5 Messungen der zeitaufgel6sten Fluoreszenz

Im folgenden Kapitel werden mit Hilfe der Messungen der zeitaufgel6sten Fluoreszenz und
der daraus berechneten mittleren Fluoreszenzlebensdauern die an den gelabelten Proben
beobadteten Energietransferprozesse untersucht.

Der erste Abschnitt 5.1 gibt einen Uberblick (iber das prinzipielle Fluoreszenzverhalten und
dessen Unterteilung in Probenkategorien. Im Kapitel 5.2 wird der intramolekulare Energie-
Heterotransfer betradhtet. Es handelt sich hierbei um den Transfer von Anregungsenergie
innerhalb eines Donator-Akzeptor-Paaes ohne Wechselwirkung mit anderen Donatoren
oder Akzeptoren. Es werden minimale und maximale Abstdnde awvischen den
Ubergangsdipolmomenten der Paae berechnet. In diesem Kapitel werden ausschlief3lich
Messungen an Mizdlen-Proben untersucht.

In dem darauf folgenden Kapitel 5.3 wird ein Modell zur Beschreibung des
Energietransfers in zweidimensionalen Systemen angewendet, um Aussagen Uber die
Membranproben treffen zu konnen. Die Betrachtungen werden hier auf Proben mit geringer
Markierungsstéchiometrie  beschrankt, um Donator-Donator-Wedselwirkungen
(Homotransfer) auszuschlieBen®. Es wird ein Modellparameter, der Abstand der geringsten
Nahe awvischen Donator und Akzeptor, fUr vier verschiedene Membranfragmente bestimmt.
Der abschlief3ende Abschnitt 5.4 beinhaltet die ausammengefaldten Ergebnisse und einen
Vergleich mit den Resultaten anderer Autoren.

5.1 Das Fluoreszenzverhalten

Das zeitaufgel 6ste Fluoreszenzverhalten I(t) eines Fluorophors wird durch die Summe aller
Prozese bestimmt, die seinen elektronischen Anregungszustand deektivieren. Fur einen
Emittenten, der keinen intermolekularen Wechselwirkungen unterliegt, gibt das JHblonski-
Schema die mdoglichen Relaxationsprozesse anschaulich wieder [Jablonski, 1935. Die
Ded&tivierungsraten addieren sich in diesem Fall zu einer zeitunabhangigen Gesamtrate
und die Besetzung des Anregungszustandes Kklingt exponentiell ab. Ein komplexerer
Funktionsverlauf von I(t) wird im allgemeinen beobaditet, wenn zusétzliche
Wedhselwirkungen mit aul3eren Partnern auftreten.

Die in dieser Arbeit untersuchten Emissonen der gebundenen Fluoreszenzmarker wiesen
zu einem grofen Anteill multiexponentielle Intensitétsverlaufe auf. Die Modellierung und
Entfaltung der Mel3kurven erfolgte mit einer Summe von ein bis vier Exponentialfunktio-
nen. Den einzelnen Komponenten der Exponentialterme wurde dabei keine physikalische
Bedeutung zugeordnet. Als physikalisch relevanter Parameter wurde die mittlere
Fluoreszenzlebensdauer  [Gpll bei der analytischen Beschrelbung  verwendet
(Gleichung(2.9)). Um ein Verstandnis fur das unterschiedliche Fluoreszenzverhalten zu
entwickeln, war es notwendig, die Proben in Gruppen zu unterteil en.

*> Der Homotransfer wird in Kapitel 2.4.3 untersucht.
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Das Kriterium der Untertelung war der neben der spontanen Emisson dominierende
Dedtivierungsprozeld des elektronischen Anregungszustandes des Fluorophors. Aufgrund
der in dieser Arbeit untersuchten Probenkonstellation, ein kovalent gebundener
Fluoreszenzmarker in  oOrtlicher N&he a1 einem breitbandig absorbierenden
Proteinchromophor, bestand der stérkste Einflul? in dem als grahlungsloser Energietransfer
(RET) bezeichneten Prozel3 (Kapitel 2.4). Die Untertellung wurde folglich nach den
verschiedenen Arten des Energietransfers vorgenommen.

Die in Tabelle 5-1 aufgefiihrten Proben geben die fir den in der linken Spalte angegebenen
Transferprozeld notwendige aildere Form an. Esist prinzipiell nicht mdglich, das Verhalten
aller Proben mit nur einem Energietransfermodell zu beschreiben. Vielmehr muf3 jede
Probengruppe mit einer separaten Beschreibung der Verhdltnisse avischen den Energie-
Donatoren und Akzeptoren behandelt werden.

Prozef3 Proben

intramolekularer Energie-Heterotransfer | Mizellen

intramolekularer Energie-Homotransfer doppelt gelabelte Mizellen ohne Retinal
beziehungsweise mit reduzierter Schiffscher
Base

zweidimensionaler Energie-Heterotransfer | Membranfragmente mit niedriger
Markierungsstochiometrie
zweidimensionaler Energie-Homotransfer | Membranfragmente ohne Retinal
beziehungsweise mit reduzierter Schiffscher
Base

zweidimensionaler Hetero- und | Membranfragmente

Homotransfer

Tabelle 5-1 Zuordnung der verwendeten Proben zu dem jeweils mdglichen Energietransferprozel3.
Heterotransfer bezeichnet den Energieaustausch zwischen unterschiedlichen Chromophoren
(Donator-Akzeptor-Systeme) und Homotransfer den Austausch zwischen gleichartigen
Chromophoren (Donator-Donator-Systeme)

Als Beispiel fur die Notwendigkeit der Unterteilung ist in Abbildung 5-1 das Fluoreszenz-
abklingverhalten I(t) der Fluorescein (IAF) markierten Baderiorhodopsin-Mutante V130C
dargestellt. Alle vier Kurven basieren auf der Emission des gleichen Labels an der gleichen
Bindungsposition. Die beobachteten Differenzen beruhen auf dem unterschiedlich starken
EinfluR des Energietransfers. Bei Probe A ist der Energietransfer ausgeschlosen, keine
spektrale Uberlagerung existiert. Probe B unterliegt in einem geringen MafRe dem zweidi-
mensionalen Homotransfer zwischen Fluoreszenzmarkern benachbarter Opsine. In der
Probe C tritt intramolekularer Heterotransfer zwischen dem Fluoreszenzmarker (Donator)
und dem Retinal (Akzeptor) auf. In D Uberlagern sich Homo- und Heterotransfer in einem
zweidimensionalen System. Das beobachtete nichtexponentielle Verhalten wurde jedoch
nicht ausschliefdlich durch den Energietransfer verursacht. Fur die Anpassung der Kurve A,
bei welcher RET ausgeschlossen war, wurden zwel Exponentialterme bendtigt.
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Chen und Scott [Chen und Scott, 1985] geben fur das an Hihnerei Ovalbumin gebundene
IAF ebenfalls ein hiexponentielles Fluoreszenzabklingen an. Die Ursache liegt vermutlich
in unterschiedlichen lokalen Umgebungswechselwirkungen. In den folgenden beiden Ab-

schnitten werden zwei der in Tabelle 5-1 aufgeftihrten Kategorien beschrieben.
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Abbildung 5-1 Zeitaufgelostes Fluoreszenzabklingen der Bacteriorhodopsin-Mutante
V130C-AF unter Standardbedingungen, A: gebleichte Mizellen, @0 = 3,70 ns B:
gebleichte Purpurmembranen, 11 % gelabelt, G0= 3,27 ns C: Mizellen, @[C= 1,65 ns; D:
Purpurmembranen, 11 % gelabelt, @0 = 0,28 ns; Die in der unteren Abbildung
befindlichen gewichteten Residuen beziehen sich auf die Anpassung der Kurve D.

5.2 Intramolekularer Energie-Heterotransfer

Die Untersuchung der Energietransferprozesse avischen den Fluoreszenzmarkern und dem
Proteinchromophor bietet die Mdglichkeit der intramolekularen Abstandsbestimmung
zwischen den wechselwirkenden Chromophoren. Die auf die hier untersuchten Probeatypen
allgemein angewandte Theorie [Forster, 1948 gibt eine Relation zwischen den Absténden
R der Donator/Akzeptor-Paae, der relativen Orientierung der Ubergangsdipolmomente k2,
und der Energietransferrate kt an (Kapitel 2.4, Gleichung (2.43)). In einem ersten Schritt
wird duch die Bestimmung der mittleren Fluoreszenzlebensdauer des Donators mit und
ohne Akzeptor*® die Trandfereffizienz E berechnet (Gleichung (2.49)).

*® Das bedeutet nicht zwingend die préaparative Entfernung des Akzeptor, sondern die Aufhebung
seiner Funktion als solcher.



104 Messungen der zeitaufgeldsten Fluoreszenz

Die Fluoreszenz des Akzeptors kann dabei vernadhlassigt werden [Alfano et a., 1976
Govindjee @ a., 1978 Kandori et a., 19995. In einem zweiten Schritt wird ein Bereich des
Forsterradius Ro ermittelt.

Bei gegebenen Randparametern (Gleichung (2.47)) werden die minimalen und maximalen
Werte von Ry, durch den Orientierungsparameter k2, beziehungsweise dessn mittleres
Quadrat [k*[bei Betrachtung eines Ensembles von D/A-Paaen, bestimmt.

Die Anisotropiemessungen ermdglichen einen beschréankten Zugang zu [&2[] desen Grole
zwischen O und 4 variieren kann. Die Mo6glichkeit dieses Parameters, gegen Null zu stre-
ben, hat dabel einen entscheidenden Einflul? auf die Berechnung des Forsterradius Ro.
Obwohl eine exakte Berechnung von &*Cnach Gleichung (2.50) in dem hier angewandten
experimentellen Rahmen nicht moglich ist, lassen sich Beschrankungen fur die méglichen
Werte von [&*Oangeben. Vorausstzungen sind die Annahme des dynamischen Grenzfalls
bei der Bildung der Mittelwerte und die Axialsymmetrie der Vertellung der Emissionstiber-
gangsdipolmomente beziglich der Bindungsstelle®.

In den Tabelle 5-2 und Tabelle 5-3 sind Parameter verschiedener Baderiorhodopsin- und
Rhodopsin-Proben aufgefihrt, die wie folgt ermittelt wurden:

Die oberen und unteren Grenzen fiir das mittlere Quadrat des Orientierungsparameters (K20
kénren durch die Bestimmung der Depolarisationsfaktoren des Donators [dp[] des
Akzeptors [dalberechnet werden (Gleichung (2.51) und (2.52)). Die Bestimmung von [dip[]
muf3 an Proben ohne Energietransfer erfolgen. Die dazu notwendigen Modifikationen (Blei-
chen, Reduzierung der Schiffschen Base) fuhren mitunter zu Verdnderungen in der
Umgebung der Fluorophore. Um Artefakte auszuschlief3en, war deshalb eine andere Vor-
gehensweise notwendig. Die Proben wurden ale im Grundzustand verglichen. Die
Depolarisation in diesem Zustand mit Energietransfer wird duch die Gesamttransfer-
depolarisation [diy[1beschrieben (Gleichung (2.54)). Da das Retinal keine Bewegung im
Proteingeriist ausfiihrt [Kouyama d al., 1981, wird [dall= 1 gesetzt. Der Vergleich des
Anisotropieverlaufs von Proben mit und ohne Energietransfer (Kapitel 4.3) zeigte einen
vernachl&ssigbaren Einflufd des Transfers, so dal3 in Naherung gilt: [d [~ [dp L

Die aur Berechnung des Forsterradius Ry zusétzlich notwendigen GroRen wie u.a. Uberla-
gerungsintegrale und Quantenausbeuten (Gleichung (2.47)) sind im Kapitel 4.1 enthalten.
Die Werte fur die Rhodopsin-Proben wurden in Analogie a1 den obigen Annahmen beim
Baderiorhodopsin ermittelt. Die Werte gelten wiederum auf der Grundlage der Voraus-
setzungen beziglich der Depolarisationsfaktoren [dla[Jund [diy[] Die starre Orientierung des
Akzeptors gegeniiber dem Abstandsvektor hat eine groRe Variation in &0 zur Folge
(Tabelle 5-2 und Tabelle 5-3).

* Kapitel 2.4.1
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Probe M0 | K°Chn | KTy | Ro/A E R/A
bRS35C-AF 0,47 0,10 3,16 36-64 0,58 34-61
bRA160C-AF 0,58 0,08 3,36 35-69 0,59 3365
bRV130C-AF 0,74 0,05 3,63 31-63 0,55 30-61

Tabelle 5-2 Vergleich dreier Bindungspositionen an Bacteriorhodopsin hinsichtlich ihrer Energie-
transferparameter unter Standardbedingungen (siehe Text). Die GréRen bedeuten im einzelnen:
K Thin, [K°Ghay die limitierenden mittleren Quadrate der Orientierungsparameter, [dpCdie Depolarisa-
tion des Donators, R, der Forsterradius, E die Transfereffizienz und R der Abstand zwischen
Donator und Akzeptor.

Der daraus resultierende grof3e Bereich fir den Abstand zwischen Donator und Akzeptor
a3t sich nur durch eine genauere Kenntnis der Orientierung des Emissonsiibergangs-
dipolmomentes des gebundenen Fluorophors gegeniiber dem Abstandsvektor einschranken.
Diese Information ist aber in den Anisotropiemessungen nicht enthalten.

Der Fakt, dal3 essich bai diesen Melreihen um den selben Fluoreszeremarker (Hwrescein)
an alen Bindungspositionen handelt, wird duch wergleichbare Forsterradien Ro
widergespiegelt. Die verschiedenen Bindungsstellen zeigen vergleichbare Transfe-
reffizienzen. Mit Ausnahme der Mutante K245C liegen die Transfereffizienzen E zwischen
0,34 und 039, ein Hinweis auf die zntrale Lage des Retinals und die Dominanz der
L abeleigenbewegung.

Probe Mo | G | K he Ro/A E R/A
OGC140-AF 0,62 0,071 3,43 325-62,0 0,37 35,5-67,8
OGC316AF 0,61 0,073 3,42 32,6-62,0 0,39 35,1-66,8

OGK245C-AF 0,71 0,052 3,59 30,8-62,5 0,16 40,6-824
OGV63C-AF 0,61 0,073 3,42 32,6-62,0 0,38 354-67,3
OGQB4AC-AF 0,61 0,073 3,42 32,6-62,0 0,38 354-67,3
OGL68C-AF 0,68 0,058 3,53 314-62,3 0,36 34,6-68,6
OGR69C-AF 0,65 0,065 3,48 32,0-62,1 0,34 35,7-69,4
OGL72C-AF 0,69 0,056 3,55 31,2-624 0,34 34,8-69,7

Tabelle 5-3 Vergleich verschiedener Bindungspositionen an Rhodopsin hinsichtlich ihrer Energie-
transferparameter. Die Tabelle zeigt die Parameter von mit Fluorescein markierten Mizellen-
Proben. Die diesen Parametern zugrunde liegenden Messungen wurden unter
Standardbedingungen durchgefiihrt. Die Bedeutungen der tabellierten Grof3en sind in Tabelle 5-2
sowie im Text enthalten.

Wie in Tabelle 5-3 aufgefihrt, liegen die Depolarisationsfaktoren [dp[lder OG-Mizdlen
gleichfalls in einem engen Bereich zwischen 0,61 und O,71. Dies deutet den starken Einflul3
der Detergenzien auf die Bewegungsbeschrankung der Label-Loop-Konstrukte an. Da die
Struktur des Baderiorhodopsins® weitgehend bekannt ist, bot sich die Moglichkeit einer
weiteren Einschrankung der Extremwerte fir das mittlere Quadrat des Orientierungs-
parameters [K2Can.

*® siehe Kapitel 1.3.1



106 Messungen der zeitaufgeldsten Fluoreszenz

Die Bestimmung des Abstandes von der Mitte des Retinals (Cio-Kohlenstoff) zur
Bindungsposition (Cs-Kohlenstoff) aus vorhandenen Strukturdaten plus maximalem
Bindungsabstand sowie Labelgrol3e egeben einen grofden Abstand, aus dem sich
wiederum der Orientierungsparameter bestimmen 1&13t.

Die folgende Tabelle 5-4 zeigt im mittleren Tell Abstdnde, die aus den Strukturmodellen
verschiedener Autoren berechnet wurden. In der vorletzten Spalte ist eine Abschétzung der
maximalen Entfernung des Fluorophors zum Retinal angegeben, bestehend aus einem
Mittelwert der Strukturdaten (Cyo — Cq), plus einem maximalen Abstand vom Cy-Kohlen-
stoff zum Fluorophor (8 A, fur die langste Verbindung des IAEDANS) und einer
angenommen maximalen Fluorophorlange (+9 A). Ebenfalls in der Tabelle enthalten ist
Ra, ein Wert, der die Schnittmenge aus der vorletzten Spate (grofder Wert) und den el-
genen Mef3daten aus der Tabelle 5-2 (kleinster Wert) angibt.

Brookhaven-Strukturdatenbank, Mittlerer | Ret-Label-Abst.
Abstandein A Retinal- A
L abel-
Abst.
1C3W' [ 1BM1? [ 1BRR®’ | 1QHY' | Rguk/ A Ra/ A
Cio(Ret) —Co(S35) | 31,33 | 31,91 | 31,95 | 31,38 | (32+8) +9 34-49
Cio(Ret) — Cq(A160) 2386 | 2340 | 2352 | (24+8) +9 3341
Cio(Ret) —Cy(V130) | 2228 | 2290 | 22,73 | 2268 | (23+8) +9 30-40

Tabelle 5-4 Abstandsbestimmung mittels Strukturmodell: In der ersten Zeile sind die Bezeich-
nungen der Referenzdateien der Datenbank angegeben. Die entsprechenden Verdéffentlichungen
sind: '[Liicke et al., 1999], ’[Sato et al., 1999], ’[Essen et al., 1998], “[Belrhali et al., 1999]. Ry«
gibt den maximalen Abstand des Fluorophors an. Diese Entfernung setzt sich aus dem Mittelwert
der Strukturdaten plus einem maximalen Abstand vom C,-Atom zum Fluoreszenzmarker (8 A) so-
wie einem zusétzlichen Term fiir die maximale GréRRe des Fluoreszenzmarkers (9 A) zusammen. R,
entsteht durch die Bildung einer Schnittmenge aus den empirischen Daten der Tabelle 5-2 (klein-
ster moglicher Abstand) und R (grof3ter moglicher Abstand).

Mit Hilfe von R, l&3t dsch en sinnvoll eingegrenzter Bereich fir die
Orientierungsparameter ermitteln. Die untere Grenze [&°Chn ist durch die MeRwerte
(Tabelle 5-2 und Tabelle 5-3) gegeben. Die oberen Grenze KL Wird durch den aus den
Strukturdaten berechneten maximalen Abstand von 49 A (Tabelle 5-4) bestimmt. Setzt man
diesen Abstand in die Gleichungen (2.50) und (2.47) ein, so ergibt sich ein oberer
Grenzwert von [K*Gha = 0,70.

Auf der Grundlage der strukturellen Ahnlichkeit von Baderiorhodopsin und Rhodopsin
wird die obere Grenze des mittleren Orientierungsparameters auf die markierten
Rhodopsin-Mizellen tbertragen.

Die untere Grenze wird ebenso wie beim Baderiorhodopsin aus Gleichung (2.51)
bestimmt. Unter Verwendung dieser Grenzwerte kann der Bereich flr den Forsterradius,
der zur Unterscheidung in diesem Zusammenhang mit Roa bezeichnet wird, eingeschrankt
werden.
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Probe Roa / A E Ra/ A

OGC316-AF 32,6-47,6 0,39 351-51,2
OGC316-AEDANS 294-431 0,19 37,4-54,9
OGC316:DNZ 256-39,1 0,32 29,0-44;3
0OGC316Cm 31,2-41,4 0,25 37,5-49,7
OGC140-AF 32,5-47,6 0,37 355-52,0
OGC140-AEDANS 28,0-434 0,21 34,9-54,1
OGV63C-AF 32,6-47,6 0,38 354-51,6
OGQB4AC-AF 32,6-47,6 0,38 354-51,6
OGL68C-AF 31,4-47,6 0,36 34,6-52,4
OGR69C-AF 32,0-47,6 0,34 35,7-53,2
OGL72C-AF 31,2-47,6 0,34 34,8-53,2
OGK245C-AF 30,8-47,6 0,16 40,6-62,8

Tabelle 5-5 Reduzierter Wertebereich fir den Forsterradius Ry, reduzierter Abstandsbereich R,
sowie Energietransfereffizienz E verschiedener Rhodopsin-Mizellen.

Tabelle 5-5 zeigt eine Ubersicht der so bestimmten Parameter unterschiedlicher
Rhodopsin-Proben. Aus den Ergebnissen &3t sch wiederum ein  resultierender
Abstandsbereich fir die jewellige Position ermitteln, der als Schnittmenge die verschie-
denen Label beinhaltet: Ry(C316) = 37,5412 A und Ry(C140 = 353-520 A. Der
punktmutierte zytoplasmatische I/11-Loop mit den Positionen 63, 64, 68, 69, und 72 reiht
sich in diese Wertebereiche ein. Das Ergebnis fur die Mutante K245C ist dagegen
auffallend grof

5.3 Energietransfer in zweidimensionalen Systemen

Die Voraussetzung fur die im Kapitel 2.4.2 beschriebene Theorie des Energietransfers in
zweidimensionalen Systemen war die aiféllige Verteilung der Donatoren und Akzeptoren.
Das Baderiorhodopsin bildet jedoch in den Purpurmembranen Trimere und ist somit nicht
kontinuierlich verteilt. Das Modell wurde trotzdem verwendet, da die hohe Proteindichte in
den Membranen, mit einem Protein-Lipid-Verhéltnis von 1:9 [Glaeser et a., 1989, die
Annahme einer Kontinuitdt ndherungsweise eflllte. Welterhin stellten die Fluoreszenz-
marker als Donatoren und die Retinale als Akzeptoren durch ihre geometrische Anordnung
in der Membran kein System in der gleichen Ebene dar. Die Beschreibung eines lchen
Zweischichtsystems erfolgt aber uneingeschrankt nach der Theorie fir die Donator-Akzep-
tor-Vertellung in nur einer Ebene [Wolber und Hudson, 1979, so da3 keine Erweiterung
des Formalismus notwendig war. In Kapitel 5.2 wurden die Forsterradien und
Energietransfereffizienzen der Donator-Akzeptor-Systeme in Mizellenform diskutiert. In
Anlehnung an das dortige Ergebnis, dal? der effektive D/A-Abstand mit dem Forsterradius
vergleichbar war, wurden die Rechnungen fir die Membransysteme auf drei vorgegebene
Abstandsverhaltnisse beschrankt.
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Fur das Verhdltnis zwischen Forsterradius Ro und dem Abstand der kleinsten Anndherung
Re wurden die Werte Ro/Re = (0,9; 1,0; 1,1) gewéhlt. Die Werte basieren auf den
Ergebnissen des intramolekularen Heterotransfers (Kapitel 5.2), bei denen die Verhdtnisse
zwischen dem Forsterradius Rp und dem Abstand R in diesem Bereich lagen.

Mit dieser Vorgabe wurde die unvollstandige Gamma-Funktion y = (2/3)y) (Gleichung
(2.55) und (2.58)) parametrisiert und fir das in den Messungen verwendete Zeitfenster von
0-20 ns numerisch berechnet. Dazs wurden drei unvollstdndigen Gamma-Funktionen
y(2/3,y) mit der Sigmoidal-Funktiam

u(t) =k, —e™et
(5.1)

angepalt®.

Unter Verwendung der Naherung ut) (5.1) fur die unvollstandige Gamma-Funktion wur-
den dann fUr die ausgewéahlten Abstandsverhaltnisse Ro/Re die relativen Quantenausbeuten
gr as Funktion der Akzeptorkonzentration berechnet (Gleichung (2.58, Abbildung 5-2).

T

relative Quantenausbeute q

Akzeptorkonzentration C

Abbildung 5-2 Theoretische relative Quantenausbeute (Verhaltnis der Quanten-
ausbeuten der Donatoren mit und ohne Akzeptoren) als Funktion der modifizierten
Akzeptorkonzentration in der Ebene, fur drei Verhdltnisse des Forsterradius Rg
zum Abstand der geringsten Néherung R

* Die Koeffizienten ki, k, und ks sind im Anlage Ill aufgefihrt.
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Ro/Re
0,9 1,0 1,1

Probe O [AF/[P]| C |RJ/A| C | R/A C Re/A
A160C- [011+0,01| 006 | 508 | 326 | 7,76 | 330 | 11,12 | 333
AF
V130C- | 013+001| 011 | 417 | 323 | 640 | 328 | 929 | 332
AF
ROSC140| 045+0,05| 013 | 090 | 309 | 1,20 | 311 | 1,82 | 318

-AF
ROSC140| 0,54+0,06 | 008 | 069 | 297 | 085 | 299 | 1,29 | 307
-AF
ROSC316| 0,40+0,04 | 019 | 1,05 | 314 | 146 | 31,7 | 222 | 323
-AF

Tabelle 5-6 Abstande der geringsten Naherung zwischen Donatoren und Akzeptoren (R.). Es sind
zwei Purpurmembranproben und zwei ROS-Membranfragmente aufgefiihrt, deren Markierungs-
stbchiometrie (zweite Spalte) gering war, um die intermolekulare Wechselwirkung unter den
Donatoren zu unterbinden. Die MeRgrof3e ist die relative Quantenausbeute g,. C wurde aus dem
Zusammenhang bestimmt, der in Abbildung 5-2 dargestellt ist. Der grof3te Fehler entsteht in C bei
den kleinsten Quantenausbeuten, nach Fehlerfortpflanzung Ubertragt sich diese Abweichung auf R,
mit + 0,5 A.

Die relative Quantenausbeute g wurde aus den experimentell bestimmten mittleren
Fluoreszenzlebensdauern mittels g = Opalldplberedinet. Aus der Abbildung 5-2 lief3en
sich die modifizierten Konzentrationen C aus den Funktionen g,(C; [Ro/Rd]) entnehmen.

Durch Umstellung der Gleichung (2.56) &3t sich der Abstand der kleinsten Anndherung Re
als Funktion von C ausdrtcken:
-

i+ (N/C)(R,/R.)?

(5.2)

Die tatsddhliche Akzeptorkonzentration, in Gleichung (5.2) durch N Akzeptoren auf einer
Flache von TR? ausgedriickt, ist fUr das Baderiorhodopsin bekannt: In der Einheitszelle

mit der Seitenldnge von 62,4 A befinden sich drei Proteine [Henderson et al., 1990Q. Fir
das Rhodopsin wurde ein Abstand von 25 A zwischen den &uReren Proteingrenzen in
nativen Membranfragmenten von Albert et al. [Albert et a., 1997 angegeben.

Fur die drei angenommenen Verhdltnisse Ro/Re liefden sich somit die Abstdnde Re
berechnen (Tabelle 5-6). Diese berechneten Werte fir den Abstand der geringsten
Annaherung zwischen Retinal und den an der Oberfladhe gebundenen Fluorophor von Re =
30 — BA gellen bei einem Vergleich mit den Werten aus Abschnitt 5.2 eine sinnvolle
Losung dar. Die Loésungsmenge ist jedoch durch die vorausgegangen Annahmen dber die
Verhdltnisse Ry/R. eingeschrankt. Die LoOsungen unterscheiden sich zwischen den
verschiedenen Proben rur gering (Tabelle 5-6).
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5.4 Ergebnisse

Die Fluoreszenzemisgonen der Proben wiesen bis auf wenige Ausnahmen ein nichtmono-
exponentielles Abklingverhalten auf. Die Ursache ist mdglicherweise eine statistische
Verteilung von Lebensdauern, die haufig bei Proteinfluoreszenzen beobachtet wird [Alcala
et a., 1987 Lee @ a., 1994. Be den Proben mit Energietransfer (RET) kann auch eine
Vertellung der Abstande awischen dem Fluoreszenzmarker (Donator) und dem Retinal
(Akzeptor) zu dem beobaditeten Verhalten fuhren [ Cantor und Pedhukas, 1971, Haas et 4.,
1975 Haas und Steinberg, 1984 Amir und Haas, 1987 Beechem und Haas, 1989. Zu-
sétzlich besteht die Moglichkeit des Energie-Quenchings der gebundenen Fluorophore
durch angrenzende Seitenketten oder in der L6sung befindliche lonen [Wahl, 1975k Clegg
et a., 1997.

Das grol3e Interese an intramolekularen Abstanden zwischen Aminosaurepositionen in
Proteinstrukturen flhrte a1 zahlreichen Anwendungen der Methode des strahlungslosen
Energietransfers, wie die grof3e Zahl von Veroffentlichungen belegt. Eine &tuelle
Ubersicht findet sich in [Wu und Brand, 1994, oder den in &lteren Arbeiten von Steinberg
und Stryer [Steinberg, 1971, Stryer, 197§. Es zedgte sich jedoch, der Theorie folgend, dal3
wesentliche Beschrdnkungen bei der Untersuchung makroskopischer Ensemble der
Donator-Akzeptor-Paae eistieren [Dale und Eisinger, 1976 Dale d al., 1979 Cheung,
1991]. Vor dlem die fehlenden Informationen Uber die relativen Orientierungen von
Donator und Akzeptor schranken die Anwendbarkeit der Methode ein.

Die durchgefliihrten Experimente aim  intramolekularen  Energietransfer  an
Baderiorhodopsin- und Rhodopsin-Mizellen flhrten deshalb zu Aussagen Uber Bereiche
von moglichen Abstéanden und nicht zu diskreten Abstandswerten. Die minimalen und ma-
ximalen Absténde avischen dem ortsgezifisch gebundenen Fluoreszenzmarker und dem
Retinal wurden durch die Grenzwerte des Orientierungsparameters bestimmt. Fir die
Baderiorhodopsin-Mutanten wurden folgende maximale Abstandsbereiche zwischen
Retinal-Chromophor (Cyo — Kohlenstoff) und dem an die angegebene Position gekoppelten
Fluoreszenzmarker bestimmt: S35C: 34-49 A, A160C: 33-41A, V130C: 30-40 A. Ein
Vergleich experimenteller Daten findet sich unter anderem bel Marque d al. [Marque et al.,
1986 mit 37 A fiir den Abstand vom Retinal zu einem an den C-Terminus gekoppelten
Fluorophor. Tabelle 5-7 zeigt fur das Rhodopsin einen Vergleich der ermittelten Abstanden
zwischen dem Cjo-Kohlenstoff des Retinals und dem C,-Kohlenstoff des jeweiligen
Cysteins, und den Voraussagen nech einem theoretischen Strukturmodell von Pogozheva
[Pogozheva @ al., 1997. Einige Positionen der flexiblen interhelikalen Bereiche sind in
dem Modell nicht enthalten. Die vergleichbaren Postionen weisen eine sehr gute
Ubereinstimmung auf. Die Mutante K245C besitzt grolRere Abstande aim Retinal in Bezug
auf die anderen Aminosauren. Dieses Ergebnis geht in Einklang mit der in Abbildung 1-4
dargestellten Sekundérstruktur des Rhodopsins. Die hier ermittelten Abstandswerte sind
insgesamt kleiner als die Wu und Stryer angegebenen Entfernungen zwischen dem Retinal
und verschiedenen extrinsischen Fluorophoren [Wu und Stryer, 1977. Eine mogliche
Ursache sind die unterschiedlichen prdparativen Bedingungen, denn die Proben wurden bei
den Autoren in einer Digitonin-L6sung untersucht.
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Abstande zum Retind in A
Position Theoretisches M oddll Minimal-, Maximalwerte*
C140 34,6 26,3-43,0
V63C 27,9 26,4-42,6
Q64C 30,6 26,4-42,6
L72C 26,7 258-44,2
C316 285-32,2
R69C 26,7-44,2
L68C 256-434
K245C 31,6-538

Tabelle 5-7 Vergleich der ermittelten Abstandsbereiche zwischen dem C,o-Kohlenstoff des Retinals

und dem C,-Kohlenstoff des jeweiligen Cysteins, mit den theoretischen Angaben von Pogozheva
[Pogozheva et al., 1997]. *die LabelgréRe ist hier nicht mehr enthalten

Der Orientierungsparameter, der zur Bestimmung der Abstandsgrenzen verwendet wurde,
|a3t sich auch durch die Betracdhtung der Wahrscheinlichkeitsvertell ungsfunktion auf einen
engeren Bereich eingrenzen [Hillel und Wu, 1976 Stryer, 1978. In Abhéngigkeit vom
Verhéltnis der Endanisotropie air Anfangsanisotropie r../ro und somit in Abhangigkeit vom
Ordnungsparameter 143t sich ein Bereich firr [k?0angeben, in dem der Wert mit einer
Wahrscheinlichkeit von 80 % zu finden ist. Die in dieser Arbeit verwendete Beschrénkung
von &’ durch die Zuhilfenahme der Strukturdaten von Baderiorhodopsin bot engere
Grenzen, so dad von der Methode der Wahrscheinlichkeitsverteilung kein Gebrauch
gemacht wurde.

Fur die Experimente an den Membranproben zum zweidimensionalen Energietransfer
wurde ein Modell verwendet, bei welchem Akzeptoren und Donatoren einen minimalen
Abstand (Re) voneinander haben, unterhalb dessen keine weitere Anndherung stattfinden
kann [Wolber und Hudson, 1979. Eswurden drei Verhaltnisse Ro/Re (0,9; 1,0 ;1,1), in An-
lehnung an die Ergebnisse bei der Untersuchung des intramolekularen Heterotransfers an
Mizellen, ausgewahlt. Die berechneten Entfernungen der geringsten Anndherung von
Akzeptoren und Donatoren (Re) betrugen 30 bis 33A .

Die Abstandswerte gelten unter der Einschrénkung, dal3 die Modell voraussetzungen einer
kontinuierlichen Vertellung der Wechselwirkungspartner bei den untersuchten Proben rur
in Naherung gegeben waren. Ein Vergleich mit den Entfernungen der Mizellenproben zeigt
eine sehr gute Ubereinstimmung, wodurch die Annahmen bestétigt werden. Rehorek et al.
untersuchten den Energietransfer zwischen dem Retinal des Baderiorhodopsins und dem
Fluorophor DPH eingebettet in Veskelsystemen unter Verwendung des gleichen
theoretischen Formalismus nach Wolber und Hudson [Rehorek et al., 1983 Wolber und
Hudson, 1979. Die Autoren fanden einen Abstand der geringsten Anndherung von 18 = 5
A. Dieser Wert beschreibt den Umfang des Proteins in der Membranebene. Der hier
gefundene Wert von ca 30 A gelt im Gegensatz daau de Entfernung zur
Membranoberfl&che plus der Entfernung der Bindungsstelle von der Oberfléche sowie dem
Abstand des Labels von der Bindungsdélle chr.
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Die unterschiedliche Grof3e von Rhodopsin und Baderiorhodopsin, die unterschiedliche
Abstande der geringsten Anndherung zur Folge hat, konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden. Die gefundenen Werte zegten keine signifikanten Unterschiede awischen den
Proteinen.



