiiiiiiiiniiiiiieieiec e 40

Abb. 20: Diffraktionsbild des Kristalls pd283h aufgenommen an der ID14/3 (Detektor: MarCCD). Die
Auflosung am Detektorrand betrigt 1.8 A (Drehwinkel 0.5, A = 0,93 A). Die untere Abbildung zeigt

eine Vergrofierung des oben markierten AUSSCANITES. .............covceiviiieiieiiei et 41

Abb. 21: Schnitt durch die a,c-Ebene der Kristallpackung von HR (P6;22). Die einzelnen Monomer
sind gelb, griin und rot eingefirbt, die intratrimeren MO-Molekiile sind grau, die
Glycerolkopf@ruppen rot MATKIETL. ................ccccvocieciieiiieiieiieeie ettt eae s 43

Abb. 22: Schnitt durch die a,b-Ebene der Kristallpackung von HR (p6;22), Farbkodierung siehe Abb.

Abb. 23: Ansicht des HR-Trimers von der zytoplasmatischen (A), sowie von der extrazelluldren Seite
(B). Die HR-Monomere eines Trimers (gelb, griin und rot) sind als Bindermodell, die Palmitinsdure,
Chloridionen (gelb) und Kaliumionen (blau) als Kugel und Stabmodell dargestellt ......................... 45

Abb. 24: Verteilung der Oberflichenladung des HR-Trimers in der Ansicht von ez (links) und zp
(rechts). Die Fdrbung entspricht dem Verlauf der Partialladungen von positiv (blau) nach negativ

(rot); Die Darstellung wurde mit dem Programm Grasp rzeugt................c..ccooeveveeeceesvesreesreeeneannens 45

Abb. 25: Chloridbindungsstelle des HR-Grundzustandes (hR). Die beteiligten Aminosduren, das
Retinal (tiirkis) sowie die beteiligten Heteroatome (Chloridion: griin, Sauerstoffe: rot sind als Kugel
und Stab Modelle dargestellt; Wasserstoffbriickenbindungen sind gelb eingefdrbt........................... 47

Abb. 26: Kugel-Darstellung des Chloridions (griin) und der es unmittelbar umgebenden Atome
(Kohlenstoff und Wasserstoff: grau, Stickstoff: blau, Sauerstoff: rot). Das Retinal ist in violett als
Stibchenmodell wiedergegeben. (Beide Darstellungen unterscheiden sich durch eine 90°-Drehung

um das Retinal Riickgrat, Aminosdurecodierung siehe Text) ...........ccocceevoieviaiieiiieiiaiiieieeeeeeee 48

Abb. 27: Laue-Emmissionsspektrum der Beamline ID09 zur Zeit des Experiments;

Emmissionsmaximum bei 0,75 A mit einer Halbertsbreite VOn 12 % ......ocoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeren, 49
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Abb. 28: Laue-Diffraktionsbilder vier verschiedener HR-Kristalle; Auflosung am Detektorrand
entspricht 2.4 A, Belichtungszeit mit Rontgenstrahlung im Wellenlingenbereich 0,7-0,9 A und einer
BeliChtungszeit VO 1.4 IS ........c..oiueeiieiee ettt ettt ettt 49

Abb. 29: simuliertes Laue-Diffraktionsbild: A = 0,72 - 0,78 A, Auflosungsgrenze 2.5 A,
Gitterkonstanten a = b = 209 A, ¢ = 67 A; Die Abbildung wurde mit dem Programm LaueGen
@FZOUGL. ...ttt et e e a et a e h e h e h bt e h et e b bt e h bt e b bt e bt e s bt e e st e e sabeesabee e 50

Abb. 30: Absolutspektrum lichtadaptierterter HR-Kristalle; HRs;g (Referenz: Luft) .............c..c........ 51

Abb. 31: Schematischer Aufbau (links) und Photo des verwendeten Mikrospektralphotometers. Der
Proteinkristall ist am Goniometerkopf befestigt und kann tiber die Optik des Spektrometers oder
direkt beleuchtet werden (Laser im Photo nicht enhalten). ..................cccccooveeeievceeiiiiesiiesiiieeieennens 51

Abb. 32: Differenzspektrum (HRg  -HRs75) von HR-Kristallen bei 110 K. Aufgetragen sind die
Spektren nach verschiedenen Belichtungszeiten (rote Kurven, 532 nm Illumination) sowie die

simulierten Differenzsspektren (HRs;s-HR;) als schwarze Kurven (siche Legende.......................... 52

Abb. 33: Differenzsspektren (HRx ;~-HRs75) von HR-Membransuspension nach Belichtung (532 nm)
bei 100 K und Belichtungszeiten von 1, 2, 3, 4 min (links) bzw. bei 77 K, 1, 2, 3, 4 min (MefSungen: S.

Abb. 34: Differenzspektren (HRsyy - hR) nach Belichtung einzelner Kristalle mit Licht von 533 nm
Wellenlinge. Die Messungen erfolgten bei 180 K (griine Kurven), 200 K (rote Kurven) und 210 K

(schwarze Kurven) nach verschiedenen Illuminationszeiten (siehe Legende). ...................ccccoeuvn... 56

Abb. 35: Vergleich der Differenzspektren (HRs; - hR) nach 10 bis 20 miniitiger Illumination bei 633
nm im Temperaturbereich von 180 K bis 220 K (siehe Legende). ................ccccccovvveeieciecenieennannnns. 56

Abb. 36: Differenzspektren (HRsyy - hR) am Einzelkristall nach Einstellung des photostationdren
Gleichgewichtes (Illumination 633 nm) bei Raumtemperatur. Schwarze Kurven geben die simulierten
(0-100 % L), farbige Kurven gemessene Differenzspektren wieder. Die Kristalle wurden anschliefsend
unter kontinuierlicher Belichtung bei 100 K SChOCKZEfrOFen. ..............cc.cccoeveeecieiieciaieieiieieeneenes 57

Abb. 37: Mikroresonanz-Raman Spektrum (Raumtemperatur) eines HR-Kristalls in Gegenwart von

MO bei lllumination mit 568 nm. Der Kristall wurde in Gegenwart von 4 M KCI geziichtet............. 58

Abb. 38: Mikroresonanz-Raman Spektren eines HR-Kristalls aufgenommen bei Raumtemperatur in
Gegenwart von MO links: lllumination mit 568 nm (rote Kurve) bzw. 752 nm (schwarze Kurve);
rechts: Illumination mit 568 nm (rote Kurve) bzw. 458 nm (schwarze Kurve),; Der Kristall wurde in

Gegenwart Von 4 M KCl @EZUCRHICL ................c..ccoevveiieeiieiieee ettt sre s 60

Abb. 39: FTIR-Spektren von HR- bzw. BR-Kristallen umgeben von MO. Die Messungen erfolgten bei
5°C nach Belichtung mit Licht der Wellenlingen 633 (HR) oder 532 nm (BR). Messungen von J.
HEDBCILE, KA JULICH ...t eeenenees 61

Abb. 40: Resonanz-Raman Spektrum des C=C Streckschwingungsbereiches im HR-Kristall (links)
sowie fiir eine HR-Membransuspension (rechts):Vergleich des gemessenen (schwarz), des simulierten

Spektrums (rot) und der jeweils beitragenden Gauss-FURKtIONEN......................cccoevvvevvinieceearennnann, 63

Abb. 41: : FTIR-Absolutspektrum aufgenommen an einem Kristallensemble (mehrere dutzend
Kristalle) in Gegenwart der MO-Lipidphase (Mefstemperatur 250 K, lllumination 632 nm). Die untere
Kurve zeigt das entsprechende (L-hR)-Differenzspektrum. ..............cccccocoiveioianiiaieaiiiieiieieeeens 65
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Abb. 42: (L-hR)-FTIR-Differenzspektren am HR-Wildtyp-Kristall nach jeweils 5 miniitiger Belichtung
bei 632 nm. Die Spektren sind bei 190 K (griin), 195 K (blau) und 200 K (violett) aufgenommen.

Banden, die sowohl IR als auch Raman aktiv sind, sind rot gekennzeichnet...............c..c.ccccceeeenucen. 66

Abb. 43: Vergleich eines zeitlich isolierten FTIR-Differenszpektrums (10 us, blaue Kurve) einer
Membransuspension mit dem Einkristallspektrum bei 190 K (rote Kurve). Messung von J. Heberle
(ForschungSzentrum JGICH)...............c.c.cccoovviviiiiiiiieieee ettt eaae s 67

Abb. 44: MALDI-TOF Spektren von HR-Prdiparationen (eingebettet in DHB) aufeinander folgender
Isolierungsschritte: a) HR-haltige Gesamtmembranfraktion nach Dichtegradientenzentrifugation b)
nichtbindendes HR-Eluat (Cholat-Solubilisat) der Affinititschromatographie c) HR-Eluat (OG-
Solubilisat) der Affinitdtschromatographie d) HR-Kristall nach Entfernung des anhaftenden MO...69

Abb. 45: MALDI-TOF Spektren einer BR-Prdparation (eingebettet in DHB): a) PM-Solubilisat in OG
b) BR-Eluat des Anionenaustausches DEAE-Sephacel (in OG) ¢) BR-Kristall...................c..cc......... 70

Abb. 46: MALDI-TOF Spektrum von Palmitinsdure (Kokristallisat mit DHB)...........c..cccccevvneenn. 71

Abb. 47: Anfangs- und Endzustand des zur HR-Kristallisation verwendeten Lipid(MO)/Wasser-
Gemisches. Die zu Beginn kubische Lipidphase (links), deren Membranaufbau (links oben) und
Wasserkanalstruktur (links unten ) illustriert ist, geht im Verlauf der Kristallisation in eine lamellare

Anordnung von Lipiddoppelschichten tiber ...................ccocooioiiiiiiiiiiiieeesee et 73
Abb. 48: Phasendiagramm der bindren Mischung Monoolein/Wasser; Erlduterungen siehe Text..... 75

Abb. 49: Vorgeschlagener Mechanismus der der Membranprotein-Kristallisation zu Grunde
liegenden Phasenumwandlung der Lipidphasen. Die Lipiddoppelschichten sind als durchgdngige
Linien gekennzeichnet, wobei die hydrophobe Kontaktfliche der Lipide als unterbrochene Linie
hervorgehoben ist a) 2-dimensionaler Schnitt durch ein kubisch primitives Gitter, die Wasserkandile
in Blickrichtung sind grau unterlegt b) Fusion der an der Grenzfliche des kubischen Systems
liegenden Lipiddoppelschicht iiber den Kontakt der trans-Lipideinzelschichten c) fortschreitende
Fusion der inneren Lipideinzelschicht d) Ausbildung zweier Lipddoppelschichten, wodurch das

kubischen Lipidsystem sukzessive von der Phasengrenzfliche her abgebaut wird. ........................... 75
Abb. 50: Vergleich der Membranproteinkristalle vom Typ I und Typ II; Erlduterungen siehe Text... 76

Abb. 51: Strukturvergleich der Retinalumgebung in HR und BR: Die konservierten Aminosduren sind
als Kugel-Stab-Modelle hervorgehoben, Wassermolekiile (rot), Chloridionen (griin) und Retinal
(tiirkis) sind eingefdirbt. Eine Teilansicht von HR ist in den Teilabbildung a) und b), von BR in c¢) und
d) gezeigt. In den Teilabbildungen b) und d) ist der Blick des Beobachters von der zytoplasmatischen
Seite auf den Chromophor gerichtet. Die Aminosdurebezeichnung setzt sich aus dem
Einbuchstabencode, der Sequenznummer und dem Helixbuchstaben (in Klammern) zusammen
(ADDildung Siehe €ine SEIte ZUVOT) .............c..cceeiveeieciieiieieeieeeie ettt easesaeebe s essesseens 81

Abb. 52: Kugel-Stab-Modell der CBS und der Wasser 506 umgebenden Aminosduren auf der
zytoplasmatischen Halbseite von HR. Die gegeniiber Abb. 51 a) neu hinzugekommene Reste sind

explizit bezeichnet. Erlduterungen STeNe TeXt. ............cccccueioiiiiiiieiiiiiee et 82

Abb. 53: Superposition des Proteinriickgrads von HR (rot, 1E12) und BR (gelb, 1BRR).
Hervorgehoben sind das Retinal (HR: tiirkis, BR: gelb) sowie Aminosduren, die in allen archaealen

Retinalproteinen (Stern) sowie in allen archaealen lonenpumpen konserviert sind. ......................... 86
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Abb. 54: Sequenzalignment der bis dato deponierten (Datenbank TREMBL) HR Primdrstrukturen.
P16102 entspricht der HR-Sequenz aus Halobacterium Salinarum; folgende Aminosduren wurden zur
Vereinfachung an den Aminotermini weggelassen: MIETA (P33742), MRSRTY
HDQSVCGPYGSQRT(093741), MMET (093742) und MTETL (P15647),; aufierdem wurde das
Segment SSVMLGGEEYV zwischen Position G99 and D100 in P15647 ausgelassen. (blosum matrix,
gap extension 0.05, gap distance 0.05, pair@ap 0.05) .............cocceevveieeieeiiiieeiieeeeeeeere e 88

Abb. 55: Schematische Darstellung der Chloridbindungsstelle (CBS) im unbelichteten HR. Die
beteiligten Aminosduren sind als Strichformeln, die Wassermolekiile als blaue Kreise dargestellt. Das

Chloridion ist Uil UNLETIEZL. ............c.oioeeiiiie ettt ettt e e 92

Abb. 56: Darstellung der Elektronendichte (2F ,p-F 4., 0,8 ) und des Models (Stabmodell, tiirkis)
der Palmitinsdure. Im VdW-Kontakt befindliche oder iiber Wasserstoffbriicken gebundene

Aminosduren sowie das Retinal sind als Stabmodelle hervorgehoben. ...................ccccccovvivvencennnn.. 95

Abb. 57: HR-Bdndermodell mit negativer (rot) und positiver (blau) Differenz-Elektronendichte (hR-
K) konturiert bei 3,3 o. Retinal und K242 sind als Stabmodell hervorgehoben................................. 97

Abb. 58: Die méglichen Konstitutionsisomere des Retinals in archaealen Rhodopsinen; das obere
Gleichgewicht entspricht dem thermischen Gleichgewicht bei Lichtabwesenheit (Dunkeladaption),

der untere Reaktionsweg entspricht dem lichtinduzierten Ubergang von hR nachK......................... 98

Abb. 59: Transportmoden archaealer lonenpumpen: a) Chloridtransport in HR und BR-DS85T, b)
Protonentransport in BR, c) Protonentransprt in HR und BR-D85T bei Abwesenheit von Chloridionen

(ndhere Erlauterungen SI€RE TEXE).........c..cccocvveviicuieieeieeiieieeie ettt ssae s 99

Abb. 60: Méogliche Regionen der Halid-Aufnahme (links) und —Abgabe (rechts) in HR (rote Kreise).
In der linken Abbildung ist die Proteinoberfliche eines HR-Monomers nach Oberflichenpotentialen
gefdrbt (blau: positiv, rot negativ). In der rechten Abbildung ist das Monomer entsprechend B-
FaKtoren @ingefrbt................ccoccoviiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt 102

Abb. 61: Vier hypothetische Regionen des Chloridtransportes durch HR. Blau: Aufnahmeregion
(R103, Q105, S231, §235), grau: CBS (73, 76, 108, 111, 112, 115, 210, 238), violett Chloridtransfer
(69, 72, 119) und grau: Chloridabgabe (62, 66, 122, 123, 126, 245, 249, 253, 260) ...................... 104

Abb. 62: Mikro-Resonanz-Raman Spektren (Raumtemperatur) eines HR-Kristalls der Punktmutante
RI108K in Gegenwart von MO nach Illumination bei 568 nm. Der Kristall wurde in Gegenwart von 4
M KClI geziichtet a) Kristall (schwarze Linie) im Vergleich zu einer HR-Membransuspension (rote
Linie) b) Ausschnitt des C=C Streckschwingungsbereiches um 1500 cm™ ; Farbcode siehe Abb. 40109
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