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Halorhodopsin —
cloning, expression, crystallization and spectroscopic
investigations on the mechanism of this anion pump

Four retinal proteins have been discovered in Halobacterium salinarum: The sensory
rthodopsins I and I which function as photoreceptors and bacteriorhodopsin (bR) and
halorhodopsin (hR) which function as ion pumps. In this work, functional investigations of the
anion pump hR were undertaken, with the main focus on the mechanistic analysis of the light—
driven anion transport.

In order to overexpress hR, the hR gene was first linked to the promotor of bR. The expression
took place in the bR negative strain L33 from H. salinarum. The expression level of this
fusion construct was so high that hR crystallized in vivo in a two—dimensional lattice. Due to
this, it was possible to isolate and to purify hR in a membrane-bound state. For the
crystallization and spectroscopic measurements a purification method was established which
preserves native structural and functional integrity.

Crystallization trials with solubilized hR using sitting drop and cubic lipidic phase method
were performed. With the cubic lipidic phase, it was possible to get three dimensional crystals,
but they showed no diffraction.

The chioride dependency of the hR photocycle was studied with spectroscopic measurements
employing a non-time resolved chloride titration of hR membrane patches. The difference
absorbance spectra showed three different states (at 540 nm, 580 nm and 650 nm) which
depend on the chloride concentration. The chloride progression of the states showed three
potential binding constants for chloride to hR.

Two photocycle models, one in the absence and one in the presence of chloride, were
formulated from the time resolved visible measurements. Specifically, the photocycle model
without chloride suggests two states: hRss and hR—Kgso, whereas the photocycle model with
chloride suggests three states: hRsgo, hR—Keso and hR-Lsy. The photocycle without chloride is
much faster. Chloride dependent investigations were also done with time-resolved FT-IR
spectroscopy in combination with the ATR technique. With increasing chloride concentration,
the formation of the hR—L intermediate was accelerated. On the other hand, the decay of the L
intermediate is slowed down with increasing chloride concentration. At very high chloride
concentrations, e.g. 5 M, differences in the amide I region between early and late hR-L
difference spectra were detected. This implies structural changes in the protein backbone. This
was corroborated with linear dichroism. The chloride dependent formation of the hR-L; and
the decay of the hR-L, intermediate implies that the chloride uptake takes place during the
transition from the hR—K intermediate to the hR-L; intermediate. In addition the transfer of
the chloride to the cytoplasm occurs between the hR~L, intermediate and the ground state.



Halorhodopsin —
Klonierung, Expression, Kristallisation und spektroskopische
Untersuchungen zum Mechanismus dieser Anionenpumpe

In Halobacterium salinarum wurden bisher 4 Retinalproteine gefunden. Die Ionenpumpen
Bakteriorhodopsin (BR) und Halorhodopsin (HR) sowie die phototaktischen Proteine
Sensorrhodopsin I (SRI) und Sensorrhodopsin II (SRII). Gegenstand dieser Arbeit waren
funktionelle Untersuchungen der Anionenpumpe HR, wobei der Schwerpunkt auf der Analyse
des Mechanismus des lichtgetriebenen Anionentransportes lag.

Zunichst wurde das HR-Gen mit dem Promotor von BR verkniipft. Die Uberexpression
erfolgte in dem BR-negativen H. salinarum Stamm L33. Dabei wurde die Expression durch
den BR-Promotor so verstirkt, dass HR in vivo zweidimensional kristallisierte. Zudem konnte
HR durch diese Anordnung in den Membranfragmenten sehr einfach im membrangebundenen
Zustand erhalten werden. Um das Protein zur Kristallisation und fiir spektroskopische
Untersuchungen einzusetzen, wurde eine schonende Reinigungsmethode etabliert.
Kristallisationsversuche mit dem solubilisierten Membranprotein mittels Dampfdiffusion und
kubischer Lipidphase wurden durchgefiihrt. Mit der kubischen Lipidphase konnten
dreidimensionale Kristalle erhalten werden, die allerdings keine Diffraktion zeigten.

Um die Chloridabhéngigkeit des HR—Photozyklus zu untersuchen, erfolgte zundchst eine
statische Chloridtitration von HR—Membranen. In den Absorptionsdifferenzspektren konnten
drei verschiedene Zustinde (bei 540 nm, 580 nm und 650 nm) mit in Abhéngigkeit der
Chloridkonzentration ~ variierenden ~Absorptionsmaxima nachgewiesen ~werden. Der
chloridabhingige Verlauf der Zustéinde ldsst auf drei Bindungskonstanten fiir HR schliefen.
Zeitaufgeloste Messungen im sichtbaren Spektralbereich fithrten zur Erstellung eines
chloridfreien (Intermediate: HRss und HR-Kgso) und eines chloridhaltigen Photozyklus
(Intermediate: HRsgo, HR-Kgso und HR-Lsy). Dabei wird der chloridfreie Photozyklus
wesentlich schneller durchlaufen als der chloridhaltige. Mit Hilfe der zeitaufgeldsten FT-IR—
Spektroskopie in Kombination mit der ATR-Technik wurde die Chloridabhéngigkeit
untersucht. Es konnte mit steigender Chloridkonzentration eine Beschleunigung der
Entstehung des HR-L-Intermediates festgestellt werden. Der Zerfall des L-Intermediates
verlangsamt sich hingegen mit steigender Chloridkonzentration. Bei sehr hohen
Chloridkonzentrationen (5 M) konnten Unterschiede in der Amid I-Region zwischen friihen
HR-L-Differenzspektren und den HR-L-Differenzspektren zu spéten Zeiten detektiert
werden. Dies ldsst auf eine Strukturinderung des Proteinriickgrates schlieffen. Durch
Messungen des Lineardichroismus konnte diese Annahme bestitigt werden. Die Abhingigkeit
des Aufbaus des. HR-L;— und des Zerfalls des HR-L,-Intermediates von der
Chloridkonzentration deuten auf eine Chlorid-Ionenaufnahme beim Ubergang des HR-K-
Intermediates zum HR-L;-Intermediat und eine Chlorid-Ionenabgabe beim Ubergang des
HR-L,-Intermediates in den Grundzustand hin.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Faszination, welche von Zellen und Lebewesen ausgeht, beruht nicht zuletzt auf den
in ihnen enthaltenen hocheffizienten molekularen Maschinen. Ein Beispiel ist die
Verkettung der an der oxidativen Phosphorylierung beteiligten Komplexe, welche die
Redoxenergie des NADH in Protonenmotorische Kraft (PMF) umwandeln. Mit dieser
Energie ist die ATP-Synthase in der Lage, ATP (chemische Wihrung der ,,biologischen
Energie®) zu erzeugen (Walker, 1998; Mitchell, 1979).

Ein weiterer wichtiger Prozess ist der molekulare Mechanismus des Sehvorganges (Wald,
1968). Dieser wird iiber eine Isomerisierungsreaktion des in dem Protein Rhodopsin
enthaltenen Chromophoren eingeleitet. In allen drei Zweigen der Lebewesen (Eukarya,
Eubakteria, Archae) finden sich Rhodopsine, welche als Modellsysteme fiir
transmembrane heptahelikale Rezeptoren dienen. Die sieben Helizes bilden eine Tasche
aus, in dem Retinal, ein Vitamin—A—Derivat, kovalent tiber eine Schiffsche Base an einen
Lysin—Rest gebunden ist.

Ein sehr gut untersuchtes Archae ist Halobacterium salinarum (frither: H. halobium bzw.
H. salinarium). Es lebt in Gewdssern mit etwa 4 M NaCl und Temperaturen von 40—
50 °C. In der Plasmamembran sind Bakteriorhodopsin (BR) und Halorhodopsin (HR) als
Ionenpumpen und die Sensorrhodopsine (SRI und SRII) enthalten. Die oben erwiahnte
Erzeugung eines Protonengradienten zur Energiegewinnung kann in Halobakterien iiber
Bakteriorhodopsin realisiert werden, indem es durch Lichtaktivierung Protonen aus der
Zelle heraus pumpt (Oesterhelt und Stoeckenius, 1973). SRI (auch: slow rhodopsin) und
SRII (auch: Phoborhodopsin oder Pug) erlauben der Zelle phototaktisches Verhalten und
damit die Bewegung zu optimalen Lichtbedingungen fiir eine effiziente Photosynthese
und eine Minimierung der UV-Exposition (Manor et al., 1988).

Das in dieser Arbeit im Vordergrund stehende Halorhodopsin (HR) ist eine
Anionenpumpe und gehort neben der Chlorid-ATPase aus Acetabularia (Gradmann et al.,
1975) und der Arsenit—-ATPase aus E. coli (Rosen et al., 1988) zu den einzigen derzeit
bekannten Anionenpumpen. HR transportiert Chlorid—Ionen in die Zelle hinein und ist
somit in der Aufrechterhaltung der Isoosmolaritit des Zytoplasmas wéhrend des
Zellwachstums involviert. AuBerdem trigt der Chloridgradient zur elektromotorischen
Kraft bei (Duschl et al., 1986).
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Einige wichtige Charakteristika der verschiedenen bakteriellen Rhodopsine sind in der
folgenden Tabelle zusammengefasst.

Primérstruktur und Eigenschaften bakterieller Rhodopsine . .
Die Daten wurden aus der SwissProt Datenbank entnommen. Es handelt sich hierbei um die N-
terminal unprozessierten Proteinformen.

Amino- Gewicht Sequenzhomo— Eigenschaft Funktion
sduren in Da logie zu BR
BR 262 28256 100 % *—Pumpe Energiegewinnung
HR 274 28874 24 % CI'-Pumpe Konzentrations—
ausgleich
SRI 239 25501 24 % Sensor Phototaxis
SRII 237 25279 29 % Sensor Phototaxis

Die vier beschriebenen bakteriellen Rhodopsine durchlaufen einen Photozyklus, deren
Zerfallskonstanten fiir die Riickkehr in den Grundzustand mit 7 bis 14 ms (BR, HR) oder
mit 250 bis 750 ms (SRI/IT) angegeben werden. Das Retinal ist als lichtabsorbierende
Gruppe der essentielle Bestandteil, der den Pumpprozess durch Lichtanregung ermdglicht.
Es ist liber eine e~Aminogruppe des Lysins in Helix G kovalent an das Protein gebunden.
Die Polyalken—Kette des freien Retinals enthilt 4 isomerisierbare Doppelbindungen,
wobei aufgrund der sterischen Hinderung einige Konformationen ungiinstig sind. Die all-
trans-Konformation ist im freien Retinal die energetisch giinstigste Konformation, es
wird jedoch in vielen Intermediaten der bakteriellen Rhodopsine die 13—cis—Konformation
eingenommen (Pettei et al, 1977). Weiterhin kann der Rest der Aminogruppe
stereochemisch verschieden sein, was als syn oder anti bezeichnet wird (Seebach und
Prelog, 1982) (Abb. 1-1).

Das Absorptionsmaximum des freien Retinals liegt bei etwa 370 nm. In den
verschiedenen Retinalproteinen variiert das Absorptionsmaximum, in einem weiten
Bereich, zwischen 360 nm und 640 nm je nach Intermediatzustand. Die groBen
Unterschiede (Opsinverschiebungen) ergeben sich durch eine Anderung der Interaktion

des Retinal-m—Elektronensystems zu den Ladungen der Umgebung (Kochendoerfer et al.,
1999).
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Abbildung 1-1: Schematische Darstellung drei verschiedener Retinalkonformationen
Die Retinal/Lysin-Molekiile dieser Abbildung wurden mit Chem3D gezeichnet.
Das Molekiil A entspricht der all-trans/15-anti-, B dem 13-cis/15-syn— und C
dem 13~cis/15-anti—Retinal.

In allen bakteriellen Retinalproteinen ist der primére photochemische Prozess eine
Reaktion, bei dem der Chromophor von all-trans/15-anti zu 13—cis/15—anti isomerisiert.
In den oben genannten visuellen Rhodopsinen hingegen initiiert Licht die Reaktion von
11—cis zu all-trans.

Das Halorhodopsin ist dem Bakteriorhodopsin auf molekularer Ebene sehr dhnlich (Abb.
1-2).
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zytoplasmatisch

I HR

ClI- H*

extrazellular

Abbildung 1-2: ﬁberlagerung der Sekundirstrukturelemente von HR und BR
Die pdb—Koordinaten wurden aus der Proteindatabank entnommen (1E12 und
1C3W). Die Uberlagerung erfolgte mit der MagicFit Funktion des Programmes
spdbv3.7b2. Die Pfeile symbolisieren die Pumprichtung des jeweiligen Proteins.
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In den letzten Jahren gelang es, die 3D Strukturen von HR und BR mit hoher Auflésung
zu bestimmen (fiir HR: Kolbe et al., 2000; fiir BR: Pebay—Peyroula et al., 1997; Liicke et
al., 1998; Liicke et al., 1999; Belrhali et al., 1999; Sass et al., 2000).

Die Struktur des Grundzustandes von Halorhodopsin bei einer Auflosung von 1,8 A -
(Kolbe et al., 2000) bietet die Moglichkeit, in Kombination mit spektroskopischen Daten
den molekularen Mechanismus des Anionenpumpens niher zu bestimmen.

Im der Kiristallstruktur ist HR —wie BR— in Trimeren angeordnet (Abb. 1-3). In der Mitte
eines HR-Trimers befinden sich drei Palmitinséurereste, welche iiber die Carboxygruppen
mittels H-Briickenbindungen mit den Hydroxygruppen von Ser”” und Thr''' verbunden
sind.

Abbildung 1-3: Quartirstruktur von HR
HR ist in Trimeren in der Kristallstruktur angeordnet, in deren Zentren sich drei
Palmitinsdurereste befinden (Kolbe et al., 2000)
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Die groBte strukturelle Ahnlichkeit zwischen HR und BR findet sich in dem Bereich von
Helix C bis Helix G (Abb. 1-2). Die Schleife zwischen den Helizes B und C beginnt mit
zwei antiparallelen Faltblittern (Glu®-Met”' und Glu'®-Ser'™) und breitet sich iiber die
gesamte extrazelluldre Seite aus. Pro’>-Ala” bilden eine Schleife zwischen den beiden
Faltblittern aus, die tiber His®> verankert sind. His> bildet zwei H-Briickenbindungen zu
den Carbonylgruppen des Val*® und Gly?® innerhalb der Schleife zwischen den Helizes F
und G. Dieses Histidin hat einen groBen Einfluss auf den Photozyklus und die Stabilitit
unter Belichtung, wie in Mutationsstudien gezeigt werden konnte (Otomo, 1996). Am
Ende der BC-Schleife liegt das Arg'® als eine mogliche Chlorid-Bindungsstelle an der
extrazelluldren Oberfldche.

Auf der zytoplasmatischen Seite ragt der C-Terminus in die Helix G hinein und liegt
damit parallel zur Membran zwischen der AB— und der EF-Schleife. Die Arginine an den
Positionen 258, 52, 55, 58, 60 bilden auf der zytoplasmatischen Seite ein hoch positiv
geladenes elektrisches Feld, welches moglicherweise wichtig ist fiir den Transport des
Chlorides an die zytoplasmatische Oberfléiche (Diskussion, Abb. 4-2).

Ein Chlorid-Ion befindet sich an der sogenannten priméren Transportstelle in der Nihe
der Schiffschen Base (Abb. 1-4). Die Solvatationshiille ist unregelm#Big und enthlt 15
Wasserstoff- und 3 Nicht—Wasserstoffatome. Theoretisch kénnen Wasserstoffbriicken zu
den Wassermolekiilen 506 und 512 sowie zu Ser'"” gebildet werden. Das Thr'!! hat einen
groBien Einfluss auf die Transportaktivitit, wie durch eine Mutation zu Val gezeigt werden
konnte (Riidiger und Oesterhelt, 1997). Das Chlorid-Ion hat einen Abstand von 3,75 A
zur protonierten Schiffschen Base, welche allerdings so orientiert ist, dass sich keine
Salzbriicken bilden. Der Eingang zu der priméren Transportstelle liegt vermutlich bei
Glu'*/Arg'® und ist &hnlich hydrophob wie die Transportstelle. Die 5 hydrophoben
Aminosguren der Umgebung (Leu®,Len®, Leu®, Val®, Val*?) sorgen wahrscheinlich fiir
eine partielle Desolvatation des Chlorides.

Der Weg des Chlorides von der Schiffschen Base zum Zytoplasma wird vermutlich erst
durch Konformationsinderung des Proteinriickgrates erdffnet. Der C~Terminus von Helix
E kénnte hieran beteiligt sein, da er —wie in BR— verzerrt vorliegt (Essen et al., 1998).
Ifereits vor der Aufklarung der dreidimensionalen Struktur wurden umfangreiche
Uberlegungen iiber das Anionenbindungsverhalten angestellt. So wurde aus der
Abhingigkeit der Absorptionsspektren geschlossen, dass HR eine einzelne Bindungsstelle
ﬁi'r Chlorid hat (Ogurusu et al., 1984). Viele andere Untersuchungen deuten auf zwei
Bindungsstellen mit unterschiedlicher Spezifitét hin (Schobert et al., 1986; Lanyi et al.,
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1990), wobei die erste Bindungsstelle (Position 1) an der AuBenseite unspezifisch bindet.
Die zweite Bindungsstelle bindet transportierbare Anionen (CI°, Br', I;” und NOy"). Die
Bindung an die Position 1 erzeugt im Spektrum eine hypsochrome Verschiebung um 6 bis
7 nm und die Bindung an die Position 2 eine bathochrome (Pande et al., 1989). Als
Bindungsstellen wurden die Arginine an den Positionen 108 und 200 vorgeschlagen
(Blanck et al., 1987).

Ein weiteres Modell geht von nur einer Bindungsstelle im Protein aus, welche in zwei
verschiedenen Zustinden vorliegen kann und somit selektiv transportiert (Walter und

Braiman, 1994).
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Abbildung 1-4: Wasserstoffbriickennetzwerk in der Umgebung des gebundenen Chlorid-
Tons (Modifiziert aus Kolbe et al., 2000)
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1.1 Der Bakteriorhodopsin—-Photozyklus

Durch Absorption eines Lichtquants —im lichtadaptierten Grundzustand BRsgs— durchléuft
BR einen reversiblen Photozyklus, bei dem sechs Intermediate unterschieden werden
kodnnen, bevor es wieder in den Grundzustand zuriickkehrt

BRjs6s, BR~J625, BR—Ksg0, BR-Lisso, BR-M4j2, BR-Ns30, BR—Og40 und BRsgs

Die Indizes geben die Absorptionsmaxima in Nanometern an. Die Konformationen und
Protonierungszustéinde der speziellen Seitengruppen fiir den Protonentransport sind sehr
genau untersucht worden. Die Protonenabgabegruppe der extrazelluliren Seite, wird
jedoch in den Forschergruppen heftig diskutiert. Erschwert werden die Untersuchungen
durch eine zeitliche Uberlagerung des Auftretens der einzelnen Intermediate. Im
folgenden werden die Intermediate des BR—Photozyklus genauer beschrieben.

BRsss
Der Grundzustand des BR enthilt nach Lichtadaption 100 % all-trans Retinal. Bei
Dunkeladaption hingegen besteht der Grundzustand aus einer Mischung von all-trans—

und 13-cis—Retinal (13—cis-Anteil: 50-66 %) (Maeda et al., 1977, Harbison et al., 1984;
Scherrer et al., 1989).

BR-Jgz5

Etwa 500 fs nach Absorption eines Lichtquantes beginnt die Isomerisierung des Retinals

von all-trans/15-anti zu 13-cis/15-anti, was sich im diesem rotverschobenen frithen
Intermediat widerspiegelt (Gai, 1998).

Bereits nach nur 3 ps ist das Absorptionsmaximum wieder blauverschoben. J etzt liegt das
Retinal in einer spektroskopisch erkennbaren 13—cis—Konformation vor. Nach etwa 10 bis
100 ns tritt das BR-KI~Intermediat auf, welches sich lediglich in den HOOP (Hydrogen—
Out-Of-Plane) -Moden vom BR-K—Intermediat unterscheidet (Sasaki, 1992).
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BR~Lsso

Nach 10 ps liegt das Retinal in der vollstindig relaxierten 13—cis—Konformation vor. Bis
zu diesem Zeitpunkt sind keine Protonierungsénderungen der Aminoséuren zu beobachten
(Gerwert 1986). Allerdings éndern einige Wassermolekiile ihre Lage (Maeda, 1997).

BR~M.»

Beim Ubergang vom BR-L-Intermediat zum BR-M-Intermediat findet die Abgabe des
Protons an die extrazelluldre Oberfl4dche statt (Heberle und Dencher, 1990). Die zunéchst
angenommenen Aminosiren E204 und E194 fiir die Protonenabgabe wurden stark
angezweifelt (Rammelsberg et al., 1998; Zscherp et al., 1999).

Die auftretende starke Blauverschiebung in diesem Intermediat beruht auf der
Deprotonierung der Schiffschen Base. In dem als BR-M,-Intermediat bezeichneten
Zustand liegt die Aminosidure D85 protoniert vor (Braiman et al., 1988). Die
Zugénglichkeit der Schiffschen Base dndert sich zugunsten der zytoplasmatischen Seite,
um eine Reprotonierung zu ermdglichen. Dieser Zustand wird als BR-M, bezeichnet
(Sass et al., 1997; Brown et al., 1998).

BR—Ns30
Nach 3 ms kommt es zu einer Reprotonierung der Schiffschen Base. Das Proton wird von
der Aminosiure D96 iibertragen (Gerwert et al., 1990).

BR—Og49

Es vergehen 5 ms, um vom Grundzustand das BR-O Intermediat zu erreichen. Die
Absorption ist stark rotverschoben, was wahrscheinlich auf die Reisomerisierung des
Retinals zuriickzufiihren ist. Gleichzeitig wird D96 reprotoniert (Hefling et al., 1993) und
ein Proton von der zytoplasmatischen Seite aufgenommen (Lozier et al., 1975). Beim
Ubergang in den Grundzustand transferiert D85 sein Proton iiber D212 zur
Protonenabgabegruppe.

Der Grundzustand ist dann nach 7 ms wieder erreicht.
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1.2 Der Halorhodopsin-Photozyklus

Die Dauer des Photozyklus von Halorhodopsin betrigt etwa 14 ms (Tittor et al., 1987).
Der Zyklus verléduft iiber folgende Intermediate:

HR573, HR—Kﬁoo, HR—L520 HR"OM(} und HR57§.

Ein Schema des HR—Photozyklus ist in Abbildung 1-5 dargestellt.

HR 578 (all-trans) ]

-Cr h
+CrI N
| HR 565 (all-trans) | | HR-K 600 (13-cis) |
| HR-0 640 (13-cis) | | HR-L 520 (13-cis) |
+Cl
-CI

Abbildung 1-5: Schema des HR-PhotozyKlus aus H. salinarum
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HRs75

Der Grundzustand des HR enthélt ein Retinal in all-trans/15-anti~Konformation. Dieser
steht in einem chloridabhingigen Gleichgewicht mit dem Intermediat HRsqs, wobei das
Retinal die gleiche Konformation einnimmt wie im HRsss—Intermediat. Von diesem
chloridfreien Grundzustand wird ein Photozyklus iiber die Intermediate HR-Kgpp und HR—
Og4o durchlaufen (Varo et al., 1995).

Im Gegensatz zu BR 148t sich die Retinalkonformation des Grundzustandes nicht durch
Lichtadaption zu 100 % all-trans/15—-anti verschieben, sondern erreicht maximal 83 %
all-frans—Retinalanteil (Varo et al., 1995),

Eine weitere Komponente, die sich in Halorhodopsin~Vesikeln mit Rotlicht akkumulieren
14Bt, ist das Iso—Halorhodopsin. Dieses enthélt das Retinal in einer 9-cis—Konformation
und sein Name lehnt sich an das Isorhodopsin, einem Intermediat des Rhodopsin—
Photozyklus an. Das Absorptionsmaximum von Iso—Halorhodopsin betrdigt 568 nm
(Zimanyi und Lanyi 1987).

HR-Kg0o

Das erste Intermediat des chloridhaltigen Photozyklus von Halorhodopsin, welches durch
Lichtanregung aus dem HRss-Intermediat entsteht, ist das HR—Kgp—Intermediat. Die
Zeitkonstante fiir diese Umwandlungsreaktion wird mit 0,5 ps angegeben (Polland et al.,
1985). Die Entstehung basiert auf einer photochemischen Reaktion vom all-trans/15-
anti— zom 13—cis/15-anti-Retinal, welche jedoch zu diesem frithen Zeitpunkt noch nicht
vollstindig abgelaufen ist. FT-IR-Messungen weisen in den fiir Retinal charakteristischen
Banden eine groe Ahnlichkeit zum BR-K-Intermediat auf (Rothschild et al., 1988).

HR-Ls»

Nach 1 ps bildet sich das Intermediat HR~Ls;, aus, in dem das Retinal eine vollstindige
13—cis/15-anti-Konformation einnimmt (Diller et al., 1987). Auch das HR-L-Intermediat
weist eine groBe Ahnlichkeit zum BR-L-Intermediat auf, was sich vor allem auf die FT—-
IR~-Spektren im Fingerprintbereich stiitzt (Rothschild et al., 1988).

Bei der Bildung des HR-L-Intermediates werden Anderungen der Wechselwirkung
zwischen Chlorid/Arginin und Chlorid/Schiffsche Base diskutiert. Dies spricht fiir eine
Transportbewegung in diesem Intermediat (Walter et al., 1994). Ahnlich dem BR-M;/M,—
Intermediat werden fiir das HR-Lsy—Intermediat auch zwei Zustdnde ermittelt, in denen
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fiir die Tonentranslokation wichtige Anderungen des Proteingeriistes vorliegen (Varo et
al., 1995; Chon et al., 1999).

HR-Og49
Die Bildung des dem HR-Ls,-Intermediat folgenden HR-O-Intermediates ist stark
chloridabhiingig. Das Retinal ist in einer 13—cis/15—anfi-Konformation angeordnet. Dies

steht im krassen Gegensatz zu der all-trans/15-anti~Konformation im BR~O-Intermediat
(Ames et al., 1992).

Die von BR und HR beschriebenen Photozyklen weisen trotz der unterschiedlichen
Ionenspezifitit groBe Gemeinsamkeiten auf. So wundert es nicht, dass BR durch die
Mutation D85T in eine Chloridpumpe zu verwandeln ist (Sasaki et al., 1995). D85 und
D96, die in BR die Funktion des Akzeptors bzw. Donors fiir das Proton der Schiffschen
Base erfiillen, sind in HR durch Threonin bzw. Alanin ersetzt. Der natiirliche Photozyklus
des Halorhodopsins enthilt kein Intermediat mit deprotonierter Schiffscher Base.

In beiden Molekiilen findet ein vektorieller Transport statt, in dessen Verlauf ein Substrat
(z.B. Chlorid) von auBlen an eine katalytische Bindungsstelle bindet. Diese unterscheidet
sich von der Bindungsstelle, von der das Produkt (inneres Chlorid) wieder abgegeben
wird. Wihrend des Vorgangs mufi der Weitertransport durch sich reversibel dndernde
Zuginglichkeiten erfolgen. Der vektorielle Transport ist somit ,,intrinsisch und
unabhiéingig von der natiirlicherweise vorhandenen Membran. Die Anderung der
Zugénglichkeit wird héufig als Schalten (switch) bezeichnet. Im Falle der Retinalproteine
HR und BR ist ein Modell fiir diesen ,,switch“~Vorgang entwickelt worden, in dem das
Retinal bei der Photoisomerisierung von alltrans zu 13—cis einen 14—cis—
Ubergangszustand durchliuft, welcher sich in zwei thermischen Schritten umkehrt
(Schulten und Tavan, 1978; Oesterhelt et al., 1986). In Halorhodopsin fiihrt diese Rotation
von ld-cis zu 14-trans zu einer Anderung der Zuginglichkeit und Affinitit der
Schiffschen Base fiir z.B. Chlorid. Dieser Rotationsschritt muf eingefithrt werden,
nachdem das Chlorid-Ton die maximale ionische Wechselwirkung mit der Schiffschen
Base ausiibt und bevor es das Molekiil durch den zytoplasmatischen Kanal verlisst. Es

gibt allerdings experimentelle Daten, die gegen eine C;4~Cys Rotation des Retinals
sprechen (Fodor et al., 1983).

12



Einleitung

Ein moglicher Mechanismus des Anionenpumpens, welcher sich aus den
dreidimensionalen Strukturdaten und den gemessenen spektroskopischen Daten ergibt,
wird in der Diskussion erarbeitet.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Halorhodopsin (HR) ist als lichtgetriebene, elektrogene Anionenpumpe einzigartig und
bietet sich nicht zuletzt aufgrund der Ahnlichkeit zu BR fiir die Untersuchung von
Struktur-Funktionsbeziehungen an. Im Rahmen dieser Arbeit sollte HR im ersten Schritt
in Halobacterium salinarum iiberexprimiert werden, um es in groen Mengen fiir weitere
Studien verfiigbar zu machen. Zudem sollte eine Reinigungsmethode etabliert werden,
welche eine anschlieende Kristallisation in zwei und drei Dimensionen ermdglicht.
Weiterhin galt es, den Mechanismus des Anionenpumpens von HR zu untersuchen.
Hierzu wurden folgende spektroskopische Untersuchungen durchgefiihrt:

e Die Titration von HR-Membranen mit Chlorid, mittels statischer UV/Vis
Spektroskopie

¢ Die zeitaufgeloste Spektroskopie an HR-Membranen im sichtbaren Spektralbereich

e Umfangreiche Messungen an HR-Membranen, mittels zeitaufgeloster FT-IR
Spektroskopie

13
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2 Material und Methoden

2.1 Instrumentierung

DNA-Sequenzierungen werden mit dem LI-COR 4200 Automatic Sequencer der Firma
MWG Biotech (Ebersberg) durchgefiihrt.

Die Inkubation der E. coli und H. salinarum Bakterien erfolgt in den
Brutschriinken Kottermann 2737 (Gossau, Schweiz), Memmert GTRO 0214 (Schwabach),
den Inkubationsschiittlern und Fermentern der Firma Infors (Basel, Schweiz).
Aufgeschlossen werden die Zellen mit der French Press Hydraulikpresse/Zelle 20K von
SLM Aminco (Rochester, USA). Die Beschallung der Proben erfolgt mit einem
Ultraschallgerit Labsonic L mit der Nadel 40 TL von Braun (Melsungen).

Zur Durchfiihrung der Gelfiltrationschromatographie wird eine FPLC-Anlage
(Programmer GP-250 Plus, Pump P500, Detector VWM2141) von Pharmacia—LKB
(Uppsala, Schweden) mit der Gelfiltrationssdule TSK G3000SW und der Vorsédule TSK
SW von TosoHaas (Stuttgart) eingesetzt. Als Fraktionssammler wird ein 2211 Superrac
(Pharmacia-LLKB) benutzt

UV-Vis Spektren werden mit dem Photometer UV-2110PC von Shimadzu
(Duisburg) aufgezeichnet.

Die zeitaufgelosten Messungen im sichtbaren Bereich erfolgen mit dem
SpectraPro—-150 Spektrometer von Acton Research (Acton MA, USA) und der CCD
Kamera ICCD-576-G mit dem Kontrollgerit ST138 beides von Princeton Instruments
(Monmouth Junction, New Jersey, USA) durchgefiihrt.

Zeitaufgeldste FT-IR-Spekiren werden mit dem Bruker IFS 66v (Karlsruhe)
aufgezeichnet. Der eingesetzte ATR Mikrokristall stammt von der Firma SensIR
(Danbury, CT, USA). Der Anregungslaser ist ein Spectra Physics GCR 12S (Darmstadt).
Das PEM 50 Pyroelement stammt von Radient Dyes (Wermelskirchen). Als Thermostat
wird ein Julabo F25-MH (Allentown, PA, USA) eingesetzt.

Der Drehanoden Réntgengenerator stammt von der Firma Elliot Marconi
Avionics, Typ GX21 (Hertfordshire, UK), mit einem »Image Plate Detector Mar 2000

(Mar Research, Norderstedt). Die Glimmerscheibe stammt von der Firma Jahre GmbH
(Wilhelmshaven).
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2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die Chemikalien stammen von den Firmen Aldrich (Heidenheim), BioRad (Miinchen),
Biozym (Oldendorf), Boehringer (Mannheim), Difco (Kansas City, MO, USA), Merck
(Darmstadt), Oxoid (Hamshire, England), Riedel de Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg) und Sigma (Steinheim) und haben die Qualitét “p.a.” oder “reinst”.
Alle Losungen werden mit hochreinem Wasser (Millipore—Qualitiit) angesetzt.

Die Restriktionsenzyme werden von den Firmen New England Biolabs (Schwalbach),
Gibco/BRL (Karlsruhe), Boehringer (Mannheim) und Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg) bezogen.
Daneben werden folgende Enzyme benutzt:
Alkalische Phosphatase (aus Kélberdarm) Boehringer Mannheim
Klenow Fragment der DNA—Polymerase aus E. coli Boehringer Mannheim
Mung Bean Nuklease New England Biolabs, Schwalbach
Taq Expand High Fidelity Boehringer Mannheim
Taq-DNA Polymerase Promega, Mannheim
T4 DNA-Ligase Gibco/BRL, Karlsruhe
Die Sequenzierung wird mit dem Thermosequenase—Kit von Amersham
(Buckinghamshire, England) durchgefiihrt. Zum Uberschichten dient Chill-Out-Wax von
Biozym (Oldendorf).
Als Molekulargewichtsstandards werden fiir DNA der 1 kb Marker von Gibco BRL (Neu
Isenburg) und die Lingenmarker VII bzw. 100 bp Ladder von Boehringer (Mannheim)
benutzt.
Folgende Proteinmarker werden in der Arbeit benutzt: der Rainbow high molecular
weight von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), der SDS-PAGE, Molecular Weight
Standard, Broad Range von BioRad (Miinchen), und die Marker 10 kDa-Ladder;
BenchMark™, Protein Ladder; BenchMark™, Prestained Protein Ladder von Gibco BRL
(Neu Isenburg).
Die Chemilumineszenzdetektion wird mit Super Signal, oder Super Signal Ultra von
Pierce (Rockford, USA) durchgefiihrt. Die Rontgenfilme XAR oder Biomax ML stammen
von Kodak (Stuttgart).
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Zu Reinigung und Isolierung von DNA werden folgende Qiagenprodukte
(Hilden/Diisseldorf) benutzt: QIAprep Spin Miniprep Kit; QIAquick Nucleotide Removal
Kit, QIAquick PCR Purification Kit, QIAEX IT Gel Extraction Kit.

Zur Klonierung werden der Sure Clone Ligation Kit von Pharmacia (Freiburg) und der
Zero Blunt PCR Cloning Kit von Invitrogen (Groningen, Niederland) benutzt.

Als Saulenmaterial fiir die Chromatopraphie kommen Chelating Sepharose Fast Flow
Media, HIC Cl4B von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) und StrepTactin
Sepharose von IBA (Géttingen) zum Einsatz.

Das Einengen von Proteinlosung wird mit verschiedenen Konzentratoren von Sevatec
(Witten) (Fugisep-Mini/Midi/Maxi), oder Amicon (Beverly, USA) (Centricon—30, —50)
durchgefiihrt.

Plasmide
Plasmid Resistenz Quelle
pUC 18 Amp* Amersham, Phamacia Biotech, Freiburg
pCR-Blunt  Kan', Zeo" Invitrogen, Groningen, Niederland
pHSblue Kan®, Nov* U. Eidhoff, freundliche Gabe
pXL Tet", Nov* R. Needleman, freundliche Gabe

E. coli-Stamme

DHSo [Hanahan, 1985]

F~endAl hsdR17 (rk—, mk+) supE44 thi—1 A~ recAl 8yrA96 relAl deoR [lacZYA-argF]—
U169 (¢p80dlacZDM15)

ITC Biotechnology GmbH, Heidelberg, Deutschland
BL21Codon Plus(DE3)RIL [Weiner et al., 1994]

E.coli B F~ ompT hsdS(rg mg") dem™ Tet' gal A (DE3) endA Hte [ argU ileY leuW Cam']
Stratagene, Amsterdam, Holland
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H. salinarum-Stamme

MPKA40 [Krebs et al., 1991; Krebs et al., 1993] [M.P. Krebs, freundliche Gabe]
(BR™, HR*,SRI*, SRII*, Car*, Rub*, Ret")

L33 [Wagner et al., 1981] [D. Oesterhelt, freundliche Gabe]
(BR™, HR*,SRT*, SRII", Car, Rub", Ret") eine BR negative Mutante von S9

Oligonukleotide (Primer)

Die Oligonukleotide werden von den Firmen MWG (Ebersberg) oder Eurogentec
(Seraing, Belgien) synthetisiert. Nicht komplementére Bereiche, welche zur Fusion, zur
Einfiihrung von Restriktionsstellen oder von Histidin—Resten dienen, sind fett

hervorgehoben.

Primer fiir die Amplifikation des Halorhodopsin—Gens:

Sequenzen
FP-HR~Start 5’-ATG TCA ATC ACG AGT GTA CCC-3’
GP-HR-Stop 5’-TCA GTC GTC GCT TGA CAT GGT-3’

Primer fiir die Fusion des HR-Gens mit dem bop—Promotor von Bakteriorhodopsin:

Sequenzen

bop—BamHI -GGA TCC GAC GTG AAG ATG G-3'

FPlink BR/HR 5'-CAG CAG TGG AGG GGG TAT CGA TGT CAA TCA CGA
GTG TAC CCG-3'

GPlink BR/HR 5-CCG GTA CAC TCG TGA TTG ACA TCG ATA CCC CCT
CCA CTG CTG-3

End His HR 5-GCA AGC TIT CAG TGA TGG TGA TGG TGA TGG

TCG TCG CTT GAC ATG GTG CC-3'
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2.3 Mikrobiologische Methoden
23.1E. coli

Niahrmedien

Soweit nicht anders angegeben, werden die Medien autoklaviert (120 °C, 2,1 bar, 20 min).
Zusitze wie Antibiotika oder Induktoren werden sterilfiltriert (0,22 pm).

dYT
1,6 % (w/v) Trypton
1 % (w/v) Hefe~Extrakt
0,5 % (w/v) NaCl

Die Kulturplatten werden durch Zusatz von 1,5 % (w/v) Agar hergestellt.

Medienzusiitze

Ampicillin-Stammldsung: 100 mg/ml in H,O
Kanamycin—Stammlésung: 50 mg/ml in H,O
IPTG—Stamml&sung: 1 M in H,O
X—gal-Stammldsung: 40 mg/ml in Dimethylformamid

Herstellung von transformationskompetenten E. coli

Die Herstellung der hier verwendeten transformationskompetenten Bakterien (DHS)
erfolgt, in abgewandelter Form, nach der Methode von Hanahan, 1983.

Eine UN-Kultur des entsprechenden Bakteriums (aus Einzelkolonie, 37 °C, 120 Upm)
wird 1:100 in 100 ml DYT tiberimpft und nach Inkubation bei einer ODgy, von 0,4 bis 0,7
auf 4 °C abgekiihit und sedimentiert (3000 g, Megafuge, 10 min, 4 °C). Alle weiteren
Schritte erfolgen bei 0 bis 4 °C. Das Pellet wird zunichst in 20 ml TFB I-Puffer
aufgenommen, erneut pellettiert und in 4 ml TFB II-Puffer resuspendiert. Aliquots zu 100

pl  dieser transformationskompetenten Zellen werden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70 °C bis zur Verwendung gelagert.
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TFBI TFB I
30 mM NaAc 10 mM MOPS
50 mM MgCl, 75 mM CaCl,
100 mM NaCl 10 mM NaCl
10 mM CaCl, 15 % (w/v) Glyzerin
15 % (w/v) Glyzerin pH 7,0
pH 7,0

Transformation von E. coli

5 bis 20 ul eines Ligationsansatzes bzw. 1 ng Plasmid-DNA werden zu 100 pl
kompetenten Bakterien gegeben. Nach 30 miniitiger Inkubation auf Eis erfolgt der
Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C. Nach weiteren zwei Minuten auf Eis werden die Zellen in
1 ml dYT-Medium bei 37 °C fiir 60 Minuten geschiittelt. Nach Pellettierung (10
Sekunden bei 10000 g) werden die Zellen, je nach verwendetem Vektor, auf
entsprechenden Antibiotikandhrbdden ausgestrichen.

Stammhaltang von E. coli

Die kurz- bis mittelfristige Aufbewahrung von Bakterien erfolgt auf entsprechenden
Agar-Platten. Fiir eine langfristige Archivierung von Stimmen und Bakterienklonen
werden 500 pl einer frischen UN—Kultur mit 500 pl Kryoprotektant (dYT-Medium, 80 %
(w/v) Glyzerin) versetzt und bei -70 °C eingefroren.

2.3.2 H. salinarum

Nihrmedien
Vollmedium (Pepton—-Oxid-Medium) Antibiotikum
250 g NaCl 0,6 ug Novobiocin pro ml Medium (MPK)
20 g MgSO, * 7 H,O 0,3 ug Novobiocin pro ml Medium (L33)

10 g Fleischpepton L37
3 g NajCitrat * 2 H,O
2g KCl1
ad 11HO
pH 6,5 (mit NaOH)
sterilisiert 2 Stunden bei 90°C
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Transformation von H. salinarum
Die Transformation von Halobakterien wird nach der PEG600 Methode von Cline et al.
(1989) mit leichten Modifikationen durchgefiihat.

30 ml einer Halobacterium salinarum Zellkultur (OD 0,8-1,0) werden 5 Minuten mit
4000 Upm bei Raumtemperatur zentrifugiert und in 3 ml SPH (10 % des urspriinglichen
Volumens) resuspendiert. Zu dieser Zellsuspension werden 150 pl EDTA in SPH
zugegeben. Die Vollstindigkeit der Sphéroblastierung wird mittels Lichtmikroskop
iiberpriift.

Zur Transformation wird 40 ul DNA-SPH-L6sung (cxac) = 2 mol/l; 5 bis 10 pg gereinigte
Plasmid DNA), mit 200 ul der obigen Zellsuspension durchmischt und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Diese Losung wird vorsichtig mit 240 ul PEG-Losung
(Verhiltnis 1:1) durchmischt. Nach 20 miniitiger Inkubation wird der Ansatz mit 10 ml
REG-Losung versetzt und fiir 30 Minuten bei 40 °C inkubiert. AnschlieBend wird fiir 15
Minuten bei Raumtemperatur und 4500 Upm zentrifugiert. Das Pellet wird in 1 ml
Supportmedium mit 15 % Saccharose resuspendiert und die Zellen 48 Stunden bei 37 °C
mit 120 Upm geschiittelt.

Aliquots von 100200 ul werden ausplattiert (Platten aus Supportmedium mit
Antibiotikum) und bei 40 °C fiir 10 bis 14 Tage inkubiert.

Support Medium (Cline & Doolitle 1987)

I 1
250 g NaCl 3 g Hefeextrakt
20 g MgSO, * 7 H,0 5 g Bacto~Trypton

3 g NajCitrat * 2 H,O (15 g Bacto—Agar fiir Platten)
2g KCi ad 200 ml H,O

25ml 2 M Tris
ad 900 ml H,O
pH 74

Die Losungen I und I werden getrennt autoklaviert und nach dem Abkiihlen auf etwa
60 °C unter Riihren vereinigt.
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Sphéroblastenpuffer (SPH)
117 g NaCl

1,8 g KCl
15 g Saccharose
25 ml 2 M Tris
ad 11H,O
pH 8,75

PEG-L&sung
60 % (v/v) PEG 600 in SPH

21

Regenerationslésung (REG)
204 g NaCl
37 g MgSO,4 * 7 H,O
4¢ KCl
1g CaCl, *2 H,O
150 g Saccharose
25ml 2 M Tris
ad 11H0
pH 7.4

EDTA-L6sung
250 mM EDTA in SPH
pH 8,75



Material und Methoden

2.4 Molekularbiologische Methoden
2.4.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die Durchfiihrungen der eingesetzten Standardtechniken wie Restriktion, Klenow
Reaktion und Ligation erfolgen gem#$ Ausubel et al. (1989) oder nach Anweisungen des
jeweiligen Enzymherstellers. Die Uberpriifung der Klonierungsprodukte wird mit
Restriktionsverdau und/oder Sequenzierung durchgefiihst.

Die Plasmidisolierung aus transformierten E. coli-Zellen erfolgt mit dem QIAprep Spin
Miniprep Kit nach den Angaben des Herstellers.

Fiir die Reinigung von DNA nach enzymatischen Reaktionen bzw. Umpufferung wird das
QIAquick Nucleotide Removal Kit oder das QIAquick PCR Purification Kit verwendet.
Zum qualitativen und semiquantitativen Nachweis von DNA werden Agarosegele mit
einer Konzentration von 0.75 — 2 % Agarose in TAE-Puffer benutzt. Durch Zugabe von

Ethidiumbromid (10 mg/ml Ethidiumbromidlésung) wird die DNA im UV sichtbar
gemacht.

TAE-Puffer DNA-Probenpuffer
40 mM Tris—Acetat 50 % (w/v) Saccharose
1mM EDTA _ 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
pH 8,0 in TAE-Puffer

Herstellung des Gesamtzellextraktes von Halobacterium salinarum

Es werden 200 ul einer MPK-Zellkultur in stationdrer Phase fiir 2 Minuten mit 10000
Upm abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Dieses Zellpellet wird in 200 pl
destilliertem Wasser resuspendiert. Zur Inaktivierung von Enzymen wird der Extrakt fiir

10 Minuten auf 70 °C erhitzt. Mittels dieser Extraktherstellung wurde auch das bop/hop—
Fusionsgen nachgewiesen.
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2.4.2 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Mullis et al. 1986)
stellt eine schnelle und effiziente Methode zur gezielten in vitro Vervielfiltigung
bestimmter DNA Fragmente dar. Weiterhin kann sie zur Mutation, Fusion, als Nachweis
und in Abwandlung zur Sequenzverifizierung bestimmter DNA-Fragmente dienen.

Modifikation mittels PCR

Durch iiberhéingende Basen von sense—Primern konnen die Enden von DNA-Fragmenten
modifiziert werden. Uber eine zweite PCR lassen sich diese Uberhénge hybridisieren und
in Verbindung mit den beiden #uBeren Primern ist die Amplifizierung des
Fusionsproduktes moglich. Weiterhin kénnen die Uberhiinge so gewdhlt werden, daf
Protein—, tags*, oder Restriktionsstellen eingefiigt werden.

Zur Herstellung der Genprodukte wird das Expand-High-Fidelity—Polymerase-Gemisch,
welches sich durch eine geringe Fehlerrate auszeichnet, benutzt.

Reaktionsbedingungen
Pipettierschema:
1wl Primer I (100 pmol/ul) in TE-Puffer
1wl Primer II (100 pmol/ul) in TE-Puffer
20 ng Template (Plasmid)
10 pl PCR-Puffer (10-fach)(P2)
5ul dNTP's (je 5 mM in Tris)
1 ul Polymerase-Gemisch (Zugabe nach 3 min bei 95 °C)
ad 100 pl HxO

Thermocycler-Programm:
Denaturierung: 3 Minuten bei 95 °C vor Zugabe des Polymerase-Gemisches
35 Zyklen: 1 Minute bei 95 °C
1 Minute bei 58 °C
1 Minute bei 72 °C
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Reinigung und Klonierung von PCR-amplifizierten DNA-Fragmenten

Nach der Auftrennung der PCR-Produkte iiber ein Agarosegel und dem Ausschneiden der
Produktbande aus dem Gel, erfolgt die Reinigung mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit
nach dem Standardprotokoll des Herstellers.

Die Klonierung der gereinigten PCR-Produkte wird nach Angaben des jeweiligen
Herstellers mit dem Zero Blunt PCR Cloning Kit durchgefiihrt.

2.4.3 Sequenzieren der Plasmide

Mit dem LI-COR-System kdnnen DNA~Abschnitte von tiber 1200 bp mit einer Reaktion
sequenziert werden.

Durchgefiihrt wird das ,,Cycle Sequencing” mit der Thermosequenase. Die Markierung
der DNA erfolgt durch Verwendung von IRD800-gekoppelten Oligonukleotiden (dyed
primer method). Uber die Fluoreszenzmarkierung erfolgt die Detektion der DNA-Striinge.
Gelelektrophorese und Detektion werden mit dem LI-COR 4200 Gene ReadIR
durchgefiihrt. Die Reaktionen werden nach Herstellerangaben wie folgt angesetzt und mit
Chill-Out~-Wax tiberschichtet. 5,7 pl Plasmid in Trispuffer (100 ng-150 ng DNA pro
1000 Nukleotide) werden mit 0,7 ul 50 % DMSO und 0,6 ul Primer (2 pmol/pl) versetzt,
dieser Ansatz auf 4 ReaktionsgefdBe 2 1,5 ul verteilt und weitere 1,5 ul des jeweiligen
Reaktionsmix (G, A, T, C; 1 : 1 mit H,O verdiinnt) zugegeben.

Die Sequenzierungsreaktionen werden in 0,2 ml GefiBlen im Thermocycler in der Regel
mit folgenden Parametern durchgefiihrt:

Denaturierung: 3 Minuten 94 °C
30 Zyklen: 40 Sekunden 94 °C
40 Sekunden 50 °C
60 Sekunden 70 °C

Nach Zugabe von 3 p1 Stoppuffer wird die Probe fiir 2 Minuten bei 70 °C denaturiert.

Fir das Giessen des Gels (4,6 Piges Acrylamidgel, 66 cm lang) wird die unten
beschricbene Losung sterilfiltriert. Die Polymerisation ist nach einer Stunde
abgeschlossen. Je 1,5 bis 2.5 wl der Reaktionen werden auf das Gel nach 30 Minuten
Vorlaufzeit aufgetragen. Die Detektion erfolgt zeitgleich mit der Elektrophorese mittels
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eines Infrarotlasers bei 800 nm. Es wird mit der Software Base ImageIR 4.0 ausgewertet
(nach Angaben des Herstellers).

Sequenziergel 10x TBE-Puffer
21 g Hamnstoff 162 g Tris—Base
30,5ml H,O 27,5 g Borsdure
5ml 10x TBE-Puffer 9,3 g EDTA Na,—Salz
500 ul DMSO ad 1000 ml H,O
566 ml 40 % Acrylamid-Bis—Acrylamid
Lsg
nach Entgasen TE-Puffer
50 ul TEMED 10 mM Tris
350 ul 10 % APS 1mM EDTA
pH 8,0

2.5 Proteinbiochemische Methoden
2.5.1 Isolierung der halorhodopsinhaltigen Membranen

Die Gesamtmembranfraktion aus Halobacterium salinarum wird nach dem modifizierten
Verfahren von Oesterhelt et al. (1974) gewonnen.

Nach dem Ernten der Zellen (20 Minuten, 7000 Upm, 4 °C) werden sie in Basal-Salz—
Losung resuspendiert und nochmals zentrifugiert (s.0.). Die anschlieBende Lyse der Zellen
wird mit deionisiertem Wasser (25 ml pro 1 g Zellen), welches mit DNAse (1 mgpro 1 g
Zellen) versetzt ist, bei 4 °C iiber Nacht unter Rithren durchgefiihrt.

Die Isolierung der HR-Membranfraktion wird durch fraktionierende Zentrifugation
erreicht. Alle Schritte werden bei 4 °C durchgefiihrt.

Drehzahl in Upm  Dauer in Min.  Anzahl Membranfraktion

6000 10 1 Uberstand
8000 10 2 Uberstand
21500 120 2 Pellet
35000 120 2 Pellet

Abschliefend wird das Pellet in H,O aufgenommen (etwa 1 ml H,O pro 1 g Zellen)
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Basal-Salz—ILosung
250 g NaCl
20 g MgSO, * 7 H,O
1,5g KCl
ad 1000 ml H,O

Reinheits- und Konzentrationsbestimmung
Zur Reinheits— und Konzentrationsbestimmung von HR-Membranen wird ein UV/Vis
Spektrum gemessen. Der Anteil an nativem HR wird aus dem Verhiltnis Ajgy/Asss
ermittelt. Die Konzentration ergibt sich iiber den Zusammenhang:

c=A/¢ed
wobei € der molare Extinktionskoeffizient (M™ cm™), d die Schichtdicke (cm) und A die

Absorption ist. Der Extinktionskoeffizient schwankt je nach Milieu. So betrigt er in HR—
Membranen etwa 50000 M cm™.

2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient dazu, Proteine nach
ihrem Molekulargewicht zu trennen. Dabei verhlt sich die Wanderungsgeschwindigkeit
der Protein-SDS—Komplexe im elektrischen Feld umgekehrt proportional zum
Logarithmus der molekularen Masse des Proteins. Die Gelelektrophoresen werden in
einem diskontinuierlichen Puffer in einer vertikal angeordneten  Flachgel-

Elektrophoresekammer nach Laemmli (1970) in der Modifizierung von Hasilik und
Neufeld (1980) durchgefiihrt.

Die Acrylamidkonzentration im Sammelgel liegt bei 12 %. Die eingesetzten SDS-—

Polyacrylamidgele sind 11 cm breit und 8 cm hoch. Die Zusammensetzung ist unten
aufgefiihrt.
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Zusammensetzung von Trenn— und Sammelgel bei der SDS-PAGE

Trenngel: Sammelgel:
12 9% (w/v) Acrylamid 3,8 % (w/v) Acrylamid
0,4 % (w/v) Bisacrylamid 0,1 % (w/v) Bisacrylamid

0,1 % (w/v) TEMED
0,1 % (w/v)y APS
in Trenngelpuffer

0,1 % (w/v) TEMED
0,1 % (w/v) APS
in Sammelgelpuffer

Die in SDS—Probenpuffer vorliegenden Proteine werden 5 Minuten bei 95 °C denaturiert,

anschlieBend zentrifugiert und der Uberstand auf das Gel aufgetragen.

Die Trennung der Proben erfolgt bei 100 bis 220 V (konstante Spannung), bis die
Lauffront das untere Ende des Gels erreicht.
Das Anfirben der Gele erfolgt durch eine Comassie-Farbelosung. Nach zirka 15 Minuten
werden die Gele mit Entfarber (10 % (v/v) Essigsdure) behandelt, um unpezifische

Firbung zu entfernen.

2x SDS—Probenpuffer
125 mM Tris/HCl

4 % (wiv) SDS

10 % (w/v) B-Mercaptoethanol

20 % (w/v) Glyzerin

0,2 % (w/v) Bromphenolblau

Sammelgelpuffer
0.5 M Tris/HCI

0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8

Lauf uffer
192 mM Glycin

25 mM Tris/HC]
0,1 % (w/v) SDS
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5x Harnstoffprobenpuffer
8 M Harnstoff

0,2M Tris/HCL
2 % (wlv) SDS
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
02M DTT

Trenngelpuffer
1,5M Tris/HCl

0,4 % (wiv) SDS
pH 8,8

Coomassie—Firbelosung
0,05 % (w/v) Coomassie R250

10 % (v/v) Ethanol
25 % (v/v) Essigsdure
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2.5.3 Western—Blot—Analyse

Um die Proteine nach der SDS—-PAGE qualitativ und quantitativ zn analysieren, wird das
sogenannte Western-Blot—Verfahren (Kyhse-Anderson, 1984) durchgefiibrt. Bei diesem
Verfahren werden die Proteine auf eine Nitrocellulose— oder PVDF-Membran iibertragen,
und anschlieBend ein immunochemischer Nachweis mit Antikérpern bzw. Konjugaten
durchgefiihrt.

Auf die als Anode dienende Bodenplatte der Apparatur werden in dieser Reihenfolge vier
Lagen Whatman Blotpapier, die Membran, das Gel, und weitere vier Lagen Whatman
Blotpapier aufgelegt sowie der Deckel respektive die Kathode angelegt. Der Deckel wird
mit einem Gewicht beschwert. Die Membran und Blotpapier werden vor dem Aufbau in
Blotpuffer inkubiert.

Der Transfer der Proteine erfolgt mit konstanter Stromstérke von 1,0 mA/cm’ fiir 2
Stunden. AnschlieBend wird das Gel zur Kontrolle der Bloteffizienz mit Coomassie R 250

und die Membran mit Poncean S Losung gefdrbt. Fiir die immunochemische Detektion
wird die Membran mit TBS Puffer wieder entfzrbt.

Immunochemische Detektion

Um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen, wird die Membran anschlieBend mit
10 % (w/v) Milchpulver in TBS fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei
4 °C inkubiert.

Die Inkubation mit dem peroxidasegekoppelten Antikorper in 10 % Milchpulver erfolgt
fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur.

Nachweis von Poly-His

Der ungebundene Antikdrper wird durch Waschen der Membran (je 10 Minuten) mit
TBS-T (2x) und TBS entfernt.

Bei dem verwendeten AntikSrpern handelt es sich um einen Peroxidase gekoppelten
Antikdrper, der sich mittels Chemolumineszenz detektieren Lisst. Als Peroxidasesubstrat
wird ,,Super—Signal“ oder m»ouper Signal Ultra“ nach den Angaben des Herstellers
verwendet. Der Nachweis der Chemolumineszenz erfolgt tiber Rontgenfilme, welche je

nach Intensitét zwischen 2 Sekunden und 2 Stunden exponiert werden.
Folgende Antikdrper werden verwendet:
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Name Antigen / Epitop | Eigenschaft Herkunft | Verwendung
Anti—poly— | poly-Histidin monoklonal, IgG2a aus|Sigma 1:5000
Histidin (0—His) Maus, Peroxidase konjugiert
Blotpuffer Ponceau S—Firbeldsung
39 mM Glycin 0,2 % (w/v) Ponceau S
48 mM Tris 3 % (w/v) Trichloressigséure

20 % (v/v) Methanol

TBS TBS-T
20 mM Tris 20 M Tris
137 mM NaCl 137 mM NaCl
pH 7,4 0,1 % (v/v) Tween 20
pH 7,4

2.5.4 Solubilisierung von Halorhodopsin

Als Detergenz fiir die Solubilisierung wird Natriumcholat benutzt. Die Durchfiihrung
erfolgt unter Riihren fiir 3 Tage bei Raumtemperatur. Die Halorhodopsinkonzentration im
Ansatz wird auf 0,5 mg/ml eingestellt. Wichtig fiir den Grad der Solubilisierung ist eine
Kaliumchloridkonzentration nahe der Sittigung.

Solubilisierungspuffer
5 % (w/w) Natriumcholat

3M KCl
50 mM Tris/HCI
pH 7,2
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2.5.5 Proteinreinigung iiber hydrophobe Interaktion

Als Siulenmaterial wird HIC CI4B benutzt. Das Aquilibrieren der Saule erfolgt mit dem
Solubilisierungspuffer.

Nach dem Auftragen des solubilisierten Halorhodopsin wird mit etwa 10 Séulenvolumina
Waschpuffer gewaschen. Das Eluieren erfolgt durch Austausch des Detergenzes, wobei
die Vollstindigkeit anhand der Farbe detektiert wird.

Waschpuffer Elutionspuffer
0,4 % (w/w) Natriumcholat 1 % (w/w) n—Oktyl-B~D-glukosid
3M KCI 3M KCl1
50 mM Tris/HC1 50 mM Tris/ HCI
pH 7.2 pH 7,2

2.5.6 Proteinreinigung iiber Gelfiltrationschromatographie

Bei der Gelfiltrationschromatographie werden Makromolekiile nach Grofie und Form
voneinander getrennt. Die Trennung erfolgt von grofien Molekiilen zu kleinen, da kleinere
Molekiile, aufgrund des pordsen Saulenmaterials, eine lingere Verweildauer auf der Siule
haben.

Zur Durchfiihrung wird die Sdule mit 25 ml Gelfiltrationspuffer und einer Flussrate von
120 cm/h dquilibriert. 200 pl in Gelfiltrationspuffer solubilisiertes HR (48 Stunden, RT,
unter Rijhren; zentrifugiert bei 100000 g, 45 min) werden iiber eine Probenschleife
aufgetragen. Die Trennung erfolgt bei einer Flussrate von 30 cm/h. Als Laufpuffer dient

der Gelfiltrationspuffer. Mit Hilfe eines Fraktionssammlers werden 500 wl Fraktionen
gesammelt.

Gelfitrationspuffer (Solubilisierung, Auftragspuffer, Laufpuffer)
500 mM Na/K-PO,
3M NaCl
1 % (wiw) n-Oktyl-B-D-glukosid
pH 5,6
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2.6 Rontgenographische Methoden

Durch das Auftreffen von Rontgenstrahlung geeigneter Wellenldnge auf kristalline
Substanzen ergibt sich ein Beugungsbild mit einer diskreten Intensitétsverteilung. Diese
Intensitétsverteilung basiert auf der Interferenz der einzelnen Streustrahlen. Das
Reflexionsmuster resultiert aus der Lage der Atome in der Elementarzelle. Durch
Kombination der Intensititen bzw. deren Amplituden mit den Phasen lésst sich eine
Elektronendichteverteilung berechnen.
Die Reflexion der Rontgenstrahlen kann nach Bragg als Beugung an Netzebenen eines
Gitters beschrieben werden. Ein unter dem Glanzwinkel © einfallendes, paralleles
Rontgenstrahlbiindel der Wellenldnge A wird an Netzebenen im Abstand d zueinander
gestreut. Ein Interferenzmaximum muss stets dann zu beobachten sein, wenn die
Bedingung:

2dsin @ =nA
erfiillt ist (Betragsformal nach der Bragg’schen Gleichung), wobei n eine ganze Zahl (die
Ordnung der Interferenz) ist.
Die Bragg’sche Gleichung in Vektorform lautet:

— —_

S=G
d.h. Beugungsreflexe treten auf, wenn der Streuvektor S gleich dem reziproken
Gittervektor G ist. Im reziproken Raum wird der Gittervektor durch folgende Gleichung
beschrieben:

G=h-d*+k-b*+I-C*
wobei h, k, I die Miller’schen Indizes (diese definieren die Elementarzelle des Kristalls)
und a*, b¥, c* die Einheitsvektoren des reziproken Raumes sind.

Durch den Vergleich der obigen Beziehungen ergibt sich das Bragg’sche Reflexionsgesetz
in seiner vollstdandigen Form:

S=h-G*+k-b*+]-&*
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In dieser Arbeit wurden zunichst Beugungsexperimente an Filmen von gestapelten 2D
HR-Gittern durchgefiihrt. Die einzelnen 2D-Gitter liegen in diesen Filmen statistisch
orientiert und translationsverschoben iibereinander.

Die Auswertung der anfgenommenen Beugungsbilder beginnt mit der Indizierung der
Reflexe.

2.6.1 2D Kiristallisation von Halorhodopsin—-Membranen

Um eine in zwei Dimensionen geordnete Struktur von Halorhodopsinmembranen zu
erhalten, wird eine wissrige Losung von etwa 20 bis 30 mg/m! auf eine Glimmerscheibe
aufgetragen und bei 90 % Luftfeuchtigkeit zu einem Film eingetrocknet. Die
Glimmerscheiben weisen eine Dicke von 9 bis 12 pm auf. Die optische Dichte des Filmes
betrigt etwa 6 OD-Einbeiten.

Um definierte Umgebungsbedingungen wie pH-Wert oder Salzkonzentrationen zu
schaffen, wird der eingetrocknete Film mit etwa 50 wl einer Lsung aus 50 mM
Natriumphosphat pH 6,0 wieder angefeuchtet. Der mit der Lsung bedeckte Film wird bei
100 % Luftfeuchtigeit iiber 8 Stunden inkubiert. AnschlieBend wird die iiberschiissige
Pufferldsung abgesaugt und der Film mit einer weiteren Glimmerscheibe und einem
Gummiring abgeschlossen. Als Halterung dienen zwei Aluminiumringe, welche
verschraubt werden. Der Abstand zwischen Probe und Detektor betrigt 240 mm.

2.6.2 Berechnung der Gitterkonstanten von HR

Die Beugungsaufnahme der 2D-Kristalle im Film wird mit dem Programm Fit2D
(Hammersley, 1998) zirkular Integriert. AnschlieBend erfolgt die Indizierung der
integrierten Streuintensitéten, Anstelle des eher iiblichen Beugungswinkels 20 mit einer
bestimmten Intensitit berechnet das Programm direkt den Wert Q mit einer bestimmten

Intensitét. Der Zusammenhang von Q mit dem Streuvektor S zeigt sich in folgender
Gleichung:

Q=27:-§
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Der Streuvektor S ergibt sich iiber die Beziehung:

|§|=—§—-sin9

wobei der halbe Beugungswinkel 8 iiber den Zusammenhang:

tan 20 = Lz
L

definiert ist. Die Entfernung L ist der Abstand zwischen Probe und Detektor und r der
Radius des Beugungsringes

Die Berechnung der Gitterkonstanten ist unter anderem vom Typ des Gitters abhingig.
Fiir das hexagonale Gitter, wie im Falle der Purpurmembran, ergibt sich aus dem
Bragg’schen Reflexionsgesetz:

—2--sin6— 2
A '\/g'aBR

AR+ kP +hk

wobei a die Gitterkonstante, A die Wellenlinge und h und k die Miller'schen Indizes sind.
Fiir das tetragonale Gitter am Beispiel von HR gilt:

z.sinaz—l—m

2.6.3 3D Kristallisationsversuche von HR mit klassischen Methoden

Die Kiristallisation von Halorhodopsin-Membranen nach der ,,Sitting—Drop“~Methode
(Dampfdiffusion) wird nach der modifizierten Vorschrift von Fukuda et al. (1990) und
Kouyama et al. (1999) durchgefiihrt.

Die Kristallisation mittels Dampfdiffusion hat den Vorteil, dass sie einfach zu préparieren
ist und nur wenig Probe erfordert. Weiterhin 148t sich iiber einen breiten Parameterbereich
variieren. In einem abgeschlossenen System steht hierbei ein Tropfen Proteinlésung (140
wl) verdiinnt mit Fillungspuffer in einem Ungleichgewicht mit dem Dampfdruck des
reinen Fillungsmittels. Die Ausgangskonzentration des Fllungsmittels im Tropfen ist
geringer als die Konzentration des Fillungsmittels im Reservoir. Uber die Zeit gleichen
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sich die beiden Dampfdriicke iiber einen Wasserentzug aus dem Tropfen aus, was einer
Konzentrationserhohung des Proteins im Tropfen entspricht. Nach dem Aquilibrieren
sollte die Proteinldsung iibersdttigt sein, damit sich in Abhéngigkeit von der
Keimbildungsrate Kristalle ausbilden konnen.

Die Préparation beginnt mit der Delipidierung der HR—-Membranen durch eine Inkubation
von 30 Minuten mit der Delipidierungsldsung. Die Konzentration der HR—Mmebranen im
Ansatz betrag 5 mg/ml. Anschliefend werden die Membranen abzentrifugiert (25
Minuten, 45000 Upm, 4 °C) und mit dem Waschpuffer gewaschen (3x). Unter Riihren (48
Stunden bei 32 °C) in Solubilisierungslosung wird das HR solubilisiert. Nach dem
Zentrifugieren (6500 Upm, 4 °C) wird der Uberstand direkt zur Kristallisation eingesetzt.

Delipidierungslésung Waschpuffer
0,2 % Tween 20 0,1 M NaCl
0,1 M NaCl 50 mM Hepes

50 mM Hepes pH 8,0
pH 8,0
Solubilisierungsldsung Reservoirlosung
0,25 % Octylthioglycosid 2,0 M (NH,).SO,
1M (NH4),SO, 0,08 M Natriumcitrat
0,16 M NaCl
0,04 M Natriumcitrat
0,02 % NaN;
pH 5,2

2.6.4 Kristallisation von HR mit der kubischen Lipidphase

Um die Stabilitit der in solubilisiertem Zustand in der Regel sehr instabilen
Membranproteine zu erhShen kénnen sie in eine Lipiddoppelschicht eingebracht werden
(Newman et al., 1981; Page et al., 1988). Lipide zeichnen sich durch eine grofie Anzahl
von Phasen (u.a. lamellar, hexagonal und kubisch) aus. Bei der Interaktion von Proteinen
mit der kubischen Phase treten meistens zwei Anordnungen auf: (A) eine geschlossene
di'skontinuierliche mizellare Anordnung, in der die Lipidmizellen in einem kubischen
Gitter umgeben von Wasserbereichen vorliegen; (B) die bikontinuierliche kubische Phase
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in der die Lipide in einer kontinuierlichen Membrandoppelschicht vorliegen, welche zwei
verschiedene Wasserkanalsysteme voneinander trennt (Abb. 2—1).

Bei der Zugabe von Membranproteinlosung, oder Detergenzmolekiilen lagern diese sich
in dem Lipidbereich an. In Anordnung (A) ist die Diffusion auf einen kleinen Bereich
beschrinkt. Das System B erlaubt hingegen eine freie Diffusion von lipidloslichen
Substanzen, welche sich dann unter den geeigneten Bedingungen zu geordneten
Strukturen zusammenlagern konnen (Rummel et al., 1998).

Abbildung 2-1: Schematische Ansicht der Diffusion in diskontinuierlichen (A und C) und in
bikontinuierlichen Phasen (B und D) (aus Rummel et al., 1998)
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Das kubische Phasesystem des Lipides 1-Monooleoyl-rac-Glycerol (MO) ist ein sehr gut
untersuchtes System (Briggs et al., 1996). Genau dieses System lieferte die ersten
hochaufldsenden Kristalle des Membranproteins BR (Landau und Rosenbusch, 1996).

Um die Kristallisation durchzufiihren, wird das gereinigte und solubilisierte
Halorhodopsin (im Elutionspuffer) in einer Konzentration von etwa 3 mg/ml mit 1-
Monooleoyl-rac—Glycerol (C18:1, [cis 9]) (kurz: Monoolein, oder MO) vermischt. Die
Zusammensetzung der resultierenden kubischen Phase und die Durchfithrung der
Kristallisation ist an die Verdffentlichung von Landau und Rosenbusch (1996) angelehnt.

Die Kristallisation wird in PCR-Tubes durchgefiihrt. Das Lipid wird bei 42 °C
geschmolzen und ein Lipid/Proteinverhdltnis von 60 % zu 40 % eingestellt. Nach
Durchmischung werden die Ansétze iiber Nacht bei 24 °C gelagert.

Die Bildung von Kristallen geschieht durch den Entzug von Feuchtigkeit aus der
kubischen Phase, welcher durch Zugabe einer wasserentziehenden Substanz geschieht.

Die Geschwindigkeit des Wasserentzuges ist entscheidend fiir die Bildung von geordneten
Proteinstrukturen. Die weitere Lagerung erfolgt bei 24 °C.

2.6.5 Priparation der Kristalle fiir die Rontgenbeugungsexperimente

Um die Kristalle fiir die Rontgenbeugungsexperimente zu priparieren, wird die
Lipidphase, in der sich die Kristalle befinden, mit einer Losung von 10 mg/ml Lipase in
gesittigter Sgrensen—Salz—Losung (pH 5,0) iiber Nacht inkubiert. AnschlieBend wird die
Salzphase von der zersetzten Lipidphase durch Abschneiden getrennt und die zersetzte
Lipidphase in eine gesiittigte Sgrensen-Salz-Losung (pH 5,0) mit 20 % Glyzerin gegeben.
Die Kristalle werden dann méglichst ohne mechanischen Stress von den Lipidresten

isoliert, mit der ,,Loop-Mounting“~Methode entnommen (Teng, 1990) und im
Stickstoffgasstrom bei 100 K schockgefroren.
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2.7 Spektroskopische Methoden

2.7.1 Statische UV/Vis-Spektroskopie: Titration von HR-Membranen
mit Chlorid

Apparatur

Fir Messungen von Absorptionsspektren halorhodopsinhaltiger Membranen (HR-
Membranen) im sichtbaren und ultravioletten Wellenldngenbereich wird das Shimadzu
UV-2101PC Photometer benutzt. Es handelt sich dabei um ein Zweistrahlphotometer,
wobei ein Strahl zur Messung der Referenz benutzt wird. Die Eliminierung von
Streulichteinfliissen erfolgt durch die Verwendung einer Ulbrichtkugel.

Probenpriiparation

Die gereinigten HR-Membranen werden zur Entfernung sidmtlicher Chloridionen
mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen. Eine Verunreinigung mit Cytochrom 14t
sich allerdings durch intensives Waschen nicht beseitigen.

Die Titration kann nicht in Losung durchgefiihrt werden, da die Membranen bei einer
Salzkonzentration im Puffer von iiber 1 M aggregieren. Zur Verhinderung der
Aggregation werden zwei Arten der Probenpriparation eingesetzt:

1. Einbetten der HR-Membranen in ein Polyacrylamidgel

Es wird eine Plastikkiivette als Gussform benutzt, welche nach dem Polymerisieren des
Gels zerstort wird. Das Gel wird dann in eine Quarzkiivette iiberfiihrt. Die Durchfiihrung
der Titration erfolgt von dem Puffer mit niedrigster Chlorid-Konzentration zu dem mit
der hochsten Konzentration. Um den vollstindigen Austausch zu gewahrleisten, wird die
Probe dreimal mit dem neuen Puffer gespiilt.
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Zusammensetzung der HR-Polyacrylamidgele:
300 pl Roti-Gel 30 Mix
150 ]l HR-Membran-Lsg (cur = 3 mg/ml)
750 ul 25 mM MES-Puffer mit 1,6 M Na,SOq4
20 ul APS
1 ul TEMED
pH 6,0

2. Eintrocknen einer HR—-Membranlosung an der Wand einer Kiivette
Bei dieser Methode wird eine der inneren Winde der Quarzkiivette vorsichtig mit einer
HR-Membranlésung der Konzentration 3 mg/ml benetzt. Dieser Tropfen wird dann unter

einem leichten Stickstoffstrom getrocknet. Die Durchfiihrung der Messung erfolgt wie bei
der ersten Methode beschrieben.

Puffer fiir die Titration

Grundpuffer

25 mM MES

pH 6,0

Zusatz von 5 mM
bis 1 M Chlorid

5 mM; 10 mM;
50mM; 100 mM;
500 mM; 1 M NaCl
immer 1 M Na,SO,

Zusatz von 2 M bis
5 M Chlorid
2M;25M; 3M;
4 M; 5 M NaCl

Zusatz von 6 M bis
10 M Chlorid

3 M, 4 M; 5 M
CaCl,

Der Wechsel von NaCl zu CaCl, erfolgte aufgrund der Loslichkeitsgrenze von
Natriumchlorid, unter diesen Bedingungen bei etwa 5,5 mol/l.

Geringfiigige Schichtdickenverinderungen durch Pufferwechsel und sich leicht indernde

Position des Filmes im Messstrah! wihrend der Titrationsexperimente werden durch eine
Skalierung der Spektren ausgeglichen.
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2.7.2 Zeitaufgeloste sichtbare Spektroskopie an HR-Membranen

Apparatur

Die Detektion der zeitlichen Absorptionsinderung der HR-Membranen erfolgt mit
Weilllicht, welches in einem Spektrographen nach Wellenlingen aufgespalten und von
einem CCD~Chip detektiert wird (Abb. 2-2).

Spektrometer

optischer Aufbau MeBlichtquelle

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung der Apparatur fiir zeitaufgeloste sichtbare

Spektroskopie o
Die Apparatur ist in 3 Teilbereiche unterteilt, die {iber Faserkabel miteinander

vertbunden sind. Die Anregung der Probe erfolgt durch seitliche
Lasereinstrahlung (nicht gezeigt).

Das Licht einer Xe-Lampe wird mittels zweier Linsen in ein Glasfaserbiindel
eingekoppelt, und anschlieend iiber eine Blende ein bestimmter Bereich ausgewihlt.
Eine weitere Linse dient dazu, das daraus austretende anndhernd punktformige Licht zu
parallelisieren. Uber einen danach folgenden Verschluss kann das Licht, zum Beispiel fiir
Basislinienmessungen, abgeblockt werden. Hinter dem Verschluss befindet sich der
thermostatisierte Kiivettenhalter, in dem die Temperatur innerhalb der Kiivette, mit einem
Thermoelement, gemessen wird. Das Messlicht wird anschliefend mittels einer
Sammellinse in ein Glasfaserbiindel eingekoppelt, welches das Licht zur spektralen
Aufspaltung in einen Spektrographen (Acton) leitet. Eine CCD-Kamera von Princeton
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dient der Digitalisierung und iiber ein Kontrollgerit werden die Daten zur
Weiterverarbeitung an einen Computer {ibermittelt.

Mit der Mikrokanalplatte der CCD-Kamera ist eine Belichtungszeit von 7 ns mdglich,
durch die Intensitit des Messlichtes und des Anregungslichtes ergibt sich in der Praxis
eine minimale Belichtungszeit von etwa 500 ns.

Eine genaue Beschreibung der Apparatur und Durchfiihrung der zeitaufgeldsten
sichtbaren Spektroskopie findet sich in der Dissertation von Hehn (2000).

Probenpriparation

Die Messungen werden an HR-Membranen, welche in 7,5 % Polyacrylamid eingebettet
sind, durchgefiihrt (siehe Titration).
Die Pufferbedingungen sind identisch mit den oben beschriebenen Pufferbedingungen fiir

die Titration ohne Chlorid bzw. mit 3 M Chlorid. Auch hier erfolgt vor jeder Messung
eine Adaption mit Gelblicht.

2.7.3 Zeitaufgeloste FT-IR Spektroskopie an HR~Membranen

Apparatur

Die zeitaufgelosten FT-IR-Messungen werden mit einem Bruker IFS 66v Spektrometer
durchgefiihrt (Abb. 2-3). Ein Globar (Silizinmcarbidwendel) erzeugt durch erhitzen auf
zirka 1500 °C die IR-Strahlung. Die Probenkammer wird mit trockener Luft gespiilt, der
Rest des Gerites ist auf 4-8 mbar evakuiert. Zur Detektion der IR-Strahlung steht ein
MCT-Detektor (Hg-Cd-Te) zur Verfiignng. Die bestmbgliche Zeitauflosung betrégt bei
step~scan Messungen 5 ps. Durch einen Breitbandfilter der Firma OCLI (optical coating
laboratory inc.) kann das Schwarz—Korper-Spektrum des Globars auf den Bereich
zwischen 950 und 1950 cmi™ beschrinkt werden. Dies dient zusammen mit einer
Auflgsung von 4,5 e der Reduzierung der Anzahl der Interfero grammpunkte.

Um die Anderungen der Orientierungen der Helizes detektieren zu konnen, ldsst sich ein
Polarisator in den Strahlengang fahren, welcher fiir die Messungen parallel- oder

senkrecht—polarisiertes Messlicht selektiert. Die Orientierung parallel und senkrecht
bezieht sich auf die Einfallsebene des Messstrahls.
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Zur Anregung der Probe wird ein Nd:YAG Laser benutzt (Spectra Physics GCR 12S),
welcher einen 1064 nm Puls erzeugt, der mit Hilfe eines KH,PO,—Kristalls
frequenzverdoppelt wird. Es resultiert ein Laserpuls, welcher eine Wellenldnge von 532
nm besitzt. Die Energie des Anregungspulses wird durch ein an ein Oszilloskop
angeschlossenes Pyroelement (Radient Dyes PEM 50) kontrolliert und fiir die Messungen
auf zirka 1 mJ eingestellt. Die Zufiihrung des Laserstrahls zur Probenkammer geschieht
durch ein Faserbiindel.

Die zum Spektrometer gelieferte Software Opus ermdglicht die komfortable Steuerung
des Geriites.

Sémtliche FT-IR-Messungen an Halorhodopsin wurden in Zusammenarbeit mit C.
Bolwien durchgefiihrt. In dessen Dissertation findet sich auch eine genaue Beschreibung
der technischen Details (Bolwien, Diss, 2001).

Interferometer Vak
akuum
IFS66V M, Pumpe
[ M
vl o
ADC
T —|- R M : Spiegel
F MM : beweglicher
M, 1 Spiegel
1 MCT BS : Strahiteiler
MCT : Hg-Cd-Te—
M Detektor
M Probenkammer - ADC : Analog/Digital—
3 M M Wandler

Abbildung 2-3:  Schematischer Aufbau des Bruker IFS66V
(Modifiziert aus Bolwien, Diss, 2001)
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Die ATR-Technik

Um Membranproteine unter definierten Pufferbedingungen zu untersuchen, bietet sich die
Methode der abgeschwichten Totalreflektion (ATR = attenuated total reflection) an
(Heberle, 1999).

Uber ein Spiegelsystem wird der Messstrahl in einen ATR—Kiristall eingekoppelt. Durch
Totalreflektion wird der Strahl innerhalb des Kristalls mehrfach an der Grenzflidche zum
optisch diinnerem Medium reflektiert. Auf der anderen Seite tritt der Strahl wieder aus
und gelangt tiber ein Spiegelsystem zum Detektor (Abb. 2—4).

Faseroptik mit
Verbindung zum Laser

Plexiglasdeckel

Diamant

IR-Strahl

Abbildung 2-4:  Schematischer Aufbau einer ATR Messzelle
(Bolwien, Diss, 2001)
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Bei der Reflektion an der Grenzfléche tritt ein Teil der Intensitdt der Welle in den Raum
jenseits des Kiristalls ein, es ergibt sich eine sogenannte evaneszierende Welle. Eine direkt
auf dem Kiristall liegende Probe kann damit erfasst werden und zeigt Absorptionsbanden
im Infrarotspektrum. Die FEindringtiefe des Strahls liegt in der GroBenordnung der
verwendeten Wellenldnge, so dass bei diesem Aufbau der Einfluss der Wasserabsorption
unabhéngig von der aufliegenden Wassermenge konstant und klein ist. Aufgrund der
geringen Eindringtiefe ist ein guter Kontakt der Probe zur Kristalloberfliche ein
notwendiges Kriterium fiir diese Messmethode. Der grosse Vorteil liegt in der inhéirent
kleinen Weglénge des IR-Lichtes durch das Probenvolumen. Dadurch werden Storungen,
die durch die Absorption des Wassers verursacht werden, minimiert. Bei der
Transmissionsmessung wird dies durch sehr diinne, abgeschlossene Probenzellen erreicht,
welche wiederum den Nachteil der ungenauen Einstellung der Chloridkonzentration
haben. Somit ist der ATR—Aufbau gerade fiir die Messung der Chloridabhéngigkeit der
HR-Membranen optimal geeignet.

Probenpriparation

Es werden 5 pl einer mehrmals gewaschenen wissrigen HR-MembranlSsung (Cam) = 2
mg/ml) auf den ATR—Mikrokristall gegeben und mit einem schwachen Stickstoffstrom zu
einem homogenen Film getrocknet. AnschlieBend wird der Film mit dem jeweiligen
Messpuffer iiberschichtet, wobei durch mehrmaliges Waschen der vollstindige Austausch
und damit das Einstellen der Pufferbedingungen sichergestellt wird. Sobald der Film
vollstindig rehydratisiert ist, was iiber das IR-Spektrum kontrolliert wird, kann die
Messung begonnen werden.

Die entsprechenden Pufferbedingungen werden wie folgt erzielt: Als Basispuffer wird ein
10 mM Na/K PO,-Puffer, pH 6,0 verwendet. Die Messungen ohne Chlorid werden an
einem HR-Film, welcher von 100 % relativer Luftfeuchtigkeit umgeben ist, durchgefiihrt.
Die verschiedenen Chlorid-Konzentrationen werden iiber Zugabe von NaCl zu dem
Basispuffer erreicht. Bei Chloridkonzentrationen bis 1 mol/l wird 1 mol/l KNOj;

zugegeben, um ein Ablosen des Films zu verhindern.
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3 Ergebnisse und deren Diskussion

Das Ziel der folgenden Experimente war es, Halorhodopsin (HR) aus Halobacterium
salinarum homolog zu exprimieren und als zweidimensionales Gitter in der Membran zu
erhalten. Diese "Membranpatches" sollten gereinigt und fiir spektroskopische Zwecke
eingesetzt werden. Desweiteren galt es das Protein, zu solubilisieren und zu kristallisieren.

3.1 Fusion des HR-Gens mit dem Promotor von BR

Fiir die Expression von HR wurde dessen kodierender Bereich (inkl. Signalsequenz) (hop)
ans dem Gesamtzellextrakt von Halobacterium salinarum (Stamm MPK40) zundchst mit
den Primern FP-HR-Start und GP-HR~Stop iiber eine PCR amplifiziert (Abb. 3-1A).
Nach der Ligation in den Vektor pCR-Blunt wurde eine Transformation in kompetente
E.coli DH50, durchgefiihrt. Einzelkolonien, welche unter Kanamycinselektionsdruck
gewachsen waren, wurden angezogen und eine Miniplasmidisolierung vorgenommen. Es
handelte sich um ein 821 Basenpaare (Bp) langes Fragment. Das Konstrukt
pCRblunt_HR#3II wurde mittels Restriktionsanalyse und Sequenzierung bestitigt.

Fiir die homologe Uberexpression wurde das Gen unter die Kontrolle des natiirlichen
Promotors des Bakterioopsingens (bop) gestellt. Das 432 Bp (393 Bp bis zum ATG und
die fiir das Signalpeptid kodierende Sequenz von 39 Bp) lange Teilfragment des bop Gens
lag in einem pUC Vektor vor (Konstrukt: pUC:bopl) und wurde von Frau R. Schlesinger
zur Verfligung gestellt. Der bop Promotor ist der stirkste Promotor der vier bakteriellen
Rhodopsine aus Halobacterium salinarum und wird in der spéten logarithmischen Phase
des Wachstums der Bakterien durch Lichteinfall und Sauerstoffmangel induziert (Yang
und DasSarma, 1990, Shand und Bettlach, 1991). Nach Xu et al. (1995) befinden sich in
der Signalsequenz ungewdhlicherweise Promotorelemente die fiir die Transkription
essentiell sind. Weiterhin wurde dort gezeigt, dass dieser Sequenzbereich die Stabilitit der
mRNA erhoht. Die Signalsequenz des bop Gens wird erst kurz vor Einbau in die
Membran durch enzymatische Spaltung posttranslational modifiziert (Dunn et al., 1981,
Sechra und Khorana, 1984). Auch fiir das Fusionsgen wird eine posttranslationale
Modifikation erwartet, die zum Abschneiden der bop Signalsequenz fiihit. Das Ziel dieser
Verkniipfung war, die Expression von HR in H. salinarum auf das MaB zu erhShen, in

dem BR exprimiert wird. Damit sollte eine purpurmembranartige Anordnung erhalten
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werden. die eine einfache Isolierung im natiirlichen membrangebundenen Zustand
ermoglicht (Heymann et al.. 1993).

Die Fusion wurde mit Hilfe einer zweistufigen PCR durchgefiihrt (Abb. 3-2). Hierbei
wurden im ersten Schritt in getrennten Reaktionen die Enden der zu fusionierenden
Teilabschnitte, also zum einen des hop Gens und zum anderen des Teilfragmentes des bop
Gens. modifiziert. Die Modifikationen wurden iiber Primer mit Uberhiingen eingefiihrt.
Der Anti-sense (End-His-HR) Primer enthielt neben eines Sequenzabschnittes des hop
Gens die Kodierung fiir 6 Histidin-Reste, ein Stop-Codon und eine HindlII Schnittstelle.
Uber die Hybridisierung der modifizierten Enden und der flankierenden Primern konnte in
einer zweiten PCR die Fusion des bop Promotors mit dem hop Gen erzielt werden. Das
erhaltene PCR-Produkt wurde auf einem priparativen Agarosegel elektrophoretisch
getrennt und das gewiinschte Fragment mit einer Linge von etwa 1.4 kB daraus isoliert
(Abb. 3-1B). Bei der Bande zwischen 500 und 1000 Basenpaaren handelt es sich um
nicht-fusioniertes Teilfragment des hop Gens. Das Fusionsprodukt wurde in den Vektor
pCR-Blunt kloniert.

Zur Kontrolle des resultierenden Konstruktes 0208 _5a wurden ein BamHI/Hindlll Verdau

und eine Sequenzierung durchgefiihrt.

A B
kB M HR-Gen kB M bop-hop

2,636 «

1,018 — 1,636 —

0,506 — | 1,018~ '
0,506 —

Abbildung 3~-1: Priparative Agarosegele mit PCR-Produkten
A: HR-Gen (hop) aus H. salinarwm (Stamm MPK) amplifiziert. mutr den
Primem FP-HR-Start und GP-HR-Stop.
B: Amplifizierung der bop/hop Expressionskassette mit den Primern bop-
BamHI und  End-His—HR. Die  Bande  des gewiinschten
Amplifikationsproduktes ist durch einen Pleil markiert.
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Promotor komplementar

~ u
FPlinkHR/BR\. .~ hop komplementar
5'—| Kodierender Bereich (hop) |—3'

N
End-His-HR

Promotor komplementar— _\ GPIlinkBR/HR
hop komplementar

Fusions PCR

bop-BamHI

Kodierender Bereich (hop) =3

Fusionsprodukt End-H\i s-HR

Abbildung 3-2:  Schematische Darstellung dexr Fusion bop/hop

PCR 1 upd Il dienen zur Modifikation der Enden der jeweiligen
Genabschnitte. Mit der zweiten PCR folgt die Fusion der beiden Fragmente.
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3.2 Klonierung des bop/hop—Gens in halobakterielle Vektoren und
Transformation in H. salinarum

Die Klonierung der bop/hop-Expressionskassette in die halobakteriellen Vektoren pXL
und pHSblue (siche Anhang), wurde iiber die Schnittstellen BamHI und HindIll
vorgenommen. In den erhaltenen Tetracyclin (pXL) bezichungsweise Kanamycin
(pHSblue) resistenten Kolonien (E.coli DH5a) wurde das Fusions—Gen durch Restriktion
nachgewiesen (Abb. 3-3A) (pXL:DF#1(4): pHSblue;DF#1(8)).

Als Rezipienten fiir die Vektoren wurden die BR-negativen Halobacterium salinarum-
Stamme MPK40 und L33 gewihit.

Die Transformation erfolgte wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben iiber Sphéroplastenbildung
mit Hilfe von EDTA und PEG600. Die Integritit der Konstrukte wurde durch PCR-
Reaktion an Gesamtzellextrakten mit den Primern bop-BamHI und End-His-HR
nachgewiesen. (Abb. 3-3B).

A B

pXL.DF_ pHSblue: pXL:DF  pHSblus;
kB #1(¢) MopDrgus kB #1(4) DF#1(8)

N s
1,018 — ”;’;8 - -~
0,506 — 0,508

Abbildung 3-3: Kontrolle der Inserts
A: Kontrolle der Inserts der Vektoren pXL:DF#1(4) und pHSblue:DF#1(8).
Die auf Pfeithdhe Hegenden Banden sind BamHUVHindlH Fragmente und
entsprechen in ihrer GroBe dem bop/hop Fusionsprodukt.
B: Kontrolle der Integritit der Konstrukte nach der Transformation in
Halobakterien. Die DNA von Einzelkolonien wurde mit den Primern bop-
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3.3 Homologe Expression von HR in Halobacterium salinarum

Zur Expression des Halorhodopsins wurden Transformanden der H. salinarum Stimme
MPK40 und L33 unter Novobiocin—Selektionsdruck, zum einen in Schiittelkolben und
zum anderen im Fermenter (nur L33), angezogen. Da sich die sehr gut exprimierenden
Konstrukte pHSblue;DF#1(8)_3_MPK und pXL;DF#1(4)_2_MPK bzw.
pHSblue;DF#1(8)_2_1.33 und pXL;DF#1(4)_3_L33 bei den ersten Expressionstests sehr
dhnlich verhielten wurde spiter der Einfachheit halber nur noch das Konstrukt
pXL;DF#1(4)_3_L33 eingesetzt. Anhand der Wachstumskurven ergab sich im Mittel eine
Wachstumsdauer von etwa 60 Stunden unter sauerstoffreichen Bedingungen, bis zur
spitlogarithmische Phase (Abb. 3-4). AnschlieBend wurde die Expression unter
Reduzierung der Sauerstoffzufubr und mit der Beleuchtung durch Weisslicht fortgesetzt.
Die Dauer dieser Expressionsphase betrug etwa 80 Stunden. Nach dieser Zeit zeigte sich
fiir die optische Dichte der Expressionkultur in dem Fermenter ein abnehmender
Absorptionswert, was auf ein Absterben der Bakterien schlieBen lésst. Der Zeitpunkt der
Ermte wurde anhand der Wachstumskurven bzw. anhand der blau—violetten Verfarbung
der Zellen festgelegt. Als besonders giinstig fiir eine gute Ausbeute erwies sich das
Stehenlassen der Expressionskultur, nach der Inkubation im Schiittelkolben. Die optimale
Standzeit betrug etwa 2 bis 3 Tage bei Raumtemperatur unter der Beleuchtung mit
Weisslicht. Es ist anzunehmen, dass unter diesen extremen Sauerstoffmangelbedingungen
der bop Promotor besonders ausgeprégt induziert wird.

Bei dem Vergleich des Wachstumsverhaltens des Stammes 133 im Fermenter und im
Kolben zeigt sich ein #hnlicher Verlauf der beiden Wachstumskurven. Nach etwa 40
Stunden war im Fermenter eine ODyg von 0,65 und im Kolben eine ODyy von 0,55
festzustellen. Insgesamt liefl sich fiir die Wachstumskurve des Fermenters ein etwas
steilerer Verlauf mit im Mittel groBeren OD-Werten erkennen. Dies ist auf die optimalen
Wachtumsbedingungen im Fermenter zurtickzufiihren. Im Gegensatz zu der Schiittelkultur
wird der pH-Wert im Fermenter konstant gehalten und durch den Einstrom von Luft eine
optimale Sauerstoffzufuhr wihrend der Wachtumsphase sichergestelit.

Einen deutlich langsameren Wachstumsverlauf zeigte der Stamm MPK40 in der
Schiittelkolbenkultur. Nach 40 Stunden wurde in der MPK40-Kultur eine ODygo von 0,2

gemessen. Die gesamte Wachstumskurve verlsuft deutlich flacher als die des Stammes
L.33.
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Neben der flachen Wachstumskurve liegt ein groBer Nachteil des Stammes MPK40 darin,
dass er Bakterioruberine produziert, welche die spektroskopischen Untersuchungen und
die visuelle Kontrolle der Expression erheblich storen. Aus diesem Grunde wurde nach
dem Etablieren des Systems nur noch auf den Stamm L33 zuriickgegriffen. Auf eine
Expression im Fermenter von MPK40 wurde aufgrund der Verunreinigung des Proteins
durch die Bakterioruberine ebenfalls verzichtet. Der EinfluB der Bakterioruberine auf das
Absorptionsspektrum  zeigt sich in Abbildung 3-5. Die Absorptionsmaxima der
Bakterioruberine liegen in einem Bereich von 400 bis 600 nm und beeinflussen damit die
HR/Retinalbande, welche ein Absorptionsmaximum bei 578 nm besitzt.

1.0 T T y T T+ T+ T T 1

0.9+

0.8
0.7}
0.6}
0.5

Absorption in OD

0.4}

0.3

-—m— [.33Ferm
----g--- | 33Kolben
—A— MPK40Kolben
00 1 1 1 | 2 | 1 1 1 | ) | : 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit in Stunden

0.2}
0.1

Abbildung 3-4:  Vergleich der Wachstumskurven
® In gder Abbildung sind die Wachstumsverliufe der Konstrukte

pXL;DF#1(4)_3_L33 (Fermenter und Schiittelkolben) und
pXL;DF#1(4)_2_MPK (Schiittelkolben) dargestellt. Nach etwa 60 Stunden
wurde die Sauerstoffzufuhr reduziert.
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Abbildung 3-5:  Absorptionsspektren gereinigter HR-Membranen aus L33 und MPK40
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3.4 Isolierung und Reinigung der HR-Membranen

Die Isolierung erfolgte nach der in Kapitel 2.5.1 beschricbenen Methode fiir BR—
Purpurmembranen von Oesterhelt et al. (1974). Die Vollstindigkeit der Sedimentierung
der HR-Membranen konnte nur bei deutlich héheren Drehzahlen bzw. iiber eine
Verldngerung der Zentrifugationszeiten erreicht werden. Dies ist vermutlich auf eine
geringere Masse der einzelnen HR~Membranfragmente im Vergleich zu BR-
Purpurmembranen (BR~PM) zuriickzufiihren. Die Expressionsrate und die Qualitit des
gewonnen HR war im Vergleich zu BR deutlich herabgesetzt. So wurden aus 8 L
Kulturvolumen etwa 30 mg HR gewonnen, was in etwa der Hilfte einer BR-Expression
(Uberexpression Stamm S9: 60-80 mg) entspricht. Im UV/Vis Spektrum (Abb. 3-5) ist in
dem Bereich von 410 bis 425 nm eine Absorptionsbande zu erkennnen, die auf die
Verunreinigung durch ein bei 415 nm absorbierendes Cytochrom zuriickzufiihren ist.
Hierbei handelt es sich vermutlich um ein membrangebundenes Cytochrom B (Sumper et
al., 1976). Dieses 14Bt sich auch durch intensives Waschen der Membranen nicht
entfernen. Der  Cytochrom-Anteil hingt direkt proportional von  der
Sauerstoffkonzentration ab. Bei hohen Sauerstoffkonzentrationen wihrend der Expression
steigt der Anteil an. Selbst bei einer fiir die Expression von HR giinstigen niedrigen
Sauerstoffkonzentration 146t sich ein geringer Cytochromanteil nicht verhindern. In der
Praxis hat sich das bereits beschriebene Stehenlassen der Bakterienkultur von zwei bis
drei Tagen nach der Expression, bei Raumtemperatur, als giinstig fir einen niedrigen
Cytochromgehalt erwiesen.

Die isolierten HR-Membranen wurden zur Uberpriifung mittels SDS-PAGE untersucht
(Abb. 3-6A). Es zeigte sich, dass im Vergleich zu BR die HR-Bande bei niedrigerem
Molekulargewicht verlduft. Dies erscheint iiberraschend, da das Molekulargewicht von
HR (27,4 kDa) das von BR (26,8 kDa) um 0,6 kDa iibertrifft. Das Laufverhalten von HR
im SDS-Gel wird allerdings stark durch den extrem hohen Anteil an hydrophoben
Aminoséuren beeinflusst. Oesterhelt (1995) verweist ebenfalls auf die auch fiir ein
Membranprotein sehr hohe Hydrophobizitit von HR.

Die aus je einer Expression im Schiittelkolben und im Fermenter gewonnen E‘IR—
Membranen wurden zum Vergleich mittels SDS~PAGE untersucht (Abb. 3-6B). Es zelgte
sich fiir die Schiittelkolben~Expression eine Doppelbande auf der Hohe von 27 kDa. Dies
ist auf teilweise unprozessiertes HR zuriickzufiihren. Wahrscheinlich kann im Gegensatz

zum Fermenter, in dem wihrend der gesamten Expression  optimale
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Wachstumsbedingungen herrschen, in der Kolbenkultur aufgrund der sich dndernden
Kulturbedingungen die Protease, welche die Prozessierung der Vorldufersequenz
durchfiihrt, nicht optimal arbeiten. Im Fermenter hingegen wird das HR offensichtlich
vollstindig prozessiert, was sich in einer Bande widerspiegelt.

Um nachzuweisen, dass es sich bei der durch Coomassie-Firbung detektierten Bande um
das exprimierte HR handelte, wurde eine Western—Blot— Analyse durchgefiihrt. Mit Hilfe
eines gegen den Histidin-Tag gerichteten Antikorpers konnte das Protein iiber die 6
Histidine des C-Terminus nachgewiesen werden (Abb. 3-6C).

A B
kDa kDa M HRgHRg

Abbildung 3-6:  Analyse von HR mittels SDS-PAGE und Western-Blot
A SDS-PAGE mit Coomassie-Firbung: HR-Membranen aus L33
(Kolbenexpression) im Vergleich zu BR aus S9
B: SDS-PAGE mit Coomassie-Firbung: Verglei i
. ‘ : gleich der Expression von HR
im Schiittelkolben (HR) mit der Expression im Fermenter (HR;)
C: Wes.temwBlobAnaIyse von HR-Membranen aus der Schiittelkolben—
Expression unter Verwendung eines His-Tag-Antikorpers
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3.5 Solubilisieren von Halorhodopsin

Um das Membranprotein HR zu  solubilisieren und anschlieBend in
Kristallisationsversuchen einzusetzen, wurde zunichst versucht die fiir das verwandte BR
etablierten Methoden zu benutzen. Somit wurde als Detergenz n—Oktyl-8-D-glykosid
(OG) eingesetzt, welches im Falle des BRs nach 60 Stunden bei 4 °C zwischen 50 und 90
Prozent des Proteins solubilisiert (Dencher und Heyn, 1978). Es zeigte sich jedoch, dass
sich HR im Vergleich zu BR in Detergenzien wesentlich instabiler verhilt. Der Versuch,
HR direkt mit OG zu solubilisieren, fiihrte zu Ausbeuten von unter 10 Prozent. Weiterhin
war die Qualitét des solubilisierten HR sehr schlecht. Die Beurteilung der Qualitit erfolgte
tiber das Verhéltnis der Absorption der aromatischen Aminosduren (Aag) zur Absorption
des gebundenen Retinals in Halorhodopsin (Aszs). Das Absorptionsverhéltnis der
gereinigten HR~Membranen lag zwischen 2,0 und 3,0. Durch die Prozedur des
Solubilisierens mit OG verinderte sich das Absorptionsverhéltnis auf > 4,5. Gleichzeitig
trat bei etwa 410 nm (denaturiertes HR) eine grofle Bande auf, welche bei etwa 360 nm
(freies Retinal) eine Schulter besalf.

Eine Abtrennung des denaturierten. ~ Proteins mittels anschlieffender
Gelfiltrationschromatographie war prinzipiell moglich. Dies 146t sich an der kleinen
Absorptionsbande, die vor der Hauptfraktion nur bei der Wellenlinge von 280 nm auftrat,
erkennen (Abb. 3-7). Hierbei handelt es sich vermutlich um denaturiertes HR, oder um
eine Verunreinigung. Die Hauptfraktion des HR stellte sich nicht als einheitliches
Absorptionsmaximum dar, sondern beinhaltete verschiedene Nebenmaxima. Diese
Fraktionen wurden voneinander getrennt aufgefangen und separat weiterbearbeitet. Leider
konnte durch die Abtrennung des Fremdproteins und des denaturierten HR das
Absorptionsverhiltnis nicht verbessert werden. Dies ist nur iiber eine Denaturierung des
solubilisierten HR wihrend oder direkt nach dem Saulenlauf zu erkldren. Die
verschiedenen gesammelten Fraktionen zeigten ebenfalls keinen Unterschied in der
Stabilitit und Qualitdt. In allen drei getrennt behandelten Fraktionen wurden
Absorptionsverhéltnisse zwischen 4,5 und 5 gemessen.
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Abbildung 3-7: Gelfiltration von solubilisiertem HR
Detektiert wurden die Absorptions/Zeitverldufe der Wellenlsngen 280 nm und

570 nm.

Die schlechte Solubilisierungsrate und das schlechte Absorptionsverhiltnis konnte durch
verschiedenste Detergenzkonzentrationen, Puffersysteme und Zusitze nicht verbessert

werden.
Auch mit den Detergenzien Triton X-100 und n~Dodecyl-B—D—maltosid konnte kein zur

Kiristallisation einsetzbares HR solubilisiert werden.
Erst das Solubilisieren mit dem Detergenz Natriumcholat, der Reinigung durch die

hydrophobe Interaktions—Chromatographie und dem Eluieren durch Austausch gegen OG
(Duschl et al., 1988) fiihite zu einem Absorptionsverhiltnis von 1,7 (Abb. 3-8). Der
erzielte Reinheitsgehalt ist um 8 % hoher als in der Literatur (1,85) (Steiner und

Oesterhelt 1983) angegeben.
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Absorptionsspektrum von solubilisiertem HR

Die HR-Membranen wurden mit Natriumcholat solubilisiert und das
Detergenz iiber eine hydrophobe Interaktions—Chromatographie (HIC) gegen
OG ausgetauscht.
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3.6 Kristallisation von Halorhodopsin

3.6.1 2D—KTristalle von Halorhodopsin

Die Herstellung von Filmen aus 2D HR-Gittern erfolgte wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben.
Zur Kontrolle wurde eine BR-Purpurmembranprobe unter gleichen Bedingungen
hergestellt. Die aufgezeichneten Beugungsbilder wurden zirkular integriert und die Werte
fiir Q (Q entspricht dem Streuvektor S multipliziert mit 2rc) berechnet (Abb. 3-9A). Die
Vorgehensweise und Herleitung der Formeln ist in Kapitel 2.6.2 beschrieben. Um
herauszufinden, um welchen Gittertyp es sich handelt, wurden die Werte fiir Q gegen die
jeweilige Gitterformel, welche die Miller'schen Indizes beinhaltet, aufgetragen. Da sich
unter den vorliegenden Gegebenheiten ein linearer Zusammenhang ergibt, sollten die
Punkte, die den einzelnen Reflexen entsprechen, auf einer Geraden liegen. Diese
Bedingung lieB sich fir HR am besten mit der Annahme eines tetragonalen Gitters
erfiillen (Abb. 3-9B). Fiir BR ergab sich ein hexagonales Gitter.

Aus der Steigung der Geraden ldBt sich die Gitterkonstante a berechnen. Fiir die
Purpurmembran ergibt sich fiir agg = 62,5 A und fiir das HR~Gitter agg = 98 A.

Die publizierte Gitterkonstante fiir HR-Membranen betf'aigt 102 A (Havelka et al., 1993).
Diese wurde mittels Kryoelektronenmikroskopie ermittelt, wobei eine Auflésung von 6 A
erreicht werden konnte. Die HR~Membranen fiir diese Versuche wurden aus dem H.
salinarum Stamm D2 isoliert.

Der Unterschied der publizierten zu der aus den Ergebnissen berechneten Gitterkonstanten
betriigt 4 %. Diese Abweichung kann auf verschiedene Ursachen zuriickgefiihrt werden.
Ein Fehler resultiert sicherlich aus der Benutzung der Gitterkonstanten von BR fiir die
Eichung, da deren Fehler in die Berechnung der Gitterkonstanten von HR eingeht. Zum
anderen ergibt sich eine Veriinderung der Gitterkonstante durch unterschiedliche Wasser—
und Lipidanteile zwischen der in der Literatur eingesetzten und der in dieser Arbeit

gemessenen Probe. Gerade der Lipidanteil und die Art der Lipide kann je mnach
Préparation und Stamm stark variieren (Corcelli et al., 2000).
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Abbildung 3-9: Streuintensititen und Indizierung von 2D HR-KTristallen
A: Zirkular Integriertes Beugungsmuster von HR. Gezeigt ist die Zuordnung

der Miller’schen Indizes.
B: Lineare Abhingigkeit der Werte fiir Q zu der Formel fiir das tetragonale

Gitter.
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3.6.2 3D Kristalle von Halorhodopsin

Die Hydrophobie des Membranproteins HR erschwert die Benutzung von Systemen zur
Kristallisation, wie sie fiir wasserlosliche Proteine eingesetzt werden. Durch den Einsatz
von Detergenzien, welche sich an die hydrophoben Bereiche anlagern und damit das
Protein hydrophil machen, kénnen klassische Methoden wie zum Beispiel die ,,Sitting
Drop“~Technik zu Kristallisation von Protein/Detergenz-Mizellen benutzt werden
(Michel und Qesterhelt, 1980; Garavito und Rosenbusch, 1980). Die Ubertragung dieser
klassischen Methoden der Kristallisation 16slicher Proteine ist bisher allerdings nur fiir
einige wenige Membranproteine erfolgreich verlaufen.

Eine weitere Mdglichkeit, Membranproteine zu kristallisieren, ist die Einbettung in eine

lipidische Umgebung iiber die sogennannte kubische Lipidphase (Landau und
Rosenbusch, 1996).

3.6.3 Kristallisationsversuche mit der ,Sitting Drop“ Methode
(Dampfdiffusion)

Der erste Ansatz bestand darin, die Kristallisationsmethode fiir BR durch Dampfdiffusion
(Fukuda et al., 1990; Kouyama et al., 1999) auf HR zu iibertragen. Zur Etablierung der
Methode wurde die Kristallisation fiir BR nachvollzogen, wobei sich bereits in den ersten
Versuchen hexagonale Kristalle produzieren lieBen. Bei der Ubertragung der Methode auf
HR, zeigten sich grofle Schwierigkeiten die HR-Membranen durch n—Oktylthio-B-D-
glykosid (OTG) zun solubilisieren. Die BR-Solubilisierungsparameter (5 Tage, 32 °C)
fiihrten zu einer Denaturierung des HR, welche sich in einem Absorptionsverhilinis
Aggy/Aszg von 5,5 widerspiegelt. Durch eine anschlieBende Gelfiltration mittels FPLC
konnte das Verhiltnis der Absorptionsmaxima nicht verbessert werden. Uber die
Variation der Parameter Zeit und Temperatur konnte gezeigt werden, dass HR sehr
instabil in OTG ist. Dabei scheint schon wihrend des Vorganges des Solubilisierens ein
grofier Teil zu denaturieren. Auch der Wechsel zu dem Detergenz OG brachte keine
Verbesserung der Qualitit.

Um den ,,Stress* des Solubilisierens zu umgehen, wurden die HR—-Membranen fiir 2 Tage
bei 4 °C in Solubilisierungslosung inkubiert. Das HR befand sich nach dieser Zeit noch
immer in einer membrangebundenen Form. Die Suspension wurde dann direkt in die
Kristallisation eingesetzt. Das Ziel dieser Versuche war es, das Solubilisieren quasi im
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Kristallisationsansatz durchzufiihren und auf diese Weise sehr schonend Kristalle zu
erhalten. Angelehnt ist diese Methode an die Beschreibung von Nollert et al. (1999), der
die Kristallisation von BR in der kubischen Phase mit Detergenz ohne vorherige
Solubilisierung beschreibt. Auf das HR iibertragen blieb diese Methode bisher erfolglos.
Dies ist mit der generell sehr geringen Solubilisierungsleistung der HR-Membranen durch
OG und OTG zu erkldren, die im Kiristallisationsansatz extrem langsam bis gar nicht
erfolgen diirfte. Die Stabilitdt der HR-Membranen ist unter diesen Bedingungen sehr
hoch, was sich an 15 Monate alten Ansétzen zeigt, die noch immer die blaue Farbe von
HR aufweisen.

Ein weiterer Ansatz der verfolgt wurde, war die Benutzung von Halorhodopsin, welches
mit Natriumcholat solubilisiert wurde. Uber die HIC-S4ule wurde das Detergenz dann
gegen OG bzw. OTG ausgetauscht. Die Stabilititsprobleme bei der Priparation waren
somit behoben. Allerdings verinderte sich bereits nach 3 Tagen im Kristallisationsansatz
die Farbe des Proteins von blau nach gelb. Dies 148t auf eine Denaturierung schliefen.
Kristalle konnten leider in diesem kurzen Zeitraum nicht gewonnen werden. Auch durch
eine umfangreiche Variation der Parameter (Temperatur bei der Préparation und
Kristallisation, Konzentration des Detergenz, Pufferbedingungen) konnte die Stabilitat
nicht wesentlich erhoht werden.

3.6.4 Kristallisation von HR in der kubischen Lipidphase

Die ersten Versuche der Kristallisation von HR in der kubischen Phase bestanden erneut
darin, die Kristallisationsbedingungen und Probenpréparation von BR auf HR zu
iibertragen. Die Bedingungen von BR fiihrten fiir HR zu einer inhomogenen/faserigen
Verteilung in der kubischen Phase. Erst die Reinigung und Solubilisierung nach Dusch? et
al. (1988) fiihrte zu einer homogenen Verteilung des HRs in einem bestimmten Bereich
der kubischen Phase (Abb. 3-10). Die Verteilung dhnelte der von BR, welches zu Afxfang
ebenfalls homogen verteilt in der kubischen Phase vorliegt. Dieses kann s?nut als
Qualitiitskriterium und als notwendige Voraussetzung fiir die Kristallisation von

bakteriellen Rhodopsinen mit diesem System betrachtet werden.
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Abbildung 3-10:  Verteilung des HR in der kubischen Lipidphase
In dem PCR-Reaktionsgefill verteilt sich das solubilisierte HR homogen in
bestimmten Bereichen.

Der Wasserentzug aus der kubischen Phase, welcher fir die Kristallisation von
essentieller Bedeutung ist, geschicht bei der BR-Kristallisation mit einem Serensen—
Salzgemisch. Bei der Kristallisation von HR konnten aul diese Weise keine Kristalle
erzielt werden, und dies obwohl verschiedenste Parameter (Konzentration im Ansatz,
Mischungsverhiltnis des Salzes, Art der Zugabe) variiert wurden. Zur Findung eines
geeigneten wasserentzichenden ,Salzes” wurden umfangreiche Versuchsrethen mit den
verschiedensten Substanzen (Glyzerin, KCI, Saccharose, Sorbitol, NaAc, Na,COx, MgCl,
MgSO,. CaCl,, NH.Cl, (NH,),S0; und den Polyethylenglvkolen (PEGs) 600, 1000, 1500,
2000, 3350, 4000. 5000) durchgefihrt, Die Stabilitit des HR variierte stark in
Abhéngigkeit der zugegebenen Substanz. Durch die Zugabe von CaCl, und NH,CI
beispielsweise, wurde der Ansatz bereits nach einem Tag gelb. Die Salze KC1und MgSO,
verhielten sich dagegen wesentlich schonender, hier konnte die blaue Farbe das Proteins
noch nach 6 Monaten beobachtet werden. Erfolg stellte sich mit den Polyethylenglvkolen
als wasserentziehende Substanz ein. Die abgebildeten Kristalle von HR konnten mit
Polyethylenglykol (PEG) 3350 erhalten werden (Abb. 3-11).
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Abbildung 3-11: FIR-Kristalle in der kubischen Lipidphase

Schwierigkeit der Fokussierung,

Die ersten Keime zeigten sich bereits nach 4 Tagen. Das Ende des Wachstums war nach
etwa 3 Wochen erreicht, Die AusmaBe der groBeren Kristalle betrugen 50 x 50 x 20 um
(HxBxT). Die Kanten der Kristalle waren jedoch nicht scharf definiert, sondern eher
briichig. was sich durch Anderung der Kristallisanonsparameter nicht verhindern lieB.
Dies deutet auf Verwachsungen hin. Die Reproduktion dieser trichterformigen Kristalle
erwies sich als problemlos, allerdings zeigten alle getesteten Kristalle keine Diffraktion.

Als Ursachen fiir die schlechten Beugungseigenschaften der Kristalle kommen mehrere
Faktoren in Frage. Schnelles Wachstum kann eine Hiufung von Fehlstellen und
Fehlordnungen innerhalb des Kristallgitters bewirken. Solche Fehlstellen beenden nicht

nur das Wachstam eines Kristalls. sondern beeintrichtigen auch die Gitterordnung, was

sich wiederum ungiinstig auf die Diffraktionseigenschaften auswirkt (McPherson, 19993,
Eine Erhohune der Gitterordnung durch Verzogerung der Kristallisation konnte bisher

nicht errercht werden,
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Zwischenfazit: Die Vorteile der Uberexpression von Halorhodopsin in H. salinarum

Die Expression von HR mit Hilfe des bop—Promotors ist aufgrund der Ahnlichkeit (GC-
Anteil und Codonauswahl) der Gene optimal. Die Genprodukte BR und HR haben eine
dhnliche Sekundirstruktur. Als Kofaktor ist Retinal jeweils notwendig fiir die richtige
Faltung und Funktion des Apoenzyms. Beide Proteine haben aminoterminale
Prisequenzen, die im reifen Protein prozessiert sind. Die je nach Expressionsbedingungen
bei der SDS-PAGE auftretende Doppelbande von HR tritt bei retinalnegativen
Halobakterienzellen nicht auf. Es konnte sich dabei also um ein Vorlduferprotein handeln,
welches in Abwesenheit von Retinal nicht proteolytisch gespalten werden kann
(Hegemann et al., 1984). Fiir BR werden ebenfalls verschiedene Prozessierungsstufen des
Vorladuferproteins beschrieben (Wéhler et al., 1988).

Die Vorteile des Expressionssystems liegen in der Verfiigbarkeit grofer Mengen von HR
und in der hohen Stabilitdt durch die Umgebung der Lipide, welche wihrend der sehr
schonenden Reinigung erhalten bleibt. Dabei stieg in den Halobakterien die HR-
Konzentration durch die Uberexpression so weit an, dass sich in vivo 2D Gitter
ausbildeten. Unter diesen Bedingungen lie sich HR —hnlich wie BR— als sehr reine

Fraktion isolieren. Die Rontgenbeugungsexperimente bestitigten die gute Qualitit dieser
Isolation (Kapitel 3.6).
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3.7 Spektroskopische Untersuchungen des HR-Photozyklus

Der HR-Photozyklus wurde insbesondere beziiglich seiner Chloridabhéingigkeit mit
verschiedenen  spektroskopischen Methoden untersucht. Zundchst wurde eine
Chloridtitration ~ durchgefiihrt und die Absorptionsinderung im  sichtbaren
Wellenléingenbereich detektiert. Weiterhin wurden zeitaufgeloste Messungen des
Photozyklus sowohl im sichtbaren als auch im infraroten Wellenldngenbereich
vorgenommen. Um eine Aussage tiber die Ionenabhingigkeit treffen zu knnen, wurden
die Messungen bei verschiedenen Chloridkonzentrationen durchgefiihrt.

3.7.1 Statische UV/Vis-Spektroskopie: Titration von HR-Membranen
mit Chlorid

Wie bereits fiir solubilisiertes HR gezeigt wurde, haben Anionen beziiglich ihrer Art und
Konzentration einen Einfluss auf das Absorptionsspektrum von HR (Steiner et al., 1984
und Schobert et al., 1986). In der vorliegenden Arbeit wurden die Absorptionsspektren
von HR-Membranen bei verschiedenen Chloridkonzentrationen aufgenommen (Abb. 3—
12).
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Abbildung 3-12: UV/Vis-Spektren von HR-Membranen in Gegenwart verschiedener

Chloridkonzentrationen '
Die Spektren wurden an einem HR-Membranfilm aufgenommen. Die

Absorption bei 415 nm diente zur Skalierung der Spektren.
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Da sich bei der Durchfiihrung der Messungen geringe Verdnderungen der Schichtdicke
des HR-Membranfilmes durch Pufferwechsel und Positionierung im Messstrahl nicht
vermeiden lieBen, wurde auf die Absorptionsbande des Cytochrom B skaliert (Sumper et
al, 1976). Diese Absorptionsbande weist keine Chloridabhdngigkeit auf. Das
Absorptionsmaximum des Chromophor von HR liegt bei 580 nm. Mit steigender
Chloridkonzentration vergroBert sich die Optische Dichte am Absorptionsmaximum. Eine
Ausnahme zeigt sich in dem Absorptionsspektrum von HR bei 8 M Chlorid. Der Grund
liegt wahrscheinlich darin, dass diese Chloridkonzentration auch fiir die Halobakterien
nicht mehr physiologisch ist und somit Bindungsstellen besetzt werden, die unter
physiologischen Bedingungen nicht besetzt wiirden. Dies zeigt sich in einer deutlichen
Anderung der Absorption des Chromophor.

Die chloridabhingige Verinderung der Retinalabsorption beziiglich des chloridfreien
Grundzustandes von HR wurde durch Berechnung der Absorptionsdifferenzspektren
ermittelt (Abb. 3-13). Dies geschah durch Subtraktion des chloridfreien
Absorptionsspektrums von den chloridhaltigen Spektren.

Im sichtbaren Wellenléingenbereich lassen sich drei verschiedene chloridabhingige
Zustinde unterscheiden. Der erste zeichnet sich durch- eine negative
Absorptionsdifferenzbande bei etwa 650 nm aus, welche mit steigender
Chloridkonzentration —abnimmt. Desweiteren treten 2zwei sich iiberlagernde
Absorptionsdifferenzbanden bei etwa 540 und 580 nm auf. Bis zu einer 3 molaren
Chloridkonzentration {iberwiegt der Zustand mit einem Absorptionsdifferenzmaximum
von 540 nm. Bei héheren Chloridkonzentrationen akkumuliert sich der Zustand bei 580
nm. Dies spricht fiir eine sich ab etwa 3 M Chlorid~Ionen nochmals #ndernde Umgebung
des Retinals. Erkldrt werden kann dies mit einer Bindungsstelle fiir Chlorid in der Nihe
des Retinals, welche eine Bindungskonstante von etwa 4 mol/l besitzen muB.

Mit diesen Titrationsexperimenten konnten Einfliisse der Chloridkonzentration auf den
Grundzustand untersucht werden. Hierbei muss jedoch immer bedacht werden, dass es
sich nicht um einen homogenen Grundzustand handelt, sondern dass ein Mischzustand
zwischen etwa 80 % all-trans und 20 % 13-cis Retinal vorliegt, was die Zuordnung der
einzelnen Zustidnde erschwert.

Durch die Auftragung der Intensititen der Absorption, der Zustinde bei 540, 580 und 650
nm, in Abhingigkeit von der Chloridkonzentration lassen sich mogliche
Bindungskonstanten abschitzen (Abb. 3-14). Somit 4Bt sich folgern, dass in HR
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wahrscheinlich drei Bindungsstellen fiir Chlorid vorhanden sind, welche unterschiedliche
Bindungskonstanten aufweisen. Die erste Bindungsstelle wird schon bei sehr geringen
Chloridkonzentrationen besetzt, die Zweite hat eine Bindungskonstante von etwa 3 M
Chlorid und die dritte Bindungskonstante diirfte einen Wert von iiber 5 M Chlorid
aufweisen. Allerdings muss darauf hingewiesen werden, dass es sich hier nur um eine
Abschitzung handelt. Gerade der Wert der Bindungskonstanten mit der hochsten
Chloridkonzentration kann aufgrund des sich stark #ndernden Verhaltens der Probe bei
Chloridkonzentrationen von iiber 8 M nur sehr unzureichend bestimmt werden.

Zur weiteren Aufklirung der Chloridabhéngigkeit von HR soll der Photozyklus mittels
zeitaufgeloster Spektroskopie untersucht werden.
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Abbildung 3-13: Absorptionsdifferenzspektren  von HR bei verschiedenen

Chloridkonzentrationen _ .
Zur Ermittlung der Differenzspektren wurde das in Abbildung 3-12

dargestelite Absolutspektrum ohne Chlorid von den SpekFren mit
Chlorid abgezogen. Zuvor wurde auf die Bande bei 415 nm skaliert.
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Abbildung 3-14: Verlauf der Zustinde bei 540, 580 und 650 nm in Abhiingigkeit der
Chloridkonzentration

Die einzelnen Intensititen wurden aus den Absorptionsdifferenzspektren
(Abb. 3-13) entnommen.
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3.7.2 Zeitaufgeloste sichtbare Spektroskopie

Zur Untersuchung des HR~Photozyklus wurde zeitaufgeldste sichtbare Spektroskopie an
HR-Membranen durchgefiihit. Um die Probe anzuregen wurde ein frequenzverdoppelter
Laserpuls mit einer Wellenldnge von 532 nm benutzt. Das Absorptionsmaximum des HR—
Grundzustandes liegt bei 580 nm und ist damit 48 nm von der Anregungswellenlinge
entfernt. Dies geniigt jedoch, um fiir die Messung ausreichende Mengen HR in den
Photozyklus zu iiberfilhren. Weiterhin ergab sich so der Vorteil, dass photoinduzierte
Riickreaktionen des frithen K-Intermediates minimiert werden konnen, da dieses ein
Absorptionsmaximum bei etwa 620 nm besitzt.

Die gemessenen Absorptionsdifferenzspektren wurden als 2D-Konturdiagramm
dargestellt. Zur Unterdriickung der Rauschens wurde eine SVD Analyse durchgefiihrt
(siehe Kapitel 2.7.4). Es wurde mit zwei verschiedenen Chloridkonzentrationen gemessen,
zum einen ohne Chlorid (Abb. 3-15A) und zum anderen mit einer 3 M KCl-
Konzentration (Abb. 3-15B).

Der in Abbildung 3-15B dargestellte chloridhaltige Photozyklus verlduft deutlich
langsamer als der Photozyklus ohne Chlorid. Ohne Chlorid sind bei einer Zeit von etwa
100 us nur noch die abklingenden Intermediate zu erkennen. Es handelt sich um eine
positive Absorptionsbande bei etwa 650 nm, welche einem K-Intermediat entspricht, und
um eine negative Absorptionsdifferenzbande bei etwa 540 nm, welche auf einen
chloridfreien Grundzustand von HR zuriickzufiihren ist. Neben der deutlichen
Verzégerung des Auftretens der Intermediate tritt bei der Messung mit Chlorid ein
zusitzliches Intermediat mit einem Absorptionsmaximum von 520 nm auf. Das zeitliche
Maximum dieser Differenzbande liegt bei etwa 1 ms. Es diirfte sich damit um ein HR-L~
Intermediat handeln, welches in dem chloridfreien Photozyklus nicht durchlaufen wird.
Wie in dem chloridfreien Photozyklus tritt auch in dem Photozyklus mit Chlorid ein
friihes Intermediat auf. Dessen Absorptionsmaximum allerdings bei etwa 660 nm liegt.
Die geringere Intensitit und die Verschiebung zu hoheren Wellenldngen kann auf die
Uberlagerung mit der stark negativen Differenzbande des chloridbeladenen
Grundzustandes von HR zuriickgefiihrt werden. Diese hat ihr Absorptionsmaximum bei
einer Wellenlénge von 580 nm und einer Zeit von 500 us. .
Diese gewonnenen Ergebnisse lassen sich auf das Titrationsexperiment iibertragen. Die
durch die negativen Absorptionsdifferenzbanden beschriebenen HR-Grundzusténde treten
dort zum Teil auch als Differenzbanden auf. So sollte die bei hohen
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Chloridkonzentrationen auftretende Differenzbande bei 580 nm (siche Abb. 3-13) dem
chloridbeladenen Grundzustand entsprechen. Die bei geringen Chloridkonzentrationen
dominante Differenzbande bei etwa 540 nm sollte dem Intermediat entsprechen, welches
in dem chloridfreien Photozyklus bei 540 nm "weggeblitzt" wird. Die in der Titration
auftretende, immer negativer werdende Differenzbande bei 650 nm tritt in den
zeitaufgelosten Photozyklusmessungen nicht als negative Bande auf. Dies konnte an der
Wellenlinge des eingestrahlten Laserpulses liegen, die mit 532 nm zu weit entfernt ist fiir
eine Anregung dieses Grundzustandes.
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Abbildung 3-15: Zeitaufgelste sichtbare Differenzspektren von HR-Membranen als
2D-Konturdiagramme
A: Messung bei 1 M Na,SO,, pH 6,0 und 20 °C
B: Messung bei 3 M KCl, pH 6,0 und 20 °C
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3.7.3 Zeitaufgeloste FT-IR-Spektroskopie

Sehr detailierte Informationen lassen sich mit der IR-Spektroskopie erhalten, da durch die
Absorption des Proteins im infraroten Wellenléingenbereich Molekiilschwingungen
angeregt werden. Alle Schwingungen, die mit einer Anderung des Dipolmomentes
verbunden sind, liefern eine Absorptionsbande im Spektrum.

Zuordnung der Differenzbanden

Um den Einfluss der Chloridionen auf den Photozyklus weiter zu untersuchen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit zeitaufgeloste FT-IR-Differenzspektren aufgenommen. Die
Abbildung 3-16 zeigt ein gemitteltes Differenzspektrum zwischen 0,5 und 1,5 ms nach
dem Laserblitz. Es ist damit ein fiir das HR-L-Intermediat charkteristisches
Differenzspektrum dargestellt, wobei negative Banden den Schwingungen des
Grundzustandes entsprechen und die positiven Banden aus dem L-Intermediat von HR
resultieren. Die Zuordnung der Banden zu bestimmten Schwingungen des HRs wurde,
soweit nicht direkt angegeben, mit den Referenzen Diller et al. (1987), Rothschild et al.
(1988) und Chon et al. (1999) durchgefiihit. Aufgrund der grossen Ahnlichkeit des
Spektrums zu BR erfolgte bei der Zuordnung auch ein Vergleich mit den Daten in der
Dissertation von Zscherp (1997). Allgemein soll an dieser Stelle nochmals auf die
generelle Ahnlichkeit von HR zu BR hingewiesen werden, was sich auch in der
Nomenklatur der Intermediate wiederspiegelt, welche dem BR-Photozyklus entnommen
ist.

Im Bereich von 1700 bis 1770 cm™ werden die C=O-Streckschwingungen von
protonierten Carboxylgruppen beobachtet. Fiir das HR-L~Differenzspektrum zeigt sich
hier eine sehr schwache Verschiebebande bei 1743 (-)/1737 (+) cm™. Diese ist auf die in
der Nihe des p-Tononringes des Retinals vorhandene Asparginsidure 141 zuriickzufiih.ren
(Aspl15 in BR). Weitere wichtige Bereiche fiir die Anderungen der Proteinkonf?nnatmn
(Schwingungsmoden der Peptidbindungen) liegen zwischen 1690 und 1620 cm™ (C=O'—
Streckschwingung; Amid I) und um 1550 cm™ (C=N-Streckschwingung geko.ppe¥t mit
der N~H-Biegeschwingung in der Ebene; Amid II). Eine Differenzbande, die in diesem
Bereich genau zugeordnet wurde und nicht auf einer Amid I-Schwingung beruht, bef“m.det
sich bei 1696(-)/1687(+) o). Es handelt sich um ein durch Punktmutation
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nachgewiesenes Arginin an Position 108, welches eine wichtige Funktion beim Transport
von Chlorid besitzt (Riidiger et al., 1995).
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Abbildung 3-16: FT-IR-Differenzspektrum zur Bandenzuordnung
Gemitteltes charakteristisches Differenzspektrum fiir das L-Intermediat
von HR (0,5 bis 1,5 ms nach der Laseranregung, 3 M NaCl, pH 6,0)

Die auffdlligste Bande des gesamten Differenzspektrums ist die Ethylenbande der
delokalisierten Streckschwingung des Retinals im Grundzustand bei 1523 (=) cm™. Diese
konnte auch durch Resonanz-Raman-Messungen bestitigt werden (Bolwien, Diss, 2001).
Die Ethylenbande des I-Intermediates wurde der Differenzbande bei 1553 (+) cm™
zugeordnet, wobei diese Bande von den Anderungen in der Amid II-Region iiberlagert
wird und daher das Absorptionsmaximum aus beiden Anteilen resultiert. Das Besondere
ist, dass sich im Falle des konjugierten n—Elektronensystems des Retinals die
Schwingungsanregung im Infraroten mit der elektronischen Anregung im sichtbaren
Spektralbereich korrelieren 146t (Aton et al., 1977). Dies bedeutet, dass eine Verschiebung
zu hoheren Wellenzahlen eine Blauverschiebung im Sichtbaren ergibt. Dies zeigt sich fiir
den Fall des HR~L-Intermediates in einer Erh6hung der C=C—Streckschwingungsbande
um 30 Wellenzahlen im Infraroten und einer Absorption von 520 nm im Sichtbaren. Eine
zusdtzliche C=C-Streckschwingungsbande bei 1543 (~) cmi™’ deutet auf einen zweiten
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Grundzustand hin, der mit dem Laserblitz angeregt wurde. Dies verdeutlicht den
inhomogenen Grundzustand von HR.

Die Bande bei 1631 cm™ war ebenfalls in den Resonanz—Raman-Messungen zu
bestitigen (Bolwien, Diss, 2001). Sie wurde der C=N-Streckschwingung der protonierten
Schiffschen Base zugeordnet, welche allgemein im Bereich von 1600 bis 1650 cm™
absorbiert. Die entsprechende HR-L-Intermediatbande findet sich bei 1643 cm™ (+)
(Diller et al., 1987).

Der Fingerprintbereich zwischen 1100 und 1300 cm” enthilt die Streckschwingungen der
C-C—FEinfachbindungen des Retinals, die untereinander und mit C-H-
Biegeschwingungen in der Ebene koppeln. Die Differenzbanden des Grundzustandes
zeigen sich fiir diesen Bereich bei 1209 (-) und 1168 () cm™. Es handelt sich um
gekoppelte C—C—Streckschwingungen, welche vor allem aus den Streckschwingungen der
C-C-Einfachbindungen von Cy~Cis— und C;1-Cpo resultieren. Die dem entsprechende
positive Differenzbande des HR-L-Intermediates tritt bei 1188 cm™ als gekoppelte
Schwingung auf. Das Bandenmuster zeigt fiir den Grundzustand eine all-trans und fiir das
HR-L-Intermediat eine 13—cis—Geometrie des Retinals.

Bei 1007 cm™* absorbiert im Grundzustand lediglich die Biegeschwingung (in der Ebene)
der CH;-Gruppen des Retinals. Unterhalb von 1000 cm’ liegen die C-H-
Biegeschwingungen aus der Ebene (hydrogen out of plane; HOOP-Banden). Hier zeigt
sich eine negative Differenzbande fiir den HR-Grundzustand bei 982 cm™ und fiir das
HR_L-Tntermediat eine schwache Differenzbande bei 966 ctn™.

Zeitaufgeloste FT-IR-Differenzspektroskopie: Chloridabhiingigkeit des HR~
Photozyklus

Um die Chloridabhéngigkeit des HR—Photozyklus genauer zu untersuchen, wurden FT—

IR-Differenzspektren bei Chloridkonzentrationen von 0, 05, 1, 2, 3, 4 und 5 mol/l
ch den Vergleich der bei 1188 e aufeinander skalierten Spektren

aufgenommen. Dur
jerung auf die Bande

konnten chloridabhingige Unterschiede analysiert werden. Die Skal
bei 1188 cm™ geschicht unter der Annahme, dass dieser Zustand bei allen
Chloridkonzentrationen friiher oder spéiter von unserem erfassten Zeitbereich beobachtbar

durchlaufen wird (Abb. 3-17).
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FT-IR-Differenzspektren bei unterschiedlichen

Chloridkonzentrationen

A: Differenzspektren von HR~-Membranen bei Chloridkonzentrationen
von 0, 0.5, 1, 2, 3, 4 und 5 mol/l, 15 ps nach dem Laserblitz.
B: Wie A, jedoch 1 ms nach der Laseranregung.

In Abbildung 3-17A sind Differenzspektren gezeigt, die 15 us nach dem Laserblitz
aufgenommen wurden. Bei 0 M Chlorid sollte das Spektrum zu dieser Zeit fiir das K~
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Intermediat charakteristisch sein. Die C=C-Retinalstreckschwingungs—Differenzbande bei
1508 cm™ (+), welche der Retinalschwingung des K~Intermediates entspricht, wird mit
steigender Chloridkonzentration kleiner. Komplementér dazu steigt die Differenzbande
bei 1553 cm™(+) an. Die bereits fiir das L~Intermediat beschriebenen schwachen HOOP
Schwingungen sind zu dieser Zeit bei den Spektren mit geringer Chloridkonzentration
besonders ausgeprigt bei 981 cm™ und 965 cm™, was ebenfalls typisch ist fiir das
Spektrum des K-Intermediates, da der Chromophor verdrillt vorliegt. Auch diese HOOP
Moden verschwinden mit steigender Chloridkonzentration, was fiir ein Verschwinden des
K-Intermediates spricht.

Die Abbildung 3-17B zeigt die Differenzspektren verschiedener Chloridkonzentrationen
1 ms nach der Laseranregung. Zu dieser Zeit lassen sich auch bei geringen
Chloridkonzentrationen keine K-Intermediatanteile mehr erkennen. Die fiir das L~
Intermediat charakteristische Bande bei 1553 cm™ nimmt mit steigender
Chloridkonzentration zu. In Abhingigkeit der Chloridkonzentration findet somit eine
stirkere Anreicherung des L-Intermediates zu diesem Zeitpunkt statt.

Zur weiteren Auswertung der Chloridabhéngigkeit wurde eine SVD-Analyse
durchgefiihrt, bei der anstelle der Zeit als zweite Dimension die Cloridkonzentration
gesetzt wurde (Abb. 3-18).

Fiir die Anregung von 15 ps nach dem Laserblitz (Abb. 3-18A) zeigen sich zwei
signifikante Komponenten. Es muss beriicksichtigt werden, dass bei dem mathematischen
Verfahren der Singulirwertzerlegung nicht nach reinen Intermediatspektren getrennt wird.
Nichtsdestotrotz ~ zeigt sich eine Komponente, die unabhingig von der
Chloridkonzentration einen konstanten Anteil besitzt und eine weitere Komponente, die in
Abhingigkeit der Chloridkonzentration ansteigt.

Fiir die Zeit von 1 ms nach dem Laserblitz ergab sich nach der chloridabhéngigen SVD~

Analyse nur eine Komponente (Abb. 3-18B). Diese héngt von der Chloridkonzentration
ab, indem mit steigender Chloridkonzentration ein Anstieg erfolgt, und diirfte einer Art I~
Intermediat entsprechen. .

Sowohl fiir die frithen (15 us), als auch fiir die spéten Zeiten (1 ms) zeigt sich eine .starke
Abhingigkeit der Spektren von der Chloridkonzentration. Im Gegensatz zu der in der
Literatur beschriebenen oberen Grenze der Chloridkonzentration von 3 mol/l (Schobert et
al., 1986, Falke et al., 1984, Pande et al., 1989) zur Beeinflussung des Photozyklus,

ergeben sich auch bei 4 und 5 mol/l noch groBe spektrale Anderungen.

73



Ergebnisse und deren Diskussion

PR T N S (IR S N BT |
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

Weltenzahl in cm™

1800

2 P

1
1

2

J°r¥

3 45
PR

I

1800

1700

1600

1500

1400

1300

1200

1100

1

1000

Wellenzahl in e

Abbildung 3-18: SVD-Analyse der Chloridabhingigkeit

A: SVD-Analyse der Differenzspektren aus Abbildung 3-17, 15ps nach
der Laseranregung,

B: Wie A nur 1 ms nach der Laseranregung,
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Anderungen des Proteinriickgrates withrend des Photozyklus

Um Informationen iiber den Photozyklus von HR bei sehr hohen Chloridkonzentrationen
zu gewinnen (in der natiirlichen Umgebung herrschen iiber 4 M Chlorid, Hartmann et al.,
1980) wurden mit der ATR-Technik Differenzspektren bei 5 M Chlorid aufgenommen
und bestimmte Zeiten dieser Messungen miteinander verglichen (Abb. 3-19).

— v — T T
1700 1600 1500 1400 1800 1200 1100 1000
Wellenzaht in cm™1

Abbildung 3-19: Vergleich der FT-IR~Differenzspektren zu verschiedenen Ze.iten
Das K/L,-Differenzspektrum wurde 10 ps, das gemittelte L,—
Differenzspektrum 2 ms und das gemittelte IQ—Differenzspeku:um 15 ms
nach der Photoanregung aufgenommen. Die Messung erfolgte in: 50 mM

Na/K-POy, 5 M NaCl, pH 6,0 bei 20 °C.

Das oberste Differenzspektrum wurde nach 10 ps, nach der Laseranregung aufgenommen.
Das Spektrum enthilt hauptsiichlich eindeutige L-Banden, wie zum Beispiel die der
C=C-Retinalstreckschwingung bei 1554 cm™, welche auch hier von der Amid-TI-Bande
iiberlagert ist. Weiterhin lassen sich schwache Anteile des K-Intermediates erkennen,
welche in der Region zwischen 950 und 1000 cm™ auftauchen. Bei dieser hohen
Chloridkonzentration zeigt das Differenzspektrum schon zu friihen Zeiten Charakteristika
des L~Intermediates.

Fiir die Zeit von 2 ms nach der Photoanregung zeigt sich ein Differenzspektrum (mittleres
Spektrum der Abbildung 3-19), welches einem L~Intermediat mit den oben
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beschriebenen charakteristischen Banden entspricht. Das Differenzspektrum, welches zu
der Zeit von 15 ms aufgenommen wurde (unteres Spektrum der Abbildung 3-19), liegt
zeitlich am Ende des Photozyklus. Hier zeigen sich gegeniiber dem friiheren
Differenzspektrum (nach 2 ms) kaum Anderungen in den fiir das Retinal spezifischen
Differenzbanden. GroBe Anderungen treten jedoch in der Amid-I-Region in den Banden
bei 1656 cm™ (-) und 1644 cm™ (+) auf. Dies ldsst auf eine Anderung des
Proteinriickgrats schlieBen. Da es sich aufgrund der gleichbleibenden Retinalkonformation
nicht um ein neues Intermediat (Definition an BR angelehnt) handelt, ist es sinnvoll, zwei
Zustiande des L-Intermediates anzunehmen (Vgl. BR: M, und M,).

Im folgenden werden Untersuchungen beziiglich der Unterschiede von L; und I,
dargestellt. Das L,-Intermediat findet sich besonders ausgeprigt bei einer
Chloridkonzentration von 5 mol/l. Der Vergleich der zeitlichen Entwicklungen der

Banden bei 1554 cm™ (L-Bande) und 1656 cm™ (Amid-I-Bande) bei 3 mol/l und 5 mol/l
Chlorid macht dies deutlich (Abb. 3-20).
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Abbildung 3-20: Vergleich der zeitlichen Verliiufe spezieller Differenzbanden bei 0 und 3
mol/l Chiorid

A: Ve'rgleich der zeitlichen Verldufe der Differenzbanden bei 1554 cni™.
B: Wie A jedoch die Differenzbanden bei 1654 cm™.
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Der vordere Bereich der L-Bande bei 1554 cm’ (Abb. 3-20A) ist bei beiden
Konzentrationen in etwa identisch, allerdings erreicht die Bande bei hoheren
Chloridkonzentrationen ein groBeres Absorptionsmaximum zu einer spéteren Zeit. Die
Anderungen in der Amid-I-Bande bei 1656 cm™ (Abb. 3-20B) finden bei einer 3
molaren Chloridkonzentration friiher statt und sind deutlich weniger ausgeprigt, als in der
5 M Chloridmessung, bei der zusétzliche Anderungen detektiert werden.

Die Auswirkungen der Chloridkonzentration werden in der abschlieBenden Diskussion
betrachtet.

L 1 1 1 1 " L L 1
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100
Wellenzahl in cm™

' IS S S P P .

—-g-pol
~—p-pol

n ] L 1 3 ] 1 (] L 1 n
1700 1600 1500 1400 11300 1200 1100
Wellenzahl in cm”

Abbildung 3-21: Differenzspektren von L; und L, mit s— bzw. p-polarisiertem Licht

emessen _
i: Differenzspektram von Ly (2 ms nach dem Laserblitz)

B: Differenzspektrum von L, (15 ms nach dem Laserblitz)
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Um die Anderungen zwischen den Intermediaten HR-L; und HR-L, (Abb. 3-19)
zuzuordnen, wurden Messungen bei hoher Chloridkonzentration (5 M) mit polarisiertem
Licht durchgefiihrt (Abb. 3-21). Durch die bevorzugt parallele Anordnung der HR-
Membranfragmente — wie BR-Purpurmembranen — zur Oberfliche des ATR-Kristalls,
steht das Ubergangsdipolmoment senkrecht zur Kristalloberfldche, und dadurch lassen
sich Anderungen der Amid-I-Region mit parallel polarisiertem Licht deutlich besser
detektieren als mit senkrecht polarisiertem Licht (Marsh et al., 2001).

Die Spektren in Abbildung 3-21 A bzw. B wurden nach einer Zeit von 2 ms (L;) und 15
ms (L,) nach der Laseranregung detektiert. Die in L, hinzukommenden Banden weisen
einen deutlichen Dichroismus auf. Es handelt sich somit mit hoher Wahrscheinlichkeit um
Amid-I-Banden von o—Helices, welche parallel zur Membrannormalen angeordnet sind
und sich in diesem Intermediat verdndert haben.

3.7.4 Vergleich der Kinetiken der FT-IR Messungen mit den sichtbaren
Daten

Um die zeitliche Entwicklung der Spektren der IR-Messungen und der sichtbaren
Messungen jeweils mit und ohne Chlorid miteinander zu vergleichen, wurde fiir die
Messungen mit einer Chloridkonzentration von 3 mol/l die zeitliche Entwicklung der
Bande bei 588 nm (Sichtbar) und die der Bande bei 1523 cmi! (IR) gegeniiber gestellt.
Die Differenzbande bei 588 nm ist die groBte negative Bande im Spektrum (Abb. 3-14B)
und kann dem chloridhaltigen Grundzustand zugeordnet werden. Die negative IR—
Differenzbande bei 1523 cmi™ entspricht der C=C-Streckschwingung des Retinals des
HR~Grundzustandes. Fiir die Messungen ohne Chlorid wurde der Vergleich zwischen der
Differenzbande im Sichtbaren bei 538 nm und im Infraroten bei 1523 cm™ vorgenommen
(In den FT-IR-Differenzspektren 148t sich keine Verschiebung zu hdheren Wellenzahlen
gegeniiber dem chloridhaltigen Grundzustand erkennen.). Da sich die Differenzbanden im
Sichtbaren hauptséchlich auf das Retinal beziehen und im IR die C=C—Retinalschwingung
beriicksichtigt wird, sollten die Zeitverlsufe nach Skalierung der Banden aufeinander fiir

die jeweiligen Chloridkonzentrationen sehr #hnlich sein. Dies 14Bt sich auch bestétigen
(Abb. 3-22).
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Abbildung 3-22: Vergleich der Zeitverliufe von charakteristischen infraroten und

sichtbaren Differenzbanden
A: Vergleich der aufeinander skalierten Differenzbanden bei 538 nm und

1523 cm™ (ohne Chlorid).
B: Vergleich der aufeinander skalierten Differenzbanden bei 588 nm und

1523 cm™ (3 M Chlorid).

Abbildung 3-22 zeigt, dass — wie erwartet — die Zeitverldufe fiir die jeweiligen
Chloridkonzentrationen sehr dhnlich sind. Daneben wird hier die schon in den 2D-
Konturdiagrammen offensichtliche Verzogerung des chloridhaltigen Photozyklus (Abb.
3-15B) besonders deutlich. Um diese zu quantifizieren, wurden iiber die Anpassung durch

Exponentialfunktionen Zeitkonstanten berechnet (Tabelle unten).
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Zeitkonstanten der Anpassung von 2 bzw. 3 Exponentialfunktionen

Sichtbar IR (Bolwien, Diss, 2001)
OMKCI [1,=1,8ms 11=13,2 ms

T, =230 us T, =280 us
3MKCI |1, =43 ms T =28 ms

T,="7,2 ms T, =5,8 ms

T3 = 240 us T3 =270 us

Bei der Singuldrwertzerlegung (Press et al., 1992) der zeitaufgeldsten Differenzspektren
im Sichtbaren zeigte sich, dass sidmtliche relevanten Informationen sowohl fiir die
chloridhaltigen als auch fiir die chloridfreien Messungen bereits in den ersten zwei SVD-
Komponenten enthalten sind. Bei der Anpassung von Exponentialfunktionen an die ersten
zwei Komponenten von S*V' finden sich geeignete Losungen mit 2 bzw. 3
Exponentialfunktionen.

Fiir die Messungen im Infraroten wurde ebenfalls eine SVD-Zerlegung vorgenommen
(Bolwien, Diss, 2001). Hier zeigte sich fiir die Messungen ohne Clorid ebenfalls eine
Anpassung von 2 Exponentialfunktionen in die ersten 2 SVD—Komponenten. Fiir die
Messung mit einer Chloridkonzentration von 3 mol/l fanden sich auch in der dritten SVD-
Komponente noch Informationen, so dass diese ebenfalls bei der Anpassung durch
Exponentialfunktionen beriicksichtigt wurde. Fiir eine gute Anpassung waren aber auch
hier drei Exponentialfunktionen ausreichend. Die sich ergebenden Zeitkonstanten
stimmen sehr gut mit denen der sichtbaren Daten iiberein.
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4 AbschlieBende Diskussion der spektroskopischen
Ergebnisse

Die lichtgetriebene Anionenpumpe Halorhodopsin wurde kloniert, exprimiert, kristallisiert
und spektroskopisch untersucht. Die einzelnen Resultate wurden bereits direkt in
Verbindung mit den Ergebnissen diskutiert. In diesem Abschnitt sollen die iibergreifenden
Zusammenhénge hergestellt werden. Auf der Basis der spektroskopischen Ergebnisse
wird ein Modell fiir den Photozyklus entwickelt. Dabei spielt die Abhingigkeit des
Photozyklus von der Chloridkonzentration eine wichtige Rolle. Daneben werden
Uberlegungen zum Pumpmechanismus im Zusammenhang mit den Proteinstrukturdaten
und den spektroskopischen Daten aus der Literatur diskutiert.

4.1 Chloridabhingigkeit des HR-Photozyklus

Die Chloridabhéngigkeit des Photozyklus von HR aus H. salinarum ist bereits vielfach
untersucht worden (Tittor et al., 1987; Zimanyi und Lanyi, 1989; Oesterhelt et al., 1985;
Lanyi und Vodyanoy, 1986; Ames et al., 1992). Allerdings sind viele Details dieses
Photozyklus unklar bzw. widerspriichlich. So wurde eine Abhingigkeit des HR-L-
Intermediates von der Chloridkonzentration in der Form gezeigt, dass die Bildung von der
Chloridbindung abhingt (Tittor et al., 1987). In einer anderen Untersuchung konnte dieser
Effekt dagegen nicht beobachtet werden (Zimany und Lanyi, 1989). Einige Studien
zeigen, dass die Amplituden des HR-L-Intermediates und des HR-O-Intermediates
umgekehrt proportional mit der Chloridkonzentration variieren, in dem das Gleichgewicht
zwischen den Intermediaten HR-L und HR-O mit steigender Chloridkonzentration in
Richtung HR-L-Intermediat verschoben wird (Oesterhelt et al., 1985; Lanyi und
Vodyanoy, 1986; Tittor et al., 1987; Zimanyi und Lanyi, 1989; Ames et al., 1992). Daher
wird angenommen, dass die Abgabe des Chloridions in diesem Schritt erfolgt. Im
Gegensatz zu allen anderen, konnte in einer Untersuchung beobachtet werden, dass die
Geschwindigkeitskonstante des Zerfalls des HR-O-Intermediates zum HR~Grundzustand
mit steigender Chloridkonzentration abfillt (Ames et al., 1992). .

Diese Unstimmigkeiten sind zum Teil auf die Unterschiede der Probenpréparationen
zuriickzufiihren, da es sich bei allen Untersuchungen vor 1993 um Messungen an
solubilisiertem oder an mit Lipiden rekonstitujertem HR handelt. Dieses liegt durch die
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Reinigungsprozedur nicht mebr in der natiirlichen Lipidumgebung vor. Auch bei der
Rekonstitution mit Lipiden aus Halobakterien ist nicht sichergestellt, dass so die gleichen
Lipide das HR umgeben wie in der natiirlichen Membran., Weiterhin ist es schwierig, bei
dieser Art der Probenpriparation die Chloridkonzentration exakt einzustellen. Durch die
Moglichkeit der Uberexpression von HR in H. salinarum und der schonenden Reinigung
unter Erhalt der natiirlichen Lipide wurde die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse
erhdht (Heymann et al., 1993).

Aus den in dieser Arbeit gezeigten Daten ergibt sich, dass ein chloridfreier — exakterweise
muss drauf hingewiesen werden, dass bei einer starken Bindung des Anions an HR eine
minimale Chloridmenge vorhanden sein kann — und ein chloridhaltiger Photozyklus von
HR existieren. Besonders deutlich zeigt sich dies durch das Auftreten eines Intermediates
mit einem Absorptionsmaximum von 520 nm im Verlauf des chloridhaltigen Photozyklus,
welches bei den Messungen ohne Chlorid gar nicht auftaucht (Abb. 3-14). Fiir das
Durchlaufen des physiologischen HR-Photozyklus scheint eine bestimmte Chloridmenge
(oder Menge an anderen transportierbaren Ionen) nétig zu sein. Dies zeigt sich auch in den
Ergebnissen der SVD-Analysen, bei denen fiir die Messungen bei 0 mol/l Chlorid zwei
Exponentialfunktionen und bei den Messungen mit 3 mol/l Chlorid drei
Exponentialfunktionen benétigt werden. Eine weitere Evidenz liegt in der Linge der
beiden Photozyklen. Der Photozyklus ohne Chlorid verlsuft wesentlich schneller, wie an
der letzten ermittelten Zeitkonstante von 3,2 ms zu erkennen ist.

In FT-IR-Differenzexperimenten wurde die Chloridabhingigkeit der einzelnen
Intermediate in feinerer Abstufung herausgearbeitet. Ahnliche Fragestellungen wurden
auch schon an anderer Stelle untersucht (Rothschild et al., 1988; Walter und Braiman,
1994; Braiman et al., 1994; Mitrovich et al., 1995; Riidiger et al., 1995; Dioumaev und
Braiman, 1997; Chon et al, 1999; Hutson et al, 2001). Allerdings sind in der
vorliegenden Arbeit erstmals zeitaufgeldste FT-IR—Messungen an HR-Membranen mit
der ATR-Technik durchgefihrt worden. Deren Vorteile, vor allem beziiglich der
Einstellung definierter Bedingungen, wurden bereits in Kapitel 2.7.3 herausgestellt.

Die FT-IR-Differenzexperimente (Abb. 3-17) zeigen, dass der Anteil des HR—K-

Intermediates mit steigender Chloridkonzentration kontinuierlich abnimmt. Dieses konnte
zwei Ursachen haben:
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1. Das HR-K-Intermediat wird beim Ubergang vom chloridfreien zum chloridhaltigen
Photozyklus gar nicht mehr durchlaufen.

2. Der Zerfall des HR-K-Intermediates wird mit steigender Chloridkonzentration
beschleunigt und 148t sich deshalb innerhalb der méglichen Zeitauflésung nicht mehr
detektieren.

Wahrscheinlich ist die zweite Vermutung zutreffend, da mit elektrischen Messungen auch
bei hohen Chloridkonzentrationen ein HR-K-Intermediat detektiert wird (Varo et al.,
1995; Okuno et al., 1999). Der bei steigender Chloridkonzentration beschleunigte Zerfall
des HR-K-Intermediates fiihrt zu einer schnelleren Bildung des HR-L-Intermediates
(Abb. 3-17). Aus dieser Chloridabhingigkeit l4sst sich schlieBen, dass bei der Bildung des
HR-IL-Intermediates ein Chloridion aus der Umgebung aufgenommen wird. Mit
steigender Chloridkonzentration ist die Wahrscheinlichkeit der Besetzung der
Bindungsstelle erhéht, damit kommt es in diesem Schritt zu einer Beschleunigung des
Photozyklus.

Bei einer Chloridkonzentration von 5 mol/l ldsst sich zu spiten Zeiten ein Intermediat
detektieren, welches sich in den Retinalbanden nicht von dem HR-L-Intermediat
unterscheidet. Es weist allerdings signifikante Anderungen im Bereich der Proteinbanden
auf und wird deshalb als HR-L,-Intermediat bezeichnet. Da die Akkumulation nur bei
sehr hohen Chloridkonzentrationen erfolgt, ist dieses Intermediat wahrscheinlich an der

Chloridabgabe beteiligt.
4.1.1 Entwicklung eines chloridfreien Photozyklus-Modells

Zunsichst wird der Photozyklus ohne Chlorid betrachtet, dessen Ablauf in der Literatur

wie folgt beschrieben wird:

HRs5; — HRgp — HR-Kg — HRs65

(Tittor et al., 1987; Polland et al., 1985 und Lanyi und Vodonoy, 1986).
Bei dieser lichtgetricbenen Reaktion wird von dem chloridfreien Grundzustand HRses

ausgegangen, welcher eine dem chloridbeladenen Grundzustand HRsy identische all-
trans—Retinalkonformation aufweist (Lanyi und Vodonoy, 1986). Der chlondfre.1e
Grundzustand reagiert nach 5 ps zu einem HR¢o—Intermediat (Polland et al., 1985). Die
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Weiterreaktion zum chloridfreien Grundzustand erfolgt iiber ein HR—Kgy—Intermediat
(Tittor et al., 1987).

Bei einem Vergleich mit den in der vorliegenden Arbeit, mittels zeitaufgeloster sichtbarer
Spektroskopie, gemessenen Daten zeigt sich eine Blauverschiebung des chloridfreien
Grundzustandes um 25 Wellenzahlen zu 540 nm auf (Abb. 3—-15A). Diese Verschiebung
konnte zwei Ursachen haben. Entweder beeinflusst die positive Differenzbande bei etwa
640 nm die Lage der negativen Differenzbande. Oder es handelt sich um einen anderen
chloridfreien Grundzustand, welcher durch seine Nidhe zum Absorptionsmaximum der
eingestrahlten Laserwellenldnge angeregt wird. Da die Retinalkonformation des
Grundzustandes von HR sich nicht durch Lichtadaption vereinheitlichen lisst (in BR lasst
sich der Grundzustand zu 100 % all-trans iiberfiihren; in HR bleiben 30 % 13-cis—Retinal
erhalten, Hegemann et al.,, 1985), konnte es sich um die Anregung eines 13—cis—
Photozyklus handeln.

Das in der Literatur beschriebene, nach 5 ps auftretende frithe Intermediat HRgg liegt
auBerhalb der Zeitauflssung der Apparatur und kann somit nicht detektiert werden. Das

spétere rotverschobene K-Intermediat wird hingegen als abfallende Differenzbande bei
640 nm beobachtet (Abb. 4-1).

HRs40 (13cis, 15syn)

h

\%
3cis, 15anti)

HR—-Kgs0 (13cis, 15anti)

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung des Photozyklus aus den in dieser Arbeit
vorliegenden Daten
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In den statischen Titrationsexperimenten (Abb. 3-13) findet sich eine chloridfreie
Grundzustandsdifferenzbande bei etwa 650 nm. Vielleicht vermag auch dieser einen
Photozyklus zu durchlaufen, welcher aber durch das Absorptionsmaximum des
Laserpulses nicht angeregt wird. Die Grundzustandsbande bei etwa 540 nm 1:Bt sich als
negative Differenzbande im Titrationsexperiment nicht detektieren. Eine Ursache hierfiir
konnte die Uberlagerung durch die positiven Differenzbanden in diesem Bereich sein. Ob
der Zustand mit der negativen Absorptionsdifferenzbande bei 650 nm tatsichlich einen
Photozyklus durchléuft, bedarf noch der Kldrung.

Eine Evidenz fiir das Vorhandensein von zwei, mit unterschiedlicher
Chloridkonzentration unterschiedlich stark ausgeprigten, Grundzustinden zeigt sich in
den FT-IR-Messungen. Gerade bei geringer Chloridkonzentration ist neben der C=C-
Streckschwingungsdifferenzbande bei 1523 cm™' auch noch die negative Differenzbande
bei 1543 cm™ zu detektieren (Abb. 3—-17). Diese diirfte der C=C—Streckschwingung eines
gegeniiber dem ersten Grundzustand blauverschobenen zweiten Grundzustandes
entsprechen.

Aus den Messungen ergibt sich somit ein Schema, in dem der chloridbeladene
Grundzustand mit dem chloridfreien in einem chloridabhingigen Gleichgewicht steht
(Abb. 4-1).

4.1.2 Entwicklung eines chloridhaltigen Photozyklus—Modells

Von physiologischer Bedeutung ist nur der HR-Photozyklus mit Chlorid, da H. salinarum
obligat etwa 4 M Chlorid bendtigt. Aus der Literatur stellt sich der Photozyklus

zusammenfassend wie folgt dar:
HRs75 — HR—KGQ() — HR-Lsy & HR-O¢4y — HRs45 <> HRsy5

Die Gleichgewichte zwischen den Intermediaten HR-L und HR-O bzw. HRsgs und HRs7s
sind chloridabhingig. Das Intermediat des HRsgs ist aus rein mechanistischen
Uberlegungen in den Photozyklus eingefiihrt worden, um nicht die Riickisomerisierung
des Retinals zu all-trans und die Chloridaufnahme von der extrazelluldren Seite als
konzertierte Reaktion beim Ubergang von HRgyo zu HRsyg annchmen zu milssen
(Oesterhelt et al., 1985; Tittor et al., 1987; Zimanyi et al., 1989).
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Die in den hier vorliegenden zeitaufgeldsten sichtbaren Messungen von HR-Membranen
mit Chlorid detektierten Intermediate sind:

HRs3 — HR-K640 — HR—Lszo — HR573.

Das Absorptionsmaximum der Absorptionsdifferenzbande des HR-K—Intermediates liegt
um 40 Wellenzahlen weiter rotverschoben als das entsprechende in der Literatur
beschriebene Intermediat. Dies diirfte an der sehr ausgeprigten negativen Differenzbande
bei 578 nm liegen, welche die benachbarte Bande iiberlagert und somit das
Absorptionsmaximum zu héheren Wellenldngen verschiebt. Dieses Problem wir in den
Verdffentlichten Daten durch andere Messtechniken umgangen.

Weitere Untersuchungen des HR-Photozyklus haben die Aufklirung eines
Zwischenzustandes beim Ubergang vom HR-K-Intermediat zum HR-L-Intermediat
ergeben (Zimanyi et al, 1989). Dieses Intermediat wird als HR-K/L bezeichnet.
AuBerdem wurde eine Unterteilung des Intermediates HR-L in die zwei Zustdnde HR-L,
und HR-L, vorgenommen (Chon et al., 1999). Diese Unterteilung wurde bereits 1986 von
Oesterhelt et al. gefordert, um den Mechanismus der Ionentranslokation erkldren zu
konnen. In den gemessenen FT-IR-Differenzspektren (Abb. 3-19) 14Bt sich ebenfalls ein
Mischzustand erkennen, welcher hier als HR-K/L; bezeichnet wird und dem von Zimanyi
et al. (1989) gefundenen HR-K/L zugeordnet werden kann. Auch die beiden Zustinde des
HR~L~Intermediates lassen sich in den FT-IR-Differenzspektren (Abb. 3-19 und Abb.
3-20) erkennen. Der Ubergang des HR-L,—Intermediates zum HR-L,—Intermediat kann
mit dem Ubergang des BR-M;-Intermediates zum BR-M,-Intermediat verglichen
werden. In BR beinhaltet dieser Schritt Strukturdnderungen des Proteinriickgrats (Sass et
al, 1997). Diese Strukturinderungen dienen dazu, die Zuginglichkeit des
zytoplasmatischen und des extrazelluliren Halbkanals zu #ndern. Auch in HR beinhaltet
dieser Schritt Konformationsinderungen des Proteinriickgrates, wie sich durch die
polarisierten FT-IR-Messungen an HR-Membranen zeigen lisst (Abb. 3-21). Auf diese
Anderung, welche vielleicht entscheidend ist fiir die Abgabe des Chlorid-Ions in das
Zytoplasma, wird in den Uberlegungen zum Pumpmechanismus niher eingegangen.

Das in der Literatur beschriebenen HR—O-Intermediates konnte in den durchgefiihrten
Messungen weder im Sichtbaren noch im Infraroten detektiert werden. Da es sich hier
nicht um ein Problem der Auflosung handelt, diirfte die Existenz fragwiirdig sein.
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Ebenfalls kein HR-O-Intermediat — zumindest bei héheren Chloridkonzentrationen —
wurde auch in anderen Untersuchungen gefunden (Varo et al., 1995; Hutson et al., 2001).
In den Untersuchungen von Hutson et al. (2001) findet sich zudem noch kein HR-L,~
Intermediat, was auf die mit etwa 2 mol/l zu geringe Chloridkonzentration zuriickzufiihren
ist.

4.2 Uberlegungen zum Pumpmechanismus

Um den Pumpmechanismus von HR zu verstehen, ist es notig, den genauen Weg des
Chlorid-Tons, vom extrazelluliren in den zytoplasmatischen Raum, zu kennen.
Argininreste sind als mogliche Bindungs— bzw. Interaktionspartner gut geeignet, da sie
stark basischer Natur sind und eine hohe Ionisationsenthalpie aufweisen. Weiterhin ist die
positive Ladung deutlich besser delokalisiert als in Lysinresten, so dass keine
Neutralisierung durch negativ geladene Carboxygruppen notwendig ist. Die Argininreste
der HR-Struktur (Kolbe et al., 2000) sind in Abbildung 4-2 dargestellt. Weiterhin
konnten anhand der Strukturdaten mit dem Programm spdbv3.7 die elektrostatischen
Potentiale berechnet werden (Abb. 4-2). Eine Chloridbindungsstelle findet sich in der
Kristallstruktur direkt neben der Schiffschen Base. Das Chlorid-Ton befindet sich
zwischen der protonierten Schiffschen Base und der Guanidino-Gruppe von Arg'®.
Das Anion bildet weder direkt zum Retinal, noch zu Arg108
Wasserstoffbriickenbindung aus. Eine weitere nicht identifizierte Chloridstelle wird an der
Oberfliche der extrazelluliren Seite postuliert (Schobert et al., 1986). Okuno et al. (1999)
gehen sogar von zwei Bindungsstellen an der extrazelluliren Oberfléiche aus. Die
Bindungskonstanten werden im Abgleich mit anderen Untersuchungen (Schobert et al.,
1986; Falke et al., 1984) mit 60~100 mM und 5 M fiir die beiden Bindungsstellen an der
extrazelluliren Oberfliche und 20 mM fiir die Bindungskonstante in der Néhe des
Retinals angegeben. Daneben wird eine Bindungsstelle auf der zytoplasmatischen Se?ite,
mit einer Bindungskonstanten von 7 M, postuliert. Da die Kristalle bei einer
Chloridkonzentration von 3 M gewachsen sind, ist die Nichtbesetzung der Bindungsstelle
mit einer Bindungskonstanten von etwa 100 mM an der extrazelluldren Oberfléche
iiberraschend. Mbglicherweise wird die Bindungsstelle aufgrand der Molekiilkontakte

durch die Packung im Kristall, ,,neutralisiert” und damit abgesattigt.

eine
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zytoplasmatisch

extrazellular

Abbildung 4-2: HR-Modell zur Erklérung des Pumpmechanismus
Das HR-Modell basiert auf den Daten von Kolbe et al., 2000. Die

elektrostatischen Potentiale (blau: +; rot: -) wurden mit dem Programm
spdbv3.7 berechnet.

Die Wiederbesetzung der Chloridbindungsstelle in der Nzhe der Schiffschen Base
geschieht laut Literatur mit dem Ubergang des HR-O-Intermediates in den Grundzustand.
Dieser Schritt wird als unabhéingig von der Chloridkonzentration beschrieben (Zimanyi
und Lanyi, 1989). Zur Stabilisierung des Chlorid-Ions in dieser Position wird ein Modell
angenommen, welches die Besetzung einer zweiten Bindungsstelle an der extrazelluldren
Oberfliche vorsieht. In den von uns gemessenen Spektren zeigt sich allerdings eine
Abhingigkeit des chloridaufnehmenden Schrittes von der Chloridkonzentration. Dieses

spricht fiir einen offenen Kanal auf der extrazelluldren Seite bis zur Bindungsstelle in der
Niahe der Schiffschen Base.
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Auf der zytoplasmatischen Seite bilden Arg™®, Arg”, Arg®, Arg®® und Arg® ein hoch
positiv geladenes Feld (Abb. 4-2). Die Aufgabe dieses Argininclusters konnte die
Ausbildung eines starken elektrischen Feldes zwischen der Bindungsstelle in der Nihe des
Retinals und der zytoplasmatischen Oberfliche sein, um auf diese Weise den
Chloridtransport zu ermdglichen.

Im Gegensatz zum extrazelluliren Transportweg ldsst sich auf der zytoplasmatischen
Seite kein Kanal erkennen. Dieser wird vermutlich erst durch eine
Konformationsinderung, an der das C—terminale Ende von Helix E beteiligt sein konnte,
geschaffen. Die Helix E ist durch eine Bindung zwischen Ala' und Trp'®
(Kolbe et al, 2000). Die Konformationsinderung von Helix E konnte Teil der
Strukturéinderung des Proteinriickgrats beim Ubergang des HR-L;-Intermediates zum
HR-L,~Intermediat sein. Der Einfluss des HR-L,-Intermediates auf die Abgabe des
Chlorid-Tons wird auch in der gefundenen Akkumulation bei hohen
Chloridkonzentrationen deutlich.

verzerrt
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5 Zusammenfassung

In Halobacterium salinarum wurden bisher 4 Retinalproteine gefunden. Die Ionenpumpen
Bakteriorhodopsin (BR) und Halorhodopsin (HR) sowie die phototaktischen Proteine
Sensorrhodopsin I (SRI) und Sensorrhodopsin II (SRIT). Gegenstand dieser Arbeit waren
funktionelle Untersuchungen der Anionenpumpe HR, wobei der Schwerpunkt auf der
Analyse des Mechanismus des lichtgetriebenen Anionentransportes lag.

Zuniichst wurde das HR-Gen mit dem Promotor von BR verkniipft. Die Uberexpression
erfolgte in dem BR-negativen H. salinarum Stamm L.33. Dabei wurde die Expression
durch den BR-Promotor so verstiarkt, dass HR in vivo zweidimensional Kristallisierte.
Zudem konnte HR durch diese Anordnung in den Membranfragmenten sehr einfach im
membrangebundenen Zustand erhalten werden. Um das Protein zur Kristallisation und fiir
spektroskopische Untersuchungen einzusetzen, wurde eine schonende Reinigungsmethode
etabliert.

Kristallisationsversuche mit dem solubilisierten Membranprotein mittels Dampfdiffusion
und kubischer Lipidphase wurden durchgefiihrt. Mit der kubischen Lipidphase konnten
dreidimensionale Kristalle erhalten werden, die allerdings keine Diffraktion zeigten.

Um die Chloridabhingigkeit des HR—Photozyklus zu untersuchen, erfolgte zunéchst eine
statische Chloridtitration von HR-Membranen. In den Absorptionsdifferenzspektren
konnten drei verschiedene Zustinde (bei 540 nm, 580 nm und 650 nm) mit in
Abhingigkeit der Chloridkonzentration variierenden Absorptionsmaxima nachgewiesen
werden. Der chloridabhéngige Verlauf der Zusténde ldsst auf drei Bindungskonstanten fiir
HR schlielen.

Zeitaufgeloste Messungen im sichtbaren Spektralbereich fiihrten zur Erstellung eines
chloridfreien (Intermediate: HRs4 und HR—Kgs) und eines chloridhaltigen Photozyklus
(Intermediate: HRsg0, HR~Kggo und HR—Lsyg). Dabei wird der chloridfreie Photozyklus
wesentlich schneller durchlaufen als der chloridhaltige. Mit Hilfe der zeitaufgeldsten FT—
IR-Spektroskopie in Kombination mit der ATR-Technik wurde die Chloridabhéingigkeit
untersucht. Es konnte mit steigender Chloridkonzentration eine Beschleunigung der
Entstehung des HR-L-Intermediates festgestellt werden. Der Zerfall des L-Intermediates
verlangsamt sich hingegen mit steigender Chloridkonzentration. Bei sehr hohen
Chloridkonzentrationen (5 M) konnten Unterschiede in der Amid I-Region zwischen
frihen HR-L-Differenzspektren und den HR-L-Differenzspektren zu spiten Zeiten
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detektiert werden. Dies ldsst auf eine Strukturdnderung des Proteinriickgrates schlieBen.
Durch Messungen des Lineardichroismus konnte diese Annahme bestétigt werden. Die
Abhingigkeit des Aufbaus des HR-L;— und des Zerfalls des HR-L,~Intermediates von
der Chloridkonzentration deuten auf eine Chlorid-Ionenaufnahme beim Ubergang des
HR-K-Intermediates zum HR-L,-Intermediat und eine Chlorid-lonenabgabe beim
Ubergang des HR-L,~Intermediates in den Grundzustand hin.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen

2D zweidimensional

3D dreidimensional

A Angstrom (1 nm = 10 A)

Abb. Abbildung

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminoséure

BHI Brain Heart Infusion

Bp Basenpaar

BR Bakteriorhodopsin

C- Carboxy-—

DDM N-Dodecylmaltosid

DNA Desoxiribonukleinsiure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat
FPLC Fast Pressure Liquid Chromatographie
FT-IR Fouriertransformation—Infrarotspektroskopie
HR Halorhodopsin

g Gramm, Gravitation

H. salinarum Halobacterium salinarum

kB Kilo-Basen

kDa Kilo-Dalton

1 Liter

M Molar

MES 2-Morpholinoethansulfonsiure
N- Amino-

mRNA messenger—RNA

oD Optische Dichte

oG Oktylglykosid
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PAGE Polyacrylamid—Gelelektrophorese
PCR Polymerasekettenreaktion

RNA Ribonukleinséure

SDS Natriumdodecylsulfat

SRI Sensorrhodopsin I

SRII Sensorrhodopsin II

TBS Tris gepufferte Kochsalzlésung

TE Tris/EDTA

TEMED N,N,N’,N’—Tetramethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

Vis sichtbar

viv Volumenanteil (volume per volume)
wt wildtypisch

wiv Gewichtsanteil (weight per volume)

Fiir die 20 natiirlichen Aminosduren wurde der Dreibuchstaben— oder Einbuchstabencode
nach der [JUPAC-TUB-Vereinbarung (1969) verwendet.
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7.3 Klonierungsvektoren
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7.4 Expressionsvektoren
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