3 Material und Methoden 31

3 Material und Methoden

3.1 Materialiennachweis

3.1.1 BiologischesMaterial

Rinderaugen wurden von dr Fleischzentrum Lausitz GmbH in D-15938 Kasel-Golzig
bezogen und umittelbar nach dem Tod der Tiere in einem lichtdichten Behdlter gesammelt.
Fur die Herstellung von 2D-Kristalen wurden aternativ tiefgekihlite Netzhdute der Firma
W. L. Lawson, Co. (Lincoln, Nebraska, USA) verwendet.

Préparationen von Wildtyp bR-Membranfragmenten (Purpurmembranen) wurden von Frau
Wallat, AG Heyn, aur Verfligung gestellt.

3.1.2 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid 37:1 (30 % L6sung) Biorad
Amylamin Sigma
Cs-Bromaceamido Texas Red® Moleaular Probes
p-Chlormercuribenzoat Fluka
Concanavalin A-Sepharose (ConA-Sepharose) Pharmada
5-Dimethylaminorephthal en-1-sulfonylaziridin Moleaular Probes
4,4 -Dithiodipyridin Sigma
Dithiothreit (DTT) Merck
Emulphogen (Polyoxyethylen-10-Tridecylether) Sigma

Glimmer zur Herstellung von Kohletrégerfilmen Plano
5-lodacetamidofluorescan Moleaular Probes
N-(lodaceamidoethyl)-1-naphthylamin-5-sulfonsdure Moleaular Probes
Kupfer-Rhodum Netze fir die Elektronenmikroskopie Graticules
Lauryldimethylaminoxid (LDAO) Fluka
a-D-Methylmannaose Sigma
n-Octyl-B-D-glucopyranosid (OG) Badem
n-Octyltetraoxyethylen (CgE,) Bachem
Phosphatidylchalin (aus Sojabohren) Sigma
Phosphatidylethanolamin (aus Sojabohren) Sigma

SDS Fluka

Sephadex G25f (fine) Pharmaaa
Slide-A-Lyzer® Dialysekastten, 10 KDa AuschluRgrenze Pierce
Thermolysin Sigma

Die Ubrigen Chemikalien wurden von dn Firmen Fluka, Merck, Roth und Sigma bezogen.
Die verwendeten Substanzen entspradhen mindestens der Reinheitsnorm p.a. (,, pro anaysi).

3.2 Allgemeine praparative M ethoden
3.2.1 Isolation von ROS-Membranen aus Rinderaugen

Die Gewinnung von ROS-Membranen erfolgte nach der Methode von Papermaster und
Dreyer (1974 mit Modifikationen nach McDowell und Kuihn (1977 aus Augen von frisch
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geschladhteten Rindern. Alle Arbeitschritte wurden auf Eis unter schwadem Rotlicht
(Osram Dunkelkammerlampen, 680 m) durchgefiihrt.

Pro Préparation wurden 100130 Netzhéaute isoliert und in 45 % (w/v) Saccharose in ROS-
Puffer (70 mM Natriumphaosphat pH 7,4, 1 mM MgCl,, 0,1mM EDTA, 1mM DTT) homo-
genisiert. Das Homogenisat wurde durch ein Nylontuch (125 mesh) filtriert und verbleibende
Zelltrimmer 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert (SS34 Rotor, 4 °C). Der Uberstand wurde
1:1 mit ROS-Puffer verdinrt und de ROS-Membranen sedimentiert (SS34 Rotor, 10 min,
10000rpm, 4 °C). Anschlief?end wurden de Membranen in ROS-Puffer mit 26,36% (w/v)
Sactarose aufgenommen und Uler einen stufenformigen Saccharosedichtegradienten
gereinigt (39,02%/ 34,23% / 28,75% (w/v) Saccharose in ROS-Puffer, SW28 Rotor, 45
min, 23000rpm, 4 °C). Nach der Zentrifugation wurden de ROS-Membranen von der
Grenzschicht zwischen der 34,23%igen und ar 28,75%igen (w/v) Saccharoseltsung
abgenommen, 31 mit ROS-Puffer verdinr und ke 20000rpm, SS34 Rotor, 20-30 min, 4 T
sedimentiert. Abschlie3end wurden de ROS-Membranen bei einer Konzentration von 35
mg/ml Rhodogsin in ROS-Puffer aufgenommen undbei -80 °C unter Argon gelagert

3.2.2 Reinigung von Rhodopsin mittels Concanavalin A-Affinitatschromatographie

Die Reinigung von Rhodosin erfolgte mittels Concanavalin A-Affinitdtschromatographie
nach De Grip (1982. Das Verfahren beruht auf der reversiblen Bindung der N-terminalen
Kohlenhydratseitenketten des Rezeptors an das Ledin Concanavain A (ConA), wobei bevor-
zugt a-D-Manngpyranosylreste und etwas schwacher a-D-Glucopyranosylreste gebuncen
werden. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde Rhodogsin fur unterschiedliche
Verwendungszwedke in verschiedenen Detergenzien kezw. Puffersystemen gereinigt. Fur die
Fluoreszenzmessungen wurde bevorzugt n-Octyl--D-glucopyranosid (OG) verwendet.
ROS-Membranen (ca 50 mg Rhodogsin) wurden sedimentiert (SS34 Rotor, 20000rpm,
20-30min, 4 C). Anschlief3end wurden de Membranen bei einer Rhodogsinkoreentration
von 1mg/ml in ConA-Puffer (20mM Tris-HCI pH 7,0, 150mM NaCl, 3mM MgCl,, 3mM
CaCl,, 1mM EDTA, 1mM DTT) in Gegenwart von 100mM OG aufgenommen und 1h
unter Rihren bei 4 °C solubilisiert. Unlosliche Bestandtelle wurden duch Zentrifugation
abgetrennt (SA300 Rotor, 25000rpm, 1h, 4 °C). Der Uberstand wurde auf eine Samii¢
Concanavalin A-Sepharose (Pharmacia) aufgetragen urd de Saule mit ConA-Puffer, 30 mM
OG gewaschen, his im Eluat keine Proteinbestandteile an Hand der Absorption bei
A =280nm mehr nachgewiesen werden konrten. Die Elution des gereinigten Rhodogsins
erfolgte mit ConA-Puffer, 30 mM OG und 0,2M a-D-Methylmannose in Fraktionen a
4-5 ml. Die FluRBgeschwindigkeit wahrend der gesamten Reinigung betrug 2-3 ml/min. Bis zur
weiteren Verwendung wurde das gereinigte Rhodogsin bei —80 °C unter Argon gelagert.

Fur Kristalli sationsexperimente wurde Rhodogsin nach Krebs et al. (1998) in Puffer S
(50mM Natriumacdat pH 6,0, 150mM NaCl, 3mM MgCl,, 3mM MnCl,, 1mM EDTA,
2mM DTT), 1% (w/v) LDAO soluhili siert und wie oben beschrieben auf einer ConA-Séaule
mit Puffer Sund 0,1% (w/v) LDAO gereinigt. Die Elution erfolgte mit Puffer S in Gegenwar
von 0,1% (w/v) LDAO und 0,2M a-D-M ethylmanncse.

3.2.3 Spektralphotometrische Mesaingen

Absorptionsgektren wurden mit einem Zweistrahlphaometer (Shimadzu UV-2102PC)
aufgenommen. Das Photometer war mit einem Integrationskugeleinsatz ausgerustet, der die
Detektion eines grofRen Anteil s des Streulichts erméglicht. Dies erlaubte die Aufnahme von
Absorptionsgpektren auch von stark streuenden Proben wie z.B. Suspensionen von ROS-
Membranen oder 2D-Kristallen. Die Aufnahme der Spektren erfolgte in der Regel mit einer
spektralen Bandlreite von 2nm, die durch die Breite des Austrittsspalts am Monochramato
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gegeben ist, einem Aufnahmeintervall von 0,5nm und bei mittlerer Scan-Geschwindigkeit
Uber einen Well enlangenbereich von 200750 nm.

3.2.4 Bestimmung der Pigmentkonzentration

Die Rhodogsinkorzentration wurde nach Shichi et a. (1969 bestimmt. Im Falle von ROS-
Membranen wurden Aliquas mit ca 100250ug Rhodogsin in 1ml Volumen in Gegenwart
von 1% Emulphogen solubili siert (1 h, Schittler, RT)unl6sliche Bestandtelle azentrifugiert
undein Spektrum im Dunkel zustand aufgenommen. Anschli ef3end wurde die Probe 2 min mit
gelbem Licht (150W Halogenkaltli chtlampe Schott KL1500 ausgestattet mit einem Glas-
faserlichtleiter, Kantenfilter OG 515 belichtet und ein Spektrum der gebleichten Probe
aufgenommen. Die Rhodopsinkonzentration wurde aus der Absorptionsdiff erenz des Retinal-
pes bei A =498nm mit einem Extinktionskoeffizienten von € = 40600m™*M™ berechnet
(Lin undSakmar, 1996. Die Bestimmung der Rhodogsinkorzentration in Detergenslsungen
erfolgte durch Bleichen der Probein der jeweiligen Losung.

3.2.5 Diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Proteinzusammensetzung der Proben wurde mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophaese nach Laemmli (1970 unter Verwendung eines Flachgelsystems (Hoefer
SE600 kzw. Hoefer SE400, 180x 160x 1,5mm) analysiert. Die Trenngele mit 12 % bzw.
17% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (37:1) in 375mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% (w/v) SDS
und Sammelgele mit 5 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid in 125mM Tris-HCI pH 6,5, 0,1%
(w/v) SDS wurden duch Zugabe von APS(100bzw. 50 ul 10 % w/v) und TEMED (15 bzw.
7,5ul) poymerisiert. Als Laufpuffer wurde 25mM Tris-HCI pH 8,3, 192mM Glycin, 0,1%
(w/v) SDS verwendet. Der Lauf erfolgte in der Regel Uber Nacht bei einem konstanten Strom
von 10mA.

Zur Anayse der Proteinzusammensetzung wurden ca. 20ug Protein urter reduzierenden
Bedingungen in Probenpuffer mit 62,5mM Tris-HCI pH 6,8, 10% (w/v) Glycerin, 3% (w/v)
SDS, 0,002% (w/v) Bromphenadblau und 5% (v/v) B-Merceptoethand aufgenommen und
1 h bei RT solubili siert. Die Analyse der enzymatischen Spaltprodukte bzw. der Bindung von
cysteinrestiven Fluoreszenzmarkern erfolgte dagegen in Probenpufer ohne B-Mercepto-
ethand. Nadh dem Lauf wurden de Gele in 0,25% (w/v) Coomasse G250, 45% (v/v)
Ethand und 10% (v/v) Essgsaure mindestens 1 h geférbt und anschlief3end in 45 % (v/v)
Ethandl und 10% (v/v) Esdgsaure entfarbt.

3.2.6 Isolation nativer ROS-Lipide

Native Lipide wurden aus ROS-Membranen nach der Methode von Wiegand undAnderson
(1982 extrahiert. ROS-Membranen (10 mg Rhodosin pro Ansatz) wurden sedimentiert
(SA300 Roator, 25000rpm, 30min, 4 ) und zweimal in Wassr gewaschen. Das Pell et
wurde in 5ml Chloroform:Methand: Wasser (1:2:0,8) aufgenommen, de Suspension kréftig
gemischt und 5min in ein Ultraschall bad gehalten. Anschlief3end wurden je 1 ml Chloroform
und Wassr zugegeben und n@hmals gut gemischt. Nad Zentrifugation (SS34 Rotor,
6000rpm, 10 min, 4 °C) wurde die Chloroformphase @genommen und de Extraktion mit
2 ml Chloroform wiederhalt. Die Chloroformextrakte wurden vereinigt und de Lipide unter
einem Argonstrom getrocknet. Nach Bestimmung des Trockengewichts wurden de Lipide in
Chloroform:Methand (19:1) aufgenommen und uner Argon kei —20°C gelagert. Der Gehalt
an Phosphdi piden wurde nach der Methode von Bartlett (1958 bestimmt.
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3.3 2D-Kristallisation von Rhodopsin

2D-Kristalle von Rhodogsin wurden mit einigen Modifikationen nadh Schertler et al. (1993

bzw. Krebs et a. (1998 hergestellt. 20-30 mg Rhodosin wurden wie unter Abschnitt 3.2.2
beschrieben gereinigt. Anschlief3end wurde durch Zugabe von Puffer D (20mM HEPES
pH 7,0, 100nM NaCl, 10mM MgCl,, 3mM NaNs;, 0,5% (W/v) LDAO) eine Rhodofsin-

konzentration von Img/ml eingestellt. Je 1 ml dieser L6sung wurden in eine Diaysekassette
(Slide-A-Lyzer®, Pierce 10 kDa AusschluBgenze) gefilllt und 11 Tage bei 18°C gegen

Puffer D ohne LDAO dialysiert. Als Oxidationschutzmittel wurden dem Dialysepuffer

zusétzlich DTT undoder Mercgptoethand in Konzentrationen von 24 mM zugegeben. Der

Puffer wurde einmad tagli ch gewechselt. Die hier beschriebene Dialysemethode stellt lediglich

die Ausgangsbasis fur zahlreiche Modifikationen im Rahmen der einzelnen Experimente dar,

dieim experimentellen Teil der Arbeit ausfihrlich diskutiert werden.

Zur Rekonstitution vonRhodoysin in Gegenwart zusétzlicher Lipide (z.B. native Lipide der

ROS-Membran kzw. Cholesterin) wurde die bendtigte Menge an Lipiden in Chloroform

aufgenommen undin einem Reggenzglas unter einem schwachen Argonstrom getrocknet, in

1 ml Diethylether aufgenommen und erneut unter Argon getrocknet. Anschlief3end wurden

die Lipide in 300ul Puffer D aufgenommen und 12 h geschiittelt, bis eine homogene
Suspension entstand. Danach wurde 1 mg Rhodogsin in Puffer D zugegeben undmit Puffer D

auf eine Endkoreentration von 1mg/ml Rhodogsin aufgefillt. Anschlie?end wurden de
Proben 2 h bei Raumtemperatur inkubiert undwie oben beschrieben dalysiert.

3.4 Charakterisierung der 2D-Kristalle mittels Elektronenmikroskopie

Die Zusammensetzung der kristallinen Praparationen wurde mittels elektronenmikroskopi-
scher Ubersichtsaufnahmen bei niedriger VergroRerung begutachtet. Anhand deser Bil der
wurde das Verhdltnis zwischen Vesikeln, tubdéaren Kristalen und Membranfragmenten
gegeniiber sonstigen Proteinaggregaten beurteilt. Ubersichtsbil der wurden mit einem Phili ps
CM12 oder Philips 420 Elektronenmikroskop in der Gruppe von Dr. Schertler (MRC
Laboratory of Molealar Biology, Cambridge, UK) oder in Zusammenarbeit mit Dr. Béttcher
(Institut fur Organische Chemie, Freie Universitét Berlin, Kooperation tber den SFB 312
aufgenommen.

Zur Charakterisierung der Gitterqualitét bzw. der Gittereigenschaften wurden einzelne
2D-Krigtale in vitrifiziertem Eis mit hochauflésender Kryoelektronenmikroskopie agebil det
undanalysiert. Die Aufnahmen wurden am MRC Cambridge unter Verwendung eines 200kV
Hitachi Feldemisgonsmikroskops aufgenommen, das mit einer GATAN-Kryostation ausge-
stattet war. Anschlief3end wurden die Negative mittels optischer Diffraktion undcomputer-
gestutzter Bil dverarbeitung nach Krebs et al. (1998 anaysiert.

3.4.1 Elektronenmikroskopische Ubersichtsbil der

Als Objekttrager fur die Aufnahmen wurden Kupfer-Rhodum Netze (Graticules, 400mesh)
verwendet, auf die nach der “floating-film*“-Methode én Kohlefilm von ca 80-100 A Dicke
aufgebracht wurde. Die Netze wurden auf Filterpapier in einer flachen Schale mit Wasser
bededkt. Der Kohlefilm wurde zundist auf die Oberfladhe anes frisch gespaltenen Glimmer-
pléttchens aufgedampft. Beim Eintauchen des Glimmers in Wassr wurde der Kohlefilm
abgelost und auf der Wasseroberflache schwimmend tber die Netze gebracht. Durch
Absenken des Wasserpegels wurde der Film auf die Netze aufgelegt und de Netze
anschlieffend getrocknet. Unmittelbar vor Gebrauch wurden de Netze durch eine
Glimmentladung im Vakuum in Gegenwart von 50ul Amylamin pasitiviert. Danach wurden
5ul Probe aif das Netz aufgetragen und de Uberschissge Flussgkeit nach 30 s mit
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Filterpapier abgesaugt. Zur Kontrastierung der Probe wurde anschlief3end ein Tropfen einer
1 % (w/v) Uranylacetatl 6sung aufgetragen undnach 10s die Uberschiissge L 6sung wiederum
entfernt (“ negative staining*).

Die Mikroskope (Philips CM12 kew. Philips 4200 wurden mit einer Betriebsgannung von
120 K/, einem 50 pm Kondensor und einer 50 pm Objektapertur betrieben. Ubersichtshil der
wurden bel ca. 400 Vergroferung im defokusderten Diffraktionsmodus unter Verwendung
von Kodak SO-163 Filmmaterial aufgenommen. Die Negative wurden 12min in Kodak D19
Entwickler entwickelt, kurz gewassert, 30 min fixiert, nochmals ca 30min gewassert und
anschlieffend getrocknet

3.4.2 Kryoelektronenmikroskopie

Fir kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen wurden de Kupfer-Rhodum Netze mit
Kohletragerfilm wie im vorherigen Abschnitt beschrieben vorbereitet. 3,5 ul Probe wurden
bei 4°C auf die Netze aufgetragen und de Uberschissge Flisdgkeit nach 2min durch
Aufpreseen eines Filterpapiers entfernt. Unmittelbar darauf wurden de Proben durch
Einschiel3en der Tragernetze in flissges Ethan eingefroren (Henderson et a., 199Q. Die
AbkuHung der Probe erfolgt dabel so schnell, dal? de Wassermolekiile kein fur Eis typisches
Kristall gitter ausbilden kdmen. Man spricht daher auch von amorphem bzw. vitrifiziertem
Eis. Die Proben wurden anschlief3end in fllisggen Stickstoff Uberfuhrt und gelagert.

Der Transfer der Netze in das Mikroskop erfolgte unter Verwendung einer GATAN-
Kryostation. Im Mikroskop (200 K/ Hitachi Feldemissonsmikroskop) wurden de Proben auf
-180°C gekuhlt. Die Aufnahmen wurden mit einem 20 um Kondensor unter “low-dose*-
Bedingungen (10-15 Elektronen/A?) und urter Verwendung eines Spot-Scan Verfahrens
(Bullough und Henderson, 1987 aufgenommen. Bei diesem Verfahren, das geziell fir
strahlungsempfindli che biologische Proben entwickelt wurde, wird de @zubildende Flache
mit dem Elektronenstrahl in mehreren Schritten abgetastet und somit nicht Giber den gesamten
Zeitraum der Aufnahme exponert. Dadurch werden vor alem Effekte durch die Aufladung
der Probe und de Drift des Objekts wadhrend der Belichtung reduziert. Fokusserung und
Astigmatismuskontrolle efolgten mit abgelenktem Elektronenstrahl  bei 20000
VergroBerung ca. 2-5um neben der abzubildenden Stelle anhand der Kérnung as
Kohletragerfilms. Anschlief3end wurden die Objekte bei einer 6000 Vergroferung und
einem Unterfokus von 7000A abgebildet. Als Filmmaterial wurden Kodak SO-163 Filme
eingesetzt. Die Filme wurden 12 min in Kodak D19 Entwickler bei 20 °C entwickelt, kurz
gewas<ert, 30min fixiert, nochmals 30 min gewassert undanschlieffend getrocknet

3.4.3 Bildverarbeitung

Die Negative der hochauflosenden kryoelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden
mittels optischer Diffraktion auf kristalli ne Bereiche hin urtersucht. Bei dieser Technik wird
Laserlicht (He-Ne-Laser, A =632,8nm) an dem Negativ gebeugt. Der optische Aufba

entspricht dem Fraunhder Diffraktions-Arrangement. Aus der Intensitdt des Laserdiffrakto-
gramms konren Rickschlisse auf die Grofde und Qualitédt der kristallinen Bereiche gezogen
werden. Dartiber hinaus ermdgli cht die optische Diffraktion de Kontrolle der Defokusserung
und des Astigmatismus. Da im Elektronenmikroskop richt alle Raumfrequenzen gleicher-
mal3en gu Ubertragen werden, verursadht die Abbildung der Granulation des Kohletragerfilms
ein gleichmaliges Spektrum von Raumfrequenzen mit Ausnahme derjenigen Frequenz-
bereiche, in denen de Kontrast-Transfer-Funktion einen Nulldurchgang durchl&uft. In der
Fourier-Transformation kew. im Laserdiffraktogramm des Negativs driickt sich des in einer
typischen Reihe von Ringen mit einer Amplitude von Null aus, den sogenannten Thon-Ringen
(Thon, 1966. Reflexe im Bereich der Nulldurchgange escheinen entsprechend schwéacher
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bzw. fehlen ganz. Der Astigmatismus wiederum verursacht eine dliptische Verzerrung der
ThonRinge.

Fur die Bildverarbeitung wurden nu Bereiche ausgewdhlt, in deren Laserdiffraktogramm
Reflexe mit 15-10 A Auflésung deutlich zu erkennen waren. Entsprechende Arede mit einer
Grofe von 42x 42 mm wurden mit einem Zeiss SCA|l Densitometer mit einer Schrittgrofle
von 7um (6000x 6000Pixel) bel einer Integrationszeit von 2ms gescannt. Die digitali sierten
Bilder wurden anschli ef3end mit den MRC Bil dverarbeitungsprogrammen bearbeitet (Amos et
a., 1982 Henderson et a., 199Q Crowther et al., 1996 Krebs et a., 1998.

Zundchst wurde die Fourier-Transformation des gescannten Areds mit dem Programm
XIMDISP berechnet und de Gitterparameter bestimmt. Anschliel?end wurden duch-
schnittlich 50 Reflexe indiziert, die deutlich Gber dem Hintergrundrauschen lagen. Die Liste
dieser Reflexe wurde zur Fourier-Filterung des Rohhlds verwendet. Dazu wurde die Fourier-
Transformation des Rohhilds maskiert, indem all e Bereiche enschliefdich des (0,0) Reflexes
der Transformierten auf den Wert Null gesetzt wurden mit Ausnahme é@nes Bereichs von 16
Pixel um die reziproken Gitterpunkie der indizierten Reflexe (Programm MASKTRAN). Die
Ricktransformation rach Maskierung ergab dann ein gefiltertes Bild, worin ein grolier Tell
des Rauschens owie der nicht-periodischen Information reduziert wurde (Henderson et al.,
1986.

Anschlieflend wurden Verzerrungen des Gitters, die z.B. durch Wedhselwirkung der Kristalle
mit dem Kohlefilm des Objekttragers verursacht werden, mittels einer dreistufigen
“unbending*-Routine korrigiert (Henderson et al., 1986 Krebs et d., 1998) Dieses Verfahren
basiert auf der Beredhnung der Kreuzkorrelationsfunktion zwischen dem gefilterten Bild und
einem schrittweise verbeserten Referenzbereich. Im ersten Durchgang wurde en
Referenzbereich von 300x 300Pixel aus dem gefilterten Bild herausgegriffen (Progra
BOXIMAGE), Fourier-transformiert (Programm FFTRANS) und duch Einbetten in ein
entsprechend grofies Feld mit dem Grauwert Null auf die Groéfe des Original bil ds ausgedehnt.
Anschlief3end wurde die Fourier-Transformation des Referenzbereichs mit der Konjugiert-
Komplexen der Fourier-Transformation des gesamten gefilterten Bildes multipliziert
(Programm TWOFILE). Die Ricktransformation des Produkds ergab schliefdich de Kreuz-
korrelationsfunktion. Anschaulich ausgedriickt entsteht die Kreuzkorrelationsfunktion duch
eine kontinuierliche Verschiebung des Referenzbereichs gegentiber dem gefilterten Bild,
wobei jeweils die Korrelation zwischen beiden berechnet wird. Dementsprechend zeigt die
Kreuzkorrelationsfunktion Maxima an den Stellen, an denen eine hohe Ahnlichkeit zwischen
dem Referenzbereich unddem gefilterten Bild vorliegt.

Die Positionen dieser Maxima wurden mit dem Programm QUADSEARCH ermittelt undein
Satz korresponderender Verschiebungsvektoren berechnet (Programm AUTOCORREL), die
wiederum ein Mal3 fur die Abweichung eines Bildpunkes von seiner Position in einem
perfekten Gitter darstellen. Im letzten Schritt wird das gefilterte Bild um die analysierten
Verzerrungen karrigiert (Programm CCUNBEND). In der nadhsten Runde des “unbending*-
Verfahrens wurde en Referenzbereich mit besserem Signal-Rausch-V erhéltnis aus dem zuvor
entzerrten Bild verwendet, in der dritten “unbending‘-Runde wurde schlief3lich der kristalli ne
Bereich des Bildes sorgfaltig markiert und zur Berechnung der Kreuzkorrelationsfunktion
herangezogen.

Aus der Fourier-Transformation des korrigierten Bildes wurden de Amplituden und Phasen
mit dem Programm MM BOXA extrahiert, das eine sinc-Funktion (sin[x]/x) an de Pe&s der
Fourier-Transformation anpald. Das Programm MMBOXA wurde ferner dazu benutzt,
mittlere Pe&intensitdten eines kleinen Ausschnitts um die theoretischen Peakpaositionen der
einzelnen Reflexe zu berechnen. Gleichzeitig normiert das Programm die mittleren
Intensitdten auf den Untergrund, cém per Definition ein Wert von 7 zugeordnet wird. Ein
nitzli ches Hilfsmittel stellt die Berechnung der mittleren Intensitéten in Zonen verschiedener
Auflésung dar (hier 2009 A, 9-5 A bzw. 5-3,5A). Die mittleren Intensitdten geben Auskunft
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uber die Signifikanz der Strukturinformation in dem entsprechenden Bereich. Eine signifi-
kante Information liegt dann vor, wenn de mittleren Intensitdten eines Bereichs ein vam
Untergrundwvert abweichendes deutliches Maximum aufweisen (Krebs et al., 1999. Dieses
Verfahren ermdglicht einerseits die Beurteilung der “unbending*-Schritte und andererseits
den Vergleich der Gitterqualit&t unterschiedli cher Bil der.

Der néchste Schritt der Bildverarbeitung bestand in der Korrektur des Astigmatismus und den
Effekten der Kontrast-Transfer-Funktion. Der Astigmatismus verursacht eine dliptische
Verzerrung der Nulldurchgénge der Kontrast-Transfer-Funktion (Thon-Ringe). Dementspre-
chend kann der Astigmatismus durch zwei Defokuswerte entlang der elli ptischen Achsen,
dem Winkel zwischen den dli ptischen Achsen undeinem Winkel zwischen der x-Achse des
gescannten Bildes und einer der elli ptischen Achsen charakterisiert werden. Fur die &kurate
Bestimmung der Amplituden und Phasen misen de Amplitudenmoduation und de
Phasenverschiebung der Kontrast-Transfer-Funktion sorgféltig korrigiert werden. Die
Korrektur erfolgte mit Hilfe der Progranme ORIGTILD, CTFSEARCH und CTFAPPLY
gegen einen Datensatz der vorliegenden Rhodosinstruktur von Krebs et a. (1998).
Anschlief3end wurde die Raumgruppe anzelner Kristalle mit dem Programm ALLSPACE
bestimmit.

Amplituden, de ais der Bildverarbeitung el ektronenmikroskopischer Aufnahmen extrahiert
werden, sind mit zunehmender Auflésung meist deutlich schwader im Vergleich zu
Amplituden, de aus der Elektronendiffraktion an denselben Kristallen erhaten werden. Dies
fuhrt zu einem Informationsverlust mit steigender Auflésung, obwohl die Phasen nach wie
vor mit hoher Genauigkeit bestimmt werden konren. Diese Beobachtung kann einerseits
durch Fehlordnungen im Kristall und andererseits durch spezielle Effekte der mikroskopi-
schen Aufnahmetechnik (Drift der Probe, Wedhselwirkungen der Kristalle mit dem Kohle-
tragerfilm) sowie durch Strahlenschéden erklart werden (Henderson et al., 1986 Henderson,
1992 Schertler et a., 1993 Unger und Schertler, 1995 Krebs et a., 199§. Zur
Kompensation des Informationsverlustes konren de Amplituden der Bildverarbeitung
alerdings auf die Diffraktionsamplituden einer Referenzstruktur skaliert werden, wie bereits
fur Halorhodomsin (Havelka ¢ al., 1993 Havelka @ a., 19%) und Rhodosin (Schertler et
al., 1993 Unger und Schertler, 1995 Unger et al., 1997 Krebs et al., 1993 gezeigt werden
konrte. Das Programm SCALIMAMP3D berechnet hierzu mittlere Amplituden in verschie-
denen Auflésungszonen und skaliert diese auf die entsprechenden mittleren Referenz-
amplituden, her die mittleren Amplituden der Elektronendiffraktion von Baderiorhodogsin
(Krebset a., 1999.

Die Berechnung und Darstellung der Elektronendichteverteilung erfolgte schliefdlich duch
Fourier-Synthese mit Hilfe des kristall ographischen Softwarepakets CCP4 (Collaborative
Computational Projed, Number 4, 1994. Nach Fourier-Transformation (Programm FFT)
wurde die Verteilung der Elektronendichte zur Ubersichtlicheren Darstellung tber die
Grenzen der Einheitszelle hinaus erweitert (Programm EXTEND) und ein Konturplot der
2D-Projektion erstellt (Programm NPO).

3.4.4 Elektronendiffraktion

Elektronendiff raktogramme von 2D-Kristallen verschiedener Proben wurden in vitrifiziertem
Eis mit einem Philips CM 12 Elektronenmikroskop mit einer Beschleunigungsgpannung von
120 KV unter Verwendungeines 20 um Kondensors aufgenommen. Die gestreuten Elektronen
wurden auf einen pdykristallinen Phospharschirm abgebildet und de Sekunddremisson des
Lichts Uber eine Glasfaseroptik mit einer gekiihiten CCD-Kamera detektiert (Farug et al.,
1999. Die Kameralénge betrug 950mm, die Belichtungszeit 7 s. Die Préparation der Trager-
netze sowie die Einbettung der Proben in witrifiziertem Eis wurde wie in Abschnitt 3.4.2
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beschrieben duchgefuhrt. Alle Arbeitsschritte wurden urter flissgem Stickstoff mit Hilfe
einer GATAN-Kryostation duchgefthrt.

3.4.5 Referenzphasen aus der Elektronenmikroskopie

Die Phasen zur Auswertung der Rontgendaten wurden von Dr. Schertler (MRC Cambridge)
zur Verfiigung gestellt. Sie wurden aus einem Referenzdatensatz mit einer Auflésung von 6 A
extrahiert, der durch Summation der Strukturinformation von wer kryoelektronenmikros-
kopischen Aufnahmen von im Rahmen deser Arbeit hergestellten Rhodogsinkristallen
erzeugt wurde. Die Amplituden und Phasen der einzelnen Bilder wurden nach Anayse des
Phasenursprungs mit dem Programm AVRGAMPHS gemittelt und de Amplituden
anschlieffend mit dem Programm SCALIMAMP3D auf die mittleren Amplituden der
Elektronendiffraktion von WR-Kristallen skaiert (Krebs et a., 1999. Auf Grund cer
Symmetrieel genschaften des Kristallgitters (Raumgruppe p22,2;) kénren die Phasen hier nur
einen Wert von 0 ogr 180annehmen.

3.5 Lokalisation von Schweratommarkern mittels Rontgendiffraktion
3.5.1 Seitenkettenspezfische Schweratommarkierungin 2D-Kristallen

Die Markierung der cytoplasmatischen Cysteinreste C140 undC316 mit p-Chlormercuri-
benzoat (PCMB) erfolgte nach Boyer (1954). 5mg PCMB wurden in 1ml Puffer A (1 mM
Natriumphasphat pH 7,0, 20mM NaCl) aufgenommen und umésli che Bestandteile dzentri-
fugiert. Im Uberstand wurde die PCMB-Konzentration spektralphatometrisch urter Verwen-
durg des Extinktionskoeffizienten £(232 nm) = 16900cm™M™ (Krebs et a., 1993 bestimmt.
2D-Kristalle (ca 1-1,5mg Rhodogsin) wurden dreimal in Puffer A gewaschen, in 1 ml Puffer
A bei einer Rhodogsinkoreentration vonca 15 uM resuspendiert und DTT im Verhdltnis zu
Rhodomsin von 11 (mol/mol) zugegeben. Die Re&ktion wurde durch Zugabe von PCMB im
10-fachen UberschuRR zu Rhodogsin (mol/mol) gestartet und spektralphatometrisch an Hand
der Absorptionszunahme bei A = 250 nm verfolgt. Nadch 5-6 h bei Raumtemperatur wurde die
Re&tion abgebrochen und ulerschiissges PCMB durch dreimaliges Waschen in Puffer A
entfernt. Die Stochiometrie des gebundenen Mercuribenzoats (MB) wurde anschlief3end aus
der Absorptionsdifferenz bei ca A = 235240 nm nadh

&(Rho,500nm)AA(MB,236nm)
A(Rho,500nm)Ae(MB,236nm)

(Gl 3.1) c(MB)/c(Rho) =

mit Ag(MB, 236nm) = 20600 cm™M™ (Krebs et a., 1993 und g(Rho, 500 nm) = 40600
cm*M™ (Lin undSakmar, 1996 bestimmit.

3.5.2 Herstellung multilamellarer Filmevon 2D-Kristallen

Zur Herstellung multil amellarer Filme von bR-Membranfragmenten wurden ca. 1 mg bR in
ca 20ul 1 mM Natriumphasphatpuffer pH 7,0 in mehreren Schritten auf die Tragerfolie des
Probenhalters aufgetragen und & einer relativen Luftfeuchtigkeit von 86% (eingestellt mit
geséttigter KCl-Losung) und Raumtemperatur getrocknet. Unter diesen Bedingungen hilden
sich zuverlassg und reprodwzierbar gut geordnete Filme (Krebs et al., 1993 Behrens et al.,
1998).

Im Fal von Rhodogsin wurden ca. 1 mg einer kristallinen Probe dreimal in 1mM Natrium-
phosphatpuffer pH 7,0 und 620 mM NaCl gewaschen undanschlief3end in einem mdgli chst
geringen Volumen Puffer (ca 1530 ul) aufgenommen. Diese Suspension wurde in mehreren
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Schritten a 4-7 ul auf Trespaphanfolie aifgetragen undlangsam bei konstanter Luftfeuchtig-
keit nahe 100% und korstanter Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen
getrocknet. Auf Grund der hohen Variabilit & der Rhodosinproben mufden die Bedingungen
fUr jede Prdparation individuell angepaldt werden und ar Verlauf des Trocknens sorgféltig
kontrolli ert werden. Die besten Ergebnisse wurden in der Regel bei ener Auftragung in 1 mM
Natriumphasphatpuffer pH 7,0in Gegenwart von 20mM NaCl erhalten.

3.5.3 Aufbau des Réntgenexperiments

Die Rontgendiffraktionsexperimente wurden mit einem Drehanodengenerator der Firma
Marconi (Modell Elliot GX 21) durchgefuhrt. Mit einer Beschleunigungsgpannung von 35kV
und einem Anodenstrom von 55mA liefert der Generator mit einer rotierenden Kupferanode
die dharakteristische Rontgenstrahlung der Cu-Kq Linie von A = 1,5418A. Strahlungsanteil e
anderer Energien (z.B. Cu-Kg Strahlung) wurden mit einem Nickelfilter absorbiert. Die
verbleibende Rontgenstrahlung der Cu-K, Linie wurde mit einem 200um Kollimator
paralelisiert. Der Aufbau des Diffraktionsexperiments ist in Abbildung 3.1 schematisch
dargestellt. Durch den Kollimator gelangt die Strahlung auf die Probe, die auf einem Proben-
halter in der Probenkammer senkrecht zum Strahl justiert wurde. Die Probenkammer konrte
in der Ebene senkrecht zum Strahl frei bewegt werden. Zwischen Probenkammer und
Detektor wurde ene Heliumkammer, deren Ein- und Austrittsfenster aus Mylarfolie
bestanden, mortiert, um die Streuung des Primérstrahls in Luft zu verringern. In der
Heliumkammer befand sich ein Beanstop aus Blei, der die intensive Primérstrahlung
blockiert.

)
Probenhalter \ H
k @/ 20

JEE———

I — PC

Kollimator ‘ ] ‘ Detektor
Flussigkeitsreservoir— |

Probenkammer

Heliumkammer mit Beamstop

Abbildung 3.1: Schematischer Versuchsaufbau des Diffraktionsexperiments. Die Réntgenstrahlung
trifft hinter dem Kollimator auf die Probe, die in der Probenkammer senkrecht zum Strahl justiert ist.
Die Abbildung zeigt die Standardprobenkammer, in der die Probe offen auf dem Probenhalter
aufgebracht ist. Die Luftfeuchtigkeit im Inneren der Kammer wurde mit Hilfe eines Reservoirs fir
Wasser bzw. salzhaltige walrige Losungen eingestellt. Zur Messung der lamellaren Stapelreflexe
kann der Probenhalter um die y-Achse gedreht werden. Der Beamstop in der Heliumkammer blockt
den Priméarstrahl ab. Die an der Probe gestreute Strahlung gelangt durch die Heliumkammer auf den
Detektor, der ebenfalls senkrecht zum Strahl positioniert ist. Die Probe besteht aus einem
multilamellaren Film aus 2D-Kristallen, die innerhalb der Filmebene beliebig gegeneinander verdreht
sind. Daher entspricht das detektierte Diffraktionsmuster Debye-Scherrer Ringen, von denen der
Detektor einen radialen Ausschnitt aufzeichnet.
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Als Detektor wurde éen linear ortsempfindicher Detektor vom Typ OED 50 M (Braun)
eingesetzt. Hierbei handelt es sch um eine ortsempfindiche lonisationskammer, die mit
einem Gemisch aus 90% Argon und 106 Methan gesplit wird. Zum Nadweis der
Rontgenquanten dent ein Platindraht mit einem Durchmesser von 20um, an dem eine
Hochspannung von ca. 3-3,6 KV anliegt. Treten Rontgenquanten durch das Berylli umfenster
des Detektors, werden in der Zdhlkammer Gasmolekile ionisiert und freie Elektronen
wandern zum Anodendraht. Sie werden dabel durch das anliegende dektrische Feld
beschleunigt und \erursachen de lonisation weitere Gasmolekile. Auf diese Weise wird de
primére lonisation werstérkt (Avalanche-Prozeld tew. Gasverstéarkung). Die Elektronen
erzeugen schliefdlich auf dem Anodendraht und den zwei dahinter liegenden dreiedkigen
Kathoden einen elektrischen Impuls, wobei aus den Ladungsverhdltnisseen der beiden
Kathodenhélften auf den Ort des Primérereignisses zurick geschlosen werden kann.
Detektoren deser Bauart werden auch als ,Backgammon-Detektoren® bezeichnet. Die
Ortsauflésung des Detektors lag unterhalb von 80um. Der Abstand zwischen Probe und
Detektor lag zwischen 1821 cm. Bel den hier durchgefihrten Mesaungen an lamellaren
Stapeln von D-Kristallen wird am Detektor ein radialer Schnitt durch de Debye-Scherrer
Ringe aifgezeichnet, die dadurch entstehen, dal} de Reflexe enzelner Kristale zu
Kreisbdgen verschmiert sind. Um den Einflul der Mosaikvertellung der Membrannarmalen
um die Tragernormale (“mosaic spread) zu minimieren, wurde das Eintrittsfenster des
Detektors zusétzlich mit einer Blende parallel zum Z&hldraht maskiert.

Das Detektorsystem sowie die Datenaufnahme wurden Gbker einen PC gesteuert, so dal3 de
Qualitdt der Spektren ummittelbar wahrend der Mesaung kontrolli ert werden konrten. Das
Me3programm (Asa Version 2.4,Braun) ermdglichte ferner die Steuerung und Begrenzung
des Energiefensters, um stérende niedrig- bzw. hoéherenergetische Strahlungsanteile des
Detektorsignals elektronisch zu filtern.

Multilamellare Filme as 2D-Kristallen wurden auf einer Tragerfolie hergestellt (vgl.
Abschnitt 3.5.2), die Gber die Bohrung des Probenhalters gespannt wurde. Der Probenhalter
wurde anschlief3end in de Probenkammer eingesetzt. Im Rahmen deser Arbeit wurden zwei
unterschiedli che Probenkammern verwendet. Die Hauptspezifikation der Standardkammer lag
darin, dafd sich de Probe auf dem Probenhalter offen in der Probenkammer mit einem
Volumen von ca 200cm® befand und de Luftfeuchtigkeit im Inneren mit Hilfe eénes
Reservoirs fur Wasser bzw. Salzl6sungen reguli ert werden konrte. Ein weiterer Vorteil dieser
Kammer lag darin, dald sich de Probe aif der Aulfenseite des Halters befand undsomit durch
Drehung um die y-Achse (vgl. Abbildung 3.1) die Mesaung der lamellaren Stapelreflexe
maoglich war.

Bel der zweiten Probenkammer handelte es sch um ein Kryostatsystem, das fir Messungen
bei Temperaturen < -70 °C entwickelt wurde (Behrens, 1996 P6himann, 1999. Hierbei wird
der Probenfilm im Inneren der Bohrung des Probenhalters zwischen zwel Lagen von
Trespaphanfolie &égeschlossen. Obwohl im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit keine
Tieftemperaturmessungen durchgefiihrt wurden, erwies sch fur die Rhodopsinmessungen das
kleine Volumen des Probenraums als Vorteil, da die Filme as Rhodosinkristalen sehr
empfindlich auf Schwankungen der Luftfeuchtigkeit reagierten. Selbst der kurze Transfer des
Probenhalters in de Standardprobenkammer und de anschliefifende Redguili brierung der
Luftfeuchtigkeit im Innenraum der Kammer konrten bei den Rhodopsinmesaungen schon
drastische Effekte auf die Probenqualitéat austiben. Daher wurden die meisten Mesaungen mit
der Kryostatkammer durchgefiihrt. Mit diesem System konrten alerdings keine lamellaren
Stapelreflexe gemessen werden.
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3.5.4 Durchfihrung der Diffraktionsexperimente

24 h va Beginn der Mesauung wurde die Gasversorgung der Heliumkammer und des
Detektorsystems gestartet. Anschlieffend wurde der Probenhater in de Melkammer
Uberfiihrt. Die Standardprobenkammer ermdglichte hierbei die Aquili brierung des offen-
liegenden Probenfilms an de gegebene Luftfeuchtigkeit des Probenraums. Bei Verwendung
der Kryostatkammer wurde der Probenfilm in der Bohrung des Probenhalters mit
Trespaphanfolie verschlossen. Durch Verschieben der Probenkammer in der Ebene senkrecht
zur Strahlrichtung konrte die Probe systematisch urtersucht werden. Nach dem Auffinden
einer geeigneten Stelle wurde die Datenaufnahme gestartet. Zur Minimierung systematischer
Fehler durch z.B. Strom- und Spannungschwankungen des Generators oder Effekte durch
Instabilitdt der Probenfilme wurden de Spektren nach ener Stunde aitomatisch
abgespeichert. Als Mefizeit wurde @n Minimum von 20 hangestrebt, um eine ausreichende
Zahlstatistik zu erzielen. In allen Schritten der Versuchsdurchfiihrung wurden MB-markierte
bzw. nicht markierte Proben moglichst identisch behandelt. Die Kriterien fir den Abbruch
einer Mesaung waren das Auftreten von Strahlenschaden sowie deutlich sichtbare
Veranderungen im Mef3urtergrund, de auf eine Verénderung des Probenfilms hinwiesen. Zur
Eichung und Kontrolle der Apparatur wurden in regelma3igen Abstéanden Referenzspektren
von Purpurmembranen (Wil dtyp bR) aufgenommen.

3.5.5 Datenanalyse

Die Einzelspektren a 1 h Mef3zeit wurden sorgfdtig nach Abweichungen in Bezug auf die
Lage der Reflexe und Verdnderung des Streuurtergrunds bzw. nach sonstigen systematischen
Abweichungen urtersucht und gegebenenfall s verworfen. Die verbleibenden Einzelspektren
wurden summiert. Der Streuuntergrund wurde ds Polynom 8. Grades moddliert und
abgezogen (Krebs et al., 1993 Behrens et d., 199&). Die Reflexe der Rhodoysinspektren
wurden nach einem orthorhombischen Gitter mit p22,2,-Symmetrie indiziert. Gittertyp und
Symmetrie wurden mittels el ektronenmikroskopischen Untersuchungen der Proben verifiziert
(vgl. Abschnitt 3.4). Die Gitterkonstanten wurden anhand der ausgepragten Reflexe im
vorderen Bereich der Spektren ermittelt. Die Streuintensitdten der Reflexe wurden as Summe
von Gauf3-Funktionen angepaldt und mit einem geometrischen Lorentz-Faktor

2
(Gl. 3.2) Lorentzfakor(h, k)=, /b—z* h? + k?
a

fur das zweidimensionale orthorhombische p222;-Gitter korrigiert. Diese Korrektur trégt der
Tatsache Rechnung, dal3 auf Grund des rechtedigen Eintrittsfensters des Lineardetektors bei
grofder werdenden Streuwinkeln lediglich ein immer kleiner werdender Ausschnitt der Debye-
Scherrer Ringe registriert werden kann. Anschlief3end wurden die Spektren auf die Gesamt-
intensitdt normiert. Mit den daraus resultierenden Strukturfaktoramplituden und en Phasen
aus der Elektronenmikroskopie wurde die Elektronendichtevertellung des Rhodogsins bzw.
unter Verwendung des kristall ographischen Softwarepakets CCP4 beredhnet (vgl. Abschnitt
3.4.3. Anadog dazu wurde die Fourier-Differenzdichte aus den Differenzen der Struktur-
faktoramplit uden zwischen markiertem und retivem Protein berechnet

Auf Grund der Symmetrieeigenschaften der p22,2;-Kristalle entspricht die 2D-Projektion der
Elektronendichte hier einer sogenannten zentrischen Zone. Daraus folgt, dal3 de Vektoren der
Strukturfaktoren des nativen Proteins, des markierten Proteins und der Schweratommarker
kolinea sind unddie korresponderen Phasen entwederdenWert O ode Tt besitzen. Wenn de
Anzahl der eingefiihrten Schweratome klein ist, kdnren deshalb de Strukturfaktoramplituden
der Schweratome bereits mit grof3er Genauigkeit aus der Differenz der Strukturfaktor-
amplituden des markierten Proteins und des nativen Proteins bestimmt werden (Blunddll und
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Johrson, 1976. Zur Uberprifung der experimentell bestimmten Schweratompositionen
wurde @n sogenanntes Refinement durchgefuhrt. Hierbel wurden die Differenzen zwischen
den experimentell bestimmten Strukturfaktoramplituden der Schweratommarker und einem
Modell datensatz nach der Methodeder kleinsten quaratischen Abweichungen minimiert. Fir
das Refinement wurde das Programm Shelx76 verwendet

Zur Auswertung der Referenzspektren von Wildtyp bR wurden de Reflexe nach dem
hexagonalen Gitter p3 indwziert und de zugeordneten Intensitdten mit dem geometrischen
Lorentz-Faktor

(Gl. 3.3) Lorentzfakor(h,k) =+h? + hk + k?

korrigiert. Die Phasen wurden vonHenderson et al. (1986) tbernommen und de Elektronen-
dichteverteilung mit dem Programm HEXMO berechnet (Behrens et al., 1998a)

3.6 Seitenkettenspezifische Markierung mit Fluoreszenzmarkern
3.6.1 Eigenschaften der verwendeten Fluoreszenzmarker

Zur Untersuchung der Dynamik der cytoplasmatischen Loopkereiche von Rhodogsin wurden
die nativen Cysteinreste C140 undC316 mit verschiedenen sulfhydrylspezifischen Fluores-
zenzmarkern gekoppelt. Im Rahmen deser Arbeit wurden vier unterschiedliche Fluorophae
verwendet, deren Strukturformeln undspektrale Eigenschaften in Abbildung 3.2 bzw.
Tabelle 3.1 zusammengestellt sind.

(1) 5-lodacegamidofluorescein (IAF) (2) 5-Dimethylaminoraphthalen-1-sulfonyl-
aziridin (DNZ)

N(CHy),

(3) N-(lodacetamidoethyl)-1-naphthylamin-  (4) Cs-Bromacetamido Texas Red® (TR)
5-sulfonséure (IAEDANYS)

H

I
HN/\/“\"/

SO

SO,H

CH,!

Abbildung 3.2: Strukturformeln der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten sulfhydrylspezifischen
Fluoreszenzmarker.
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Marker Abkirzung | Amex(@bs) / nm [ Amex(€m) / nm e/ cm™™M™
5-lodacetamidofluorescen IAF (AF) 1492 515 75000
5-Dimethylaminonephthalen-1- | DNZ 340 543 4100
sulfonylaziridin

N-(lodaceamidoethyl)-1- IAEDANS |336 490 5700
naphthylamin-5-sulfonséure (AEDANYS)

Cs-Bromaceamido Texas Red® | TR 583 603 113000

Tabelle 3.1: Spektrale Eigenschaften der verwendeten Fluoreszenzmarker. Die Angaben der Absorp-
tionsmaxima Apna(abs), Emissionsmaxima Apna(em) und Extinktionskoeffizienten € stammen vom
Hersteller Molecular Probes, Inc. (Oregon, USA). Die in Klammern angegebenen Abkirzungen
kennzeichnen speziell die Fluorophore IAF bzw. IAEDANS nach Kopplung an eine SH-Gruppe.

3.6.2 Blockierung von C316mit 4,4 -Dithiodipyridin

ROS-Membranen wurden var der Regktion mit 4,4-Dithiodipyridin (DTP) dreimal in 10mM
HEPES-Puffer pH 6,9 gewaschen (Zentrifugtion kei 20000 rpm, SS34-Rotor, 20-30 min,
4 °C) undin 10mM HEPES, pH 6,9 bei einer Rhodopsinkonzentiati von 1520 uM aufge-
nommen. DTP (3-5mg) wurde in 30pl DMF gel6st. Anschlief3end wurde durch Zugabe von
10mM HEPES, pH 6,9 eine DTP-Stammloésung mt einer Konzentration von 50mM DTP
hergestellt. Beide Losungen wurden auf Eis gekihit. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
1 mM DTP gestartet. Die Sulfhydrylgruppe von Cystein reagiert mit DTP unter Abspaltung
von 4Thiopyridin (Abbildung 3.3). Das Absorptionsmaximum von DTP liegt bel
A =247nm, das von 4Thiopyridin dagegen bei A = 324nm (Grastti und Murray, 1967).
Daher wurde der Verlauf der Reaktion an Hand der Freisetzung von 4-Thiopyridin spektros-
kopisch bei A = 324nm gegen eine Referenzkiivette mit 1 mM DTPin 20mM HEPES pH 6,9
verfolgt. Der Extinktionskoeffizient von 4Thiopyridin bei dieser Well enlénge betragt 19000
M™em™ (Cai et al., 1997) Im gesameen Verlauf der Resktion durfte de Temperatur der Probe
5 °C nicht tberschreiten, un die mégliche Reation vonC140mit DTP zu urterbinden. Nach
Umsetzung von 11,1 Cysteinresten pro Rhodogsin wurde die Regktion duch Zugabe von
Cystein (Endkoreentration 10mM) gestoppt und de ROS-Membranen dreimal in 10mM
HEPES, pH 6,9 gewaschen (Zentrifugation kei 20000rpm, SS34-Rotor, 20-30 min, 4°C).

Rho—SH + NC/>7$—S \ /N —— Rho—S—S@N + NC/>7$H

Rhodopsin 4,4'-Dithiodipyridin 4-Thiopyridinyl-Cysteinderivat 4-Thiopyridin

Abbildung 3.3: Reaktion von Cysteinseitenketten mit 4,4’-Dithiodipyridin nach Grassetti und Murray
(1967).

Rhodosin in OG-Mizellen wurde vor der Reaktion mit DTP durch Ausschlufichromatogra-
phie Uber eine Sephadex-G25f- Saule (Sdulenvolumen ca. 10 mlpro mg Rhodogsin) in 10mM
HEPES, pH 6,9, 30mM OG gereinigt, um Salze bzw. Reste von a-D-Methylmannacse zu
entfernen. Die Blockierung der Position C316 erfolgte analog zu den ROS-Membranen bel
einem UberschuR von 41 DTP/Rhodogin in 10mM HEPES, pH 6,9, 30mM OG.
Uberschiissges Reagenz bzw. 4-Thiopyridin wurden wiederum chromatographisch tber eine
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Sephadex-G25f-Saule in dem entsprechenden Puffer, in dem die nadifolgende Markierung
der Position C140 mit Fluoreszenzmarkern durchgefihrt wurde (in der Regel 10mM Tris-
HCI, pH 7,5, 150mM NaCl, 30mM OG), entfernt.

3.6.3 Seitenkettenspezfische Markierung der Cysteinreste C140und C316

Die Fluoreszenzmarker (ca. 1 mg/25ml) wurden in 50ul DMF (IAF, IAEDANS, DNZ) bzw.
DMSO (TR) gel6st. Anschlief3end wurden durch Zugabe von 10mM Tris-HCI-Puffer, pH 7,5
Stammlosungen mit einer Fluorophorkonzentration von 25mM hergestellt. Die Markierung
von Rhodogsin in ROS-Membranen erfolgte in der Regel in 10mM TrissHCI pH 7,5,
150mM NaCl undin OG-Mizellen in 10mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM NaCl und 30mM
OG bei einer Rhodogsinkonzentration von 2025 uM. Die Reaktion wurde durch Zugabe des
Markers gestartet. Das molare Verhéltnis zwischen Marker und Rhodogsin sowie die Reak-
tionszeit bzw. Re&ktionstemperatur varii erten je nach Marker und gewinschter Markierungs-
paosition. Die jewelli gen Reaktionsbedingungen der einzelnen Markierungsreaktionen werden
im experimentellen Tell der Arbeit ausfuhrlich erlautert (siehe Abschnitt 5.3.2). Nach Ablauf
der Re&tionszeit wurde die Reaktion duch Zugabe von 53100mM Cystein ocder Glutathion
gestopp.

Der Uberschiissge Marker wurde in ROS-Membranen durch mehrmadiges Waschen in 10 mM
MES pH 6,0, 150mM NaCl entfernt (Zentrifugation kel 20000rpm, SS34 Rotor, 30min,
4 °C), bis im Uberstand spektroskopisch kein freier Marker mehr nachgewiesen werden
konnte. Die OG-Mizellen wurden nach Markierung chromatographisch tber eine Sephadex-
G25f-Saulein 20mM MES pH 6,0, 150mM NaCl und 30mM OG gereinigt (Séulenvolumen
ca 1012 ml pro mg Rhodogsin). Lediglich die Entfernung von uingeburdenem TR erforderte
auf Grund des hydropholen Charakters des Markers eine Reinigung Uber ConA-Sepharose
(Saulenvolumen ca 1 ml pro mg Rhodogsin). Die Saule wurde mit 20mM MES pH 6,0,
150mM NaCl und 30mM OG gewaschen, his im Eluat kein freies TR mehr nadhweisbar
war.

Die Bindungsgdchiometrie wurde aus der Absorptionsdifferenz zawischen markiertem und
nicht markiertem Rhodogsin nah

g(Rho,500nm)YAA(M)

@34 cMVeRNI = Rhos0onm)heM)

bestimmt, wobei AA(M) fur die Absorptionsdifferenz des Markers am jewelli gen Absorp-
tionsmaximum und Ag(M) fur den entsprechenden Extinktionskoeffizienten stehen. Im Falle
des Fluoresceins wurde die Bindurgsgdchiometrie auf Grund der pH-abhangigen Absorption
dieses Fluorophas aternativ durch Titration rach

€(Rho,500nm)AA(AF, 495nm)

(Gl. 3.5) C(AF)/c(Rio) = A(Rho,500nm)Ae(AF)

mit

AA(AF, 495nm) = A 4gc ., (PH 9) = A 495, (PH 5)

bestimmt (Alexiev, 1999. Die kovalente Bindung der Fluorophae an Rhodogsin wurde
gelelektropharetisch nadhgewiesen (vgl. Abschnitt 3.1.5.
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3.6.4 Limitierte Proteolyse mit Thermolysin

Zur Kontrolle der Bindungsposition wurde das markierte Rhodogsin proteolytisch mit
Thermolysin gespalten (Pober, 198). ROS-Membranen mit je 100ug Rhodogsin wurden
zum Entsalzen zweimal in 10mM Tris-HCI-Puffer, pH 7,4 gewaschen und in 100pl (10 mM)
Tris-HCI-Puffer, pH 7,4 aufgenommen. Nach Zugabe von 5ul (100mM) CaCl, und 4ul
(2 mg/ml) Thermolysin in 10mM TrissHCI pH 7,4 wurden de Proben 4 h be 37C
inkubert. Die Re&tion wurde durch Zugabe von 22ul (100mM) EDTA-L6sung gestoppt
und de Membranen abzentrifugiert (Eppendaf Tischzentrifuge, 13000 rpm, 10min). Die
Proben wurden in einem Volumen von 50ul einer Losung mit 40mM EDTA und 8% (w/v)
SDS und 50pl Probenpuffer (62,5mM Tris-HCl pH 6,8, 10% (w/v) Glycerin, 3% (w/v)
SDS, 0,002% (w/v) Bromphena blau) aufgenommen. Die Proteolyse von Rhodogsin in OG-
Mizellen erfolgte ebenfalls bei einem Rhodosin/Thermolysin-Verhdltnis von 251 (w/w) in
Gegenwart von 5mM CaCl,, jedoch wurde hier auf die vorhergehende Entfernung der Salze
verzichtet. Zum Abbruch der enzymatischen Spatung wurden EDTA (Endkoreentration
10 mM) und 3050 ul Probenpuffer zugebe

Die Trennung der Peptidfragmente erfolgte mittels Gelelektrophaese unter Verwendung
eines Trenngels mit 17 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (vgl. Abschnitt 3.1.5. Nach dem
Lauf wurden de markierten Peptidfragmente auf einem UV-Leuchtschirm dokumentiert
(Polaroidfilm 667, UV-Filter 15 orange) und de Gele anschlieffend mit Coomasde G250
gefarbt.

3.6.5 Reduktion der Sdiff-Base mit Natriumborhydrid

Fur Fluoreszenzanisotropiemesaungen urter Auschlufd vonEnergietransfer wurde die Schiff-
Base des Rhodomins nach Bownds und Wald (1965 mit Natriumborhydrid (NaBH,)
reduziert. Rhodogsin ist im Dunkeln inert gegentiber NaBH,, die Absorption vonLicht fuhrt
dagegen zur Bildung von N-Retinylopsin, wobei der Chromopha kovalent an K296
geburden Heibt. Die Reduktion der Schiff-Base verursadit hierbei eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Chromophas von A = 498nm nad A = 333nm. Zur Durch-
fihrung der Reaktion wurden die Proben (150ug Rhodogsin in einem Volumen von 150ul
Losung) durch Zugabe von 50mM Natriumhydrogencarboretlésung (pH 10) auf einen pH-
Wert von 8,59,0 eingestellt und auf Eis 2,8 mg NaBH,; zugegeben. Die Belichtung der
Proben mit gelbem Licht (Kaltli chtlampe Schott KL1500, Kantenfilter OG 515) ermdglichte
die Reduktion. Nach 10min wurde das Uberschiissge Reagenz durch Zentrifugation (ROS-
Membranen) oder durch Ausschlufichromatographie Uber Sephadex G25f (OG-Mizellen)
entfernt (vgl. Abschnitt 3.6.3. Der Nadweis der Reduktion der Schiff-Base efolgte mit
Hilfe von Absorptionsgektren an Hand der V erschiebung der Chromophabande.

3.7 Untersuchung der Dynamik der cytoplasmatischen L oopbereiche von
Rhodopsin mit zetaufgelGster Fluor eszenzanisotropie

Die Mesaungen der zeitaufgel 0sten Fluoreszenz und Fluoreszenzani sotropie wurden mit einer
Apparatur durchgefuhrt, die speziell fir die Methode der zeitkorrelierten Einzelphaonen-
zéhlung an Synchrotronstrahlungsquellen entwickelt wurde (Glasel, 200Q. Die Vorteile der
Verwendung einer Synchrotronanlage ds Anregungslichtquelle liegen hierbel in der nahezu
uneingeschrankten Durchstimmbarkeit der Anregungswell enlange und der hohen Wiederhol -
rate der Anregungspulse. Die Experimente wurden an den Speicherringen der Berliner
Elektronenspeicherring-Gesell schaft fur Synchrotronstrahlung mbH (BESSY 1) und des
Hamburger Synchrotronstrahlungslabors (HASYLAB) im “single bunch”-Betrieb duchge-
fahrt. Die mittleren Halbwertsbreiten der Anregungspulse lagen bei 600-900ps am BESSY |
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und 200ps am HASY LAB. Aus der Wiederhdrate von 5MHz in beiden Synchrotronanlagen
resultiert ein zeitlicher Abstand der Pulse von 200ns. Dies garantiert eine ausreichende
Akkumulation von Zahlereignissen innerhab einer angemessenen Melidauer, die anerseits
durch de Stabilitdt der Proben (Phatolyse des Rhodosins bzw. Lebensdauer der zu urter-
suchten Photointermediate) und andererseits durch den Injektionszyklus des Speicherrings
begrenzt ist. Der Zeitraum zwischen den Injektionen betrug durchschnittlich 3 Stunden am
BESSY | bzw. 9 Stunden am HASY LAB.

Da die Elektronen im Speicherring bei der Ablenkung durch de Unduatoren Strahlungs-
energie ageben, kanmt es zu einem kontinuierlichen Intensitétsverlust. Daher missen in
regelmaldigen Abstanden Elektronenbindl in den Speicherring injiziert werden. Dies gt
einen wesentlichen Nachteil fir die Anwendung der zeitkorrelierten Einzelphaonenzéhlung
dar. Die Intensitétsanderungen der Synchrotronstrahlung sind zusétzlich von Anderungen der
Anregungspulsform und einer zeitli chen Verschiebung der Anregungspulse begleitet. Da die
gemessene Fluoreszenzintensitdt mathematisch eine Faltung des Anregungspulses mit der
tatsAdhlichen Fluoreszenz darstellt, beanflussen Verénderungen des Pulsprofils die Mef3-
ergebnisse. Die Fluoreszenzanisotropie wird von pdaritdtsabhdngigen Intensitétskomponen-
ten bestimmt. Veranderungen des Pulsprofils owie Intensitdtsschwankungen fihren daher zu
Fehlern bel der Mesaung der zeitaufgelosten Anisotropie. Die verwendete M ef3apparatur
wurde speziell dazu koreipiert, diese negativen Einflisse der Anregung mit Synchrotron-
strahlung zu karrigieren (Glasel, 2000.

3.7.1 DasPrinzip der zatkorrelierten Einzelphotonenzéhlung

Die Methode der zeitkorrelierten Einzelphaonenzéhlung beruht auf der Anregung einer
fluoreszierenden Probe mit kurzen Lichtpulsen. Von den im Anschlul3 emittierten Photonen
wird hierbel von der Mel3apparatur will kiirlich nur ein Photon detektiert. Durch Korrelation
mit dem Anregungspuls wird parallel der zeitliche Abstand zwischen der Anregung und cer
Detektion gemes®n. Wird diese statistische Prozel3 genligend dt wiederhdlt, etdt man ene
Wahrscheinlichkeitsverteilung fur die Emisson eines Photons zu einer bestimmten Zeit-
differenz nach der Anregung (zur Ubersicht siehe O’ Conna und Philli ps, 1984.

Die Anzahl der Z&hlereigniss pro Zeitdifferenz wird bei der Mesaung mit einem Vielkanal-
analysator aufgezeichnet. Der Photodetektor, der die Fluoreszenz der Probe registriert, gibt
dabel durchschnittlich p Spannurgsimpulse an de Folgeelektronik weiter. Der Index i steht
fUr das i-te Zeitintervall, das mit Hilfe des Vielkanalanal ysators erfalét wird. Die Wahrschein-
lichkeit Py(i), dald zwischen dem nullten undi-ten Zeitintervall m Spannungsimpulse ezeugt
werden, kann mit einer Poison-V ertell ung beschrieben werden:

. DR
(Gl. 3.6) RPn() = %

Demnadh betragt die Wahrscheinli chkeit, keinen Puls zu registrieren
(Gl. 3.7) Ri)=eP

genau einen Puls zu registrieren

(Gl. 3.8) R(i)=pe P

undmehr als einen Puls zu detektieren

(Gl. 3.9) Pns1() =1-Ry(i) - R (i) =1-(1+ p)e 7.
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Das Mef3prinzip der zeitkorrelierten Einzelphaonenzahlung beruht technisch auf der Aus-
|6sung einer Spannungsrampe durch den Anregungspuls (Start-Signal) und deren Abbruch
durch das erste an Detektor registrierte Photon (Stop-Signal). Die Hohe dieses Spannungs-
signals ist somit propational zu der Zetdifferenz zwischen Anregung und Emisson. Die
nachfolgenden Phatonen, de im Zuge desslben Anregungspulses emittiert werden, werden
nicht mehr berlicksichtigt, da die Elektronik eine Totzeit durchlauft, in der das erste Photon
verarbeitet wird. Das ist eine Grundvaausstzung des Mel3prinzips, da die Detektion
mehrerer Photonen pro Anregungspuls die Statistik verfal schen wirde.

Die zentrale Frage ist hierbel, urter welchen Bedingungen de registrierte Statistik die
tatsachliche zeitli che Vertellung der emittierten Photonen wiedergibt. Erfolgt die Detektion
eines Photons pro Zeitkanal selten (pi<<1), gt ndherungswes

(Gl. 3.10) R()=p bzw. Ppsy(i)=p2<<p.

Bei Nex Anregungspulsen pro Mesaung werden N¢(i) Zahlereignisse zwischen dem nullten
undi-ten Kanal registriert, wobel gilt:

(Gl. 3.11) N (i) = NedPu(i) + Pms1()}-

Die Forderung, héchstens ein Photon pro Anregungspuls zu detektieren, wird somit durch das
Verhdltnis No/Ne bestimmt. Einen vernadlassgbaren statistischen Fehler erhdlt man bei
einem hinreichend Keinem Verhdtnis von No/Ne urterhalb von 0,05 Y guerabide, 1972).

3.7.2 Aufbau der Mel3apparatur

Der Aufbau der Apparatur, die zur Mesaung der zeitaufgel Gsten Fluoreszenzanisotropie enge-
setzt wurde, ist in Abbildung 3.4 schematisch dargestellt. Abbildung 3.5 gibt einen Uberblick
uber die dektronischen Komporenten der Anlage. Das Anregungslicht der Synchrotronquell e
wurde Uber einen Umlenkspiegel in de Apparatur geleitet. Die Monochromatoren der Strahl-
rohre (2m-Seya am BESSY | bzw. Visuv X2 am HASY LAB) wurden auf die nullte Ordnung
eingestellt. Die Wellenldnge des Anregungsli chts wurde mit einem in die Anlage integrierten
Monachromator (Jobin Yvon H10 UV) selektiert. Der Monochromator verfligte Uber eine
spektrale Bandlreite von 200800 nm. Die Spaltbreite betrug 0;6- mm. Das Streulicht des
Monachromators (maximal 5 % im hoherenergetischen Spektralbereich) wurde in Abhéngig-
keit von der verwendeten Well enlénge mit unterschiedlichen Interferenz- bzw. Bandenfiltern
reduziert (Schott IF580,1F548,1F484, lzw. BF380).

Hinter dem Eingangsmonachromator wurde én Teil des einfallenden Lichts mit Hilfe aner
Quarzplatte in den Referenzstrahlengang reflektiert. Das Ubrige Anregungslicht wurde im
Fluoreszenzstrahlengang mit einem UV-Glan-Taylor Polarisationsprisma (Spinder & Hoyer)
senkredht zur Tischebene podarisiert und mit einer Linse auf die Probe fokussert. Die
Halterung der Probenkiwette wurde Uber einen eigenen Wasserkreisauf mit einem
Umwaél zthermostat temperiert. Das Fluoreszenzlicht der Probe wurde Gber einen Folienpdari-
sator (Spinder & Hoyer), der ads Analysator diente, auf den Hauptdetektor gelenkt. Der
Hauptdetektor bestand aus einer kompakten Mikrokanalplatte (Microchannel Plate Phaoto-
multiplier Tube MCP-PMT, Hamamatsu R3809J), desen Kihlgehduse mit einem
integrierten Peltier-Element (Products for Research Inc., Refrigerated Chamber TE104RF)
und einem zusétzli chen Wasserkreislauf gekthit wurde. Zur Unterdriickung von Streuanteil en
des Anregungslichts im Fluoreszenzstrahlengang wurden hinter dem Analysator Kantenfilter
(Schott KV 380, GG455,0G475,0G515 trw. RG610) eingesetzt. Die Wahl des Filters hing
von cer Emissonswellenldnge der untersuchten Fluoreszenzmarker ab. Die Kantenfilter
zeichneten sich gegeniiber dem Einsatz eines zweiten Monochromators durch einen héheren
Transmisgonsgrad undsomit einem besseren Signal-Rausch-Verhdltnis aus.
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der MeRapparatur zur zeitkorrelierten Einzelphotonen-
zahlung nach Glasel (2000). Hinter dem Eingangsmonochromator wird der Strahlengang geteilt. Ein
Teil des Anregungslichts wird linear polarisiert und trifft auf die Probe. Das Fluoreszenzlicht der Probe
gelangt durch den Analysator auf den Hauptdetektor. Im Referenzstrahlengang befindet sich eine
Streuprobe, wobei deren Streulicht zur Normierung der Lichtintensitat und mit Hilfe eines verschieb-
baren Spiegels zur Messung des Anregungsprofils verwendet wird. Weiterhin wird das Stop-Signal im
Referenzstrahlengang erzeugt. Die gepunkteten Linien kennzeichnen die Steuerungs- und Signal-
verbindungen. Die nach aul3en weisenden Pfeile deuten die weiteren Wege der Signalverarbeitung an
(vgl. Abbildung 3.5).

Das Ausgangssgnal des Hauptdetektors wurde Uber einen Vorverstéker (EG& G Ortec 9306
an ein schnelles Modu (EG&G Ortec pico-Timing™ Discriminator 9307) weitergeleitet, das
die zeitliche Diskriminierung der Signale durchfiihrte. Dabei wurden die in der Amplitude
fluktuierenden Eingangssgnale in einen Ausgangspuls mit definierter Form und Spannungs-
héhe umgewandelt. Anschlief’end wurde das Signal Uber eine Verzogerungsleitung (EG& G
Ortec DB 463) an den Starteingang des Zeit-Amplituden-Konverters (TAC, EG&G Ortec
566) geleitet, der die zeitliche Differenz zwischen desem Startsignal und cem Signal des
Stop-Detektors im Referenzstrahlengang (siehe unten) in ein Spannungsdgnal Ubersetzte.
Nach Digitaliserung mit Hilfe enes Analog-Digital-Konverters (ADC, Canberra 8715)
wurden de Signale von einem Vielkana analysator (MCA, Canberra Accuspec B) aufgezeich-
net, der as Einschulkarte fir den Melrechner ausgelegt war. Die Bandbreite des Vielkanal-
analysators betrug 8192Kandle bel 31 Bit pro Kanal.

Im Referenzstrahlengang wurde ein Tell des Referereli chts mit einer weiteren Quarzplatte auf
den Stop-Detektor (Hamamatsu R5600P-01) gelenkt. Das Signal dieses Detektors wurde Uber
einen Vorverstérker (EG&G Ortec 9306 und einen Diskriminator (Oxford Instruments Inc.,
CFD TC 453 verarbeitet und bl dete das Stop-Signal an dem TAC. Diese Konfiguration, bei
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der der Anregungspuls das Stop-Signal bildet, wird auch as invertierter Betriebsmodus
bezeichnet. Der Stop-Detektor wurde anstelle der Paketmarkierung der Speicherringe
(“bunchclock®) verwendet, um die beobadtete zeitli che V erschiebung der Anregungspul se zu
kompensieren, de biszu 150ps betrug.

Das verbleibende Referenzlicht fiel auf eine Streuprobe (Ludax, DuPont Co.). Das Streulicht
der Referenzprobe wurde mit einem Referenzdetektor (Hamamatsu R2949 registriert und
Uber einen “Gate and Delay”-Generator (EG&G Ortec 416A) an de nachgeschaltete Zahl-
karte (Meilhaus ME-15) weitergeleitet. Dieser Teil der Apparatur diente zur Normierung der
Lichtintensitét. Ein Teil des Streulichts wurde zusétzlich tber einen verschiebbaren Spiegel
auf den Hauptdetektor geleitet. Eine Abdeckung auf der Rickseite des Spiegels blockierte
wéahrend der Detektion des Referenzlichts am Hauptdetektor den Fluoreszenzstrahlengang.
Auf diese Weise konrte Giber den Referenzstrahlengang das Anregungsprofil des Systems L (t)
gemessen werden, das auch als “impulse resporse function” (IRF) bezeichnet wird.

Anregungspulse

Hauptdetektor &— ;| Probe EEReferean —> | Stop-Detektor

Referenz-
detektor

Zahler-

Oszilloskop einschub ¢
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Generator

¢
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Computer
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! Analog-Digital-
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i Zeit-Amplituden l

Konverter

Verzogerungs- Start Stop |= Diskriminator
leitung

Abbildung 3.5: Vereinfachtes Blockschaltbild der MefRelektronik nach Glasel (2000). Die Apparatur
wurde im invertierten Modus betrieben: Ein von der Probe emittiertes Photon erzeugt hierbei das
Start-Signal, der Anregungspuls Uber den Referenzstrahlengang das Stop-Signal (vgl. Abbildung 3.4).
Wahrend der Messung konnten die aktuellen Z&hlraten und die Form des Anregungspulses mit einem
Oszilloskop und einem Zahlereinschub standig kontrolliert werden.
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Die Verschiebung des Spiegels zwischen Referenz- und Fluoreszenzstrahlengang sowie die
Drehung der Polarisatoren wurden mit Schrittmotoren automatisiert, die Uber ein externes
Modu (Conrad SMC 800 von dem Mefdrechrer aus gesteuert wurden.Wahrend der Mesaung
konnten de &tuellen Zahiraten des Haupt- und Referenzdetektors tber einen Zahlereinschub
(Tennelec/Nucleus Inc., Dual Courter/Timer TC512) kontrolli ert werden.

Die Spezifikationen der einzelnen elektronischen und opischen Komporenten sowie die
Regelung der Spannungsversorgung der Detektoren werden bei Glasel (2000 ausfuhrlich
diskutiert. Die maximale Zeitaufl6sung der Mef3elektronik lag bei 5 ps/Karel. Die Mesaungen
wurden typischerweise mit einer Auflésung von 2625 ps/Karal bei einer Gesamtbreite von
1024 Kanden durchgefiihrt. Dies entspricht einem Mef3kereich vonca 0-20 rs. Die spektrale
Empfindichkeit der Apparatur ermoglichte Mesaungen in einem Wellenlangenbereich
zwischen 296800 nm.

3.7.3 Durchfuhrung der Mesaungen

Ein einzelner Mef3zyklus bestand aus der Aufnahme der Fluoreszenzintensitaten 1y (t), Io(t)
und des Anregungsprofils L(t), wobel I;(t) undIg(t) den Intensitdten bei einer parallelen bezw.
senkrechten Stellung des Analysators in Bezug auf die vertikale Stellung des Eingangs-
polarisators entsprechen. Die Mel3cauer pro Zyklus betrug ca 3 min. Die Summation
mehrerer Zyklen ergab dann de &kumulierte Zeitspur der Fluoreszenzdepalarisation kezw.
Fluoreszenzanisotropie r(t). Die Zahlraten lagen typischerweise im Bereich von 13-10° cps
(courts per second). Die Anzahl der Mef3zyklen hing von der Konzentration der Fluorophae
und deren Quantenausbeute bzw. Emissonskoeffizienten ab. In der Regel wurden 1(P-10°
Zahlereignise im Maximum der Fluoreszenzdepodarisationskurve registriert, um eine
ausreichende Statistik zu gewahrleisten, was einer Mel3zeit von duchschnittlich 3045 min
entsprac.

Eine Voraussetzung fur eine korrekte Datenauswertung war die Bestimmung des G-Faktors.
Dieser Faktor entspricht dem Verhdtnis der Empfindichkeiten der Apparatur fur parallel
bzw. senkredht polarisiertes Licht und geht nat

I’(t) — III(t) _GDD(t)

(Gl. 3.12)
Iy (t) +2G 0 (1)

in de Bestimmung der Fluoreszenzanisotropiere Der G-Faktor wurde bei einer horizontalen
Stellung des Eingangspolarisators aus dem Verhdtnis von 1;(t) und I(t) bestimmt, das bei
dieser Konfiguration theoretisch einen Wert von 1 haben sollte. Der Wert des G-Faktors lag
typischerweiseim Bereich von 1,001,05+ 0,003.

Die Mesaungen an ROS-Membranen wurden in 10mM MES-Puffer pH 6, 150mM NaCl bel
15 °C durchgefiihrt. Die Standardbedingungen fir die Mesaungen von Rhodosin in OG-
Mizellen waren 10 mM MES-Puffer pH 6, 150mM NaCl und 30mM OG bei ebenfals
15°C, um eine moglichst hohe Vergleichbarkeit der Messungen zu gewdhrleisten. Die
Konzentration der markierten Proben betrug 0,54 uM in Abhéngigkeit von der Markierungs-
stéchiometrie und der Quantenausbeute der verschiedenen Fluoreszenzmarker. Zur Messing
der Fluoreszenzdepadlarisation von Rhodogsinproben im MII-Intermediat wurden de Proben
2min bei 5 °C mit einer Kaltli chtlampe (Schott KL1500,Kantenfilter OG515) gebleicht und
unmittelbar darauf die Mesaung gestartet. Zum direkten Vergleich hierzu wurden Referenz-
mesaungen im Grundzustand bei 5 °C durchgefhrt.
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3.7.4 Datenauswertung

Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitét bzw. der Fluoreszenzanisotropie wurden mit
zwei unterschiedlichen Algorithmen analysiert. Ein Verfahren basierte auf der Levenberg-
Marquardt-Methode (Johrson, 1994 und erméglichte @ne Anpasung von maximal funf
Exporentiatermen. Das zweite Programm beruhte auf einer Evolutionsstrategie (Rosenhagen,
1994 und ba die Moglichkeit der Anpassung mit drei Exporentialtermen. Zusétzlich
konnten hier die Anfangs- undoder Endanisotropie festgehalten werden. Die Anpasaung der
Mef3daten erfolgte ds iterative Faltung einer Modellfunktion (der Summe von Exporential-
termen) mit dem Anregungsprofil L(t). Die Variation der zu bestimmenden Parameter der
Modellfunktion wurde nadch der Methode der kleinsten Fehlerquadrate durchgefihrt, bei der
die Qualitét der Anpasaung durch Minimierung des Parameters

n
1
(Gl. 3.13) X2 = > [N (t) - Nfit(tk)]2
k=19k

verbessert wird (Johnson, 1994. Hierbel wird Uber n Datenpunke summiert, die der Anzahl
der MelRkandle des Vielkanaanalysators entsprechen. N(tx) und Nsii(tk) stehen fur die Anzahl
der registrierten Zahlereignisse bzw. den beredhneten Wert im k-ten Kanal. Fir die Poisson-
Statistik der Zadhlereignise ist die Standardabweichung oy durch de Quadratwurzel der

Anzahl der Ereignisse /N(t,) gegeben, so dal? git:
2_ < [Nt - Nt P

Da gewohrlich de Abhéngigkeit von der Anzahl der Datenpunke nicht erwinscht ist, wird
statt desen dereduzierte Grole

(Gl. 3.14) X

X2

n-p-1

(Gl. 3.15) X& =

verwendet. Der Nenner beschreibt hier die Anzahl der Fretheitsgrade, die sich aus n Daten-
punken und pfreien Anpasaungsparametern zusammensetzen. Als weiteres Kriterium fur die
Gute der Anpasaung wurden die gewichteten Residuen verwendet, die wie folgt definiert sind:

N - N
(Gl. 3.16) R(t)gew. = (tk\)/N(tkf)t(tk)

Die gewichteten Residuen zeigen eine gleichformige Vertellung, wenn de Abweichungen
lediglich vonzuféli gen Fehlern und mcht von systematischen Mef3fehlern verursacht werden.




