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4 Lokaliserung von Aminosauresitenketten mittels
Rontgendiffraktion

4.1 Einfdhrung

Die Herstellung geeigneter 3D-Kristalle zur Untersuchung der Struktur integraler Membran-
proteine ist nach wie vor ein grol3es Problem. 2D-Kristale integraler Membranproteine
kénren dagegen haufig leichter erhalten werden undermdglichen in Kombination mit hoch-
auflosender Kryoelektronenmikroskopie, Elektronenkristallographie und computergestitzter
Bildverarbeitung eine Strukturbestimmung bel niedriger Auflésung (z. B. Schertler et al.,
1993 Havelkaet d., 1995 Krebset d., 1998 Zhang et d. 1998;Auer et a., 1998) in einigen
Féalen sogar bis hin zur atomaren Auflésung (z.B. Grigorieff et a., 1996 Kuhlbrandt et al.,
1994 Nogaes et a., 1999. Daher stellt die 2D-Kristalli sation eine wichtige dternative
Methode zur Strukturuntersuchung dieser biologisch aufierst bedeutungsvoll en Proteine dar.
Unter einem 2D-Kristal verstent man de regelméaliige Anordnung von Molekilen in zwel
Raumrichtungen. Wie native biologische Membranen kénren 2D-Kristalle von integralen
Membranproteinen as eine Lipiddoppelschicht mit einem sehr hohen, geordneten Proteinge-
halt angesehen werden. Daher dominieren bel der Ausbildurg der 2D-Kristalle die Wedhsel -
wirkungen der hydropholen Transmembranregion, wobei Lipide die Raume zwischen den
Proteinmolekiilen besetzen. Die gréfden Erfolge bel der 2D-Kristalli sation konren hislang
mit Rekonstitution der Membranproteine und anschlief3ender Detergensextraktion mittels
Didysetechniken erzielt werden. Das Ziel der Rekonstitutionsexperimente ist dabel die
Erzeugung von gofRen Lipiddoppelschichten mit einem moglichst hohen Proteingehalt. Die
Aushildung geordneter Proteingitter kann dabel sportan erfolgen oder durch Reduktion des
Lipid- bzw. Detergensanteil s induziert werde.

4.2 Zielsetzung und experimentell e Strategie

Die 2D-Kristalli sation vonRhodogsin ermdglichte estmals die Bestimmung der Struktur der
Transmembranregion eines G-Protein gekoppelten Rezeptors bei niedriger Auflésung
(Schertler et a., 1993 Unger und Schertler, 1995 Schertler und Hargrave, 1995 Unger et al.,
1997, Krebs et a., 198). Die Struktur der an der Aktivierung des visuellen G-Proteins
Transducin beteiligten cytoplasmatischen Oberflache des Rhodosins konnte bislang al er-
dings noch nicht aufgeklart werden. Im Rahmen deser Arbeit sollte daher die Position
einzelner Aminosaureseitenketten in der cytoplasmatischen Oberflache des Rhodofsins
mittels Rontgendiffraktion an 2D-Kristalen bestimmt werden. Hierzu sollten de nativen
cytoplasmatischen Cysteinreste C140 undC316 mit Schweratommarkern derivatisiert und de
Position der Marker mit Rontgendiffraktion an multilamellaren Filmen von D-Kristalen
bestimmt werden. Die experimentelle Strategie wird im folgenden asfuhrlich erlautert.

In friheren Arbeiten wurde gezeigt, dald3 de cytoplasmatischen Cysteinreste C140 undC316
in Rhodoysin im Dunkeln fir verschiedenartige sulfhydrylspezifische Reagenzien zuganglich
sind, wahrend de Cysteinreste der extrazell uléren Seite bzw. der Membranregionin der Regel
erst nadh Belichtung oder unter sehr viel aggressveren Redktionsbedingungen umgesetzt
werden komen (De Grip et a., 1975 Chen undHubkell, 1978 De Grip undDaemen, 198).
Dies erdffnet die Moglichkeit, C140 undC316 selektiv mit sulfhydrylspezifischen Schwer-
atommarkern zu derivatisieren. Ein gedgnetes Reagenz hierfir ist p-Chlormercuribenzoat
(PCMB), das in der Proteinkristall ographie bereits mehrfach zur Darstellung von Schwer-
atomderivaten verwendet wurde (Perutz et al., 1968 Drenth et al., 1969.

In Rontgenbeugungsexperimenten weisen Schweratome wie z.B. Quedksilber gegeniiber den
in Proteinen Ukerwiegend vakommenden Atomen - Wassrstoff, Kohlenstoff, Stickstoff,
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Sauerstoff sowie die Schwefelatome der Aminosduren Cystein undMethionin - eine deutlich
hohere Streukraft auf. Bel spezifischer Markierung einer Aminosdure aldiert sich der Struk-
turfaktor des Schweratoms zu dem des Proteins, so dald sich der resultierende Strukturfaktor
deutlich von cém des nativen Proteins unterscheidet. Die Strukturfaktorénderungen zwischen
markierter und richt markierter Probe elauben somit die Bestimmung der Markerpaositionin
der Elementarzell e mittels Fourier-Diff erenzverfahren (siehe Abschnitt 2.1.4. Eine wichtige
Voraussstzung fur die Anwendberkeit der Methode ist, dal3 sich de Gesamtstruktur des
Proteins sowie die Gitterkonstanten durch das Einbringen des Markers nur geringfiigig anden
(Isomorphie).

In einem Rontgendiffraktionsexperiment sind prinzipiell nur die Intensitéten der Beugungs-
reflexe direkt zuganglich. Zur Auswertung der Diffraktionsdaten wird jedoch zusétzlich de
Phaseninformation benétigt. Pl6hn undBuldt (1986) konrten jedoch zeigen, dal3 de Atom-
formfaktoren fur Elektronen und Rontgenquanten in guter Naherung Ubereinstimmen. Die
Verwendung der Phasen aus der Elektronenmikroskopie ist daher zur Auswertung von
Rontgendiffraktionsexperimenten urter der Vorausstzung zuléssg, dal3 beide Methoden auf
den gleichen Gittertyp angewendet werden. Deshalb basierten de Kristalli sationsexperimente
im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf den Rekonstitutions- und Dialyseverfahren, de fur
Strukturuntersuchungen von Rinderrhodogsin mittels Kryoel ektronenmikroskopie entwickelt
wurden (Schertler et al., 1993 Krebs et al., 1999. Wéhrend fir elektronenmikroskopische
Verfahren einzelne kristalline Membranfragmente ds Untersuchungsobjekt vollig ausrei-
chend sind, werden fir die hier durchgefihrten Rontgendiffraktionsexperimente homogene
Préparationen von 2D-Kristallen im mg-Bereich bendtigt, die zusétzlich zur Aushildung von
multil amell aren Stapeln gedgnet sein miisen.

Das priméare Ziel der Kristalisationsexperimente war daher die Weiterentwicklung der
bekannten Rekonstitutions- und Dialyseverfahren, wobei die Anforderungen an das Kristalli-
sationsverfahren wie folgt zusammengefalit werden konren:

» Das Verfahren sollte die Herstellung kristalli ner Proben im mg-Bereich erméglichen.

» Die Proben sollten hanogen sein, d.h. @& Antell an nicht kristallinem Materia sollte
niedrig sein.

 Es glliten Gitter der Raumgruppe p222; erhaten werden, un die Phasen aus der
Elektronenmikroskopie verwenden zu konren (anderenfals hétten de Phasen neu
bestimmt werden missen). Die Gitterkonstanten sollten in dem Bereich der von Krebs et
al. (1998 beschriebenen 2D-Kristall e liegen.

» Die cytoplasmatischen Aminosduren C140 krw. C316 sollten in 2D-Kristallen fir den
Schweratommarker PCM B zuganglich sein.

* Die krigtallinen Proben sollten de Herstellung geordneter multilamellarer Filme
ermadgli chen.

» DasKristali sationsverfahren sollte auf Grund des hohen Materiaverbrauchs reproduzier-
bar sein.

Die Eignung der Methode des isomorphen Ersatzes zur Lokalisierung einzelner Aminosauren
in den Loopbereichen eines Membranproteins mittels Rontgendiffraktion an multilamellaren
Stapeln von D-Kristallen konrte bereits am Beispiel des Baderiorhodogsins (bR) gezeigt
werden (Krebs et al., 1993 Behrens et a., 199&). Hierbei handelt es sch um die licht-
getriebene Protonenpumpe des Halobacteriums salinarium (Oesterhelt, 197§. Das Protein
verflgt wie Rhodogsin lker einen kovalent gebundenen Retinalchromopha undist mit seben
Transmembranhelices in der Membran verankert, obwohl es weder funktionell noch entwick-
lungsgeschichtlich mit Rhodogsin oder einem anderen G-Protein gekoppelten Rezeptor
verwandt ist. Das bR bildet bereits in seiner nativen Membranumgebung, der sogenannten
Purpurmembran, ein zweidimensionales Kristallgitter (p3-Symmetrie, d=624 A). Daher
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konnte die Struktur von R mit Elektronendiffr aktionsmethoden und el ektronenmikroskopi-
schen Techniken urtersucht werden (Henderson undUnwin, 1975 Henderson et al., 1986
Henderson et a., 199Q Grigorieff et a., 1996 Kimura & al., 1997. Erst kirzlich gelang die
Herstellung dreidimensionaler bR-Kristalle in verschiedenen Laboratorien, so dal3 jetzt eine
Vielzahl von Strukturdaten bei einer Auflésung im Bereich von 2A vorliegt (Pebay-Peyroula
eta., 1997 Lueke @ a., 1998 Esenet a., 1999.

Die Lage des Retinals wie die Struktur der interhelikalen Loopbereiche blieben all erdings
auf Grundder begrenzten Auflésung lange Zeit unklar. Unter Verwendung der Phasen aus der
Elektronenmikroskopie konrten bei niedriger Auflésung wertvolle Strukturdetails mit einer
Reihe von Differenzdiffr aktionsmethoden gewonren werden. Mit Hilfe von Schweratom-
derivaten von Cysteinmutanten wurden bei spielsweise die Positionen einzelner Aminosaure-
seitenketten in den Looplereichen von R ermittelt (Krebset a., 1993 Behrenset d., 19983.
Die Verteillung der Schwefelatome der Aminosauren Methionin und Cystein in Wil dtyp-bR
wurde unter Ausnutzung der anormalen Dispersion bei unterschiedlichen Wellenlangen
bestimmt (Behrens et a., 1998l). Zusdtzlich konne die Lage des Retinalchromophas in
Projektion auf die Membranebene mit Neutronenstreuexperimenten urter Verwendung
deuterierter Retinale ermittelt werden (Seiff et al., 1985 Hausset a., 1990Q.

Diese Arbeiten belegen eindrucksvoll, dal3 mit Hilfe von Differenzdiffr aktionsmethoden bel
niedriger Auflésung wertvolle Strukturinformationen erhalten werden kénren, de ais der
Proteinstruktur alleine bel dieser Aufldsung noch nicht zuganglich sind. Mit nativen
bR-Kristallen stand somit fir die Untersuchungen an Rhodogsinkristallen im Rahmen deser
Arbeit ein Referenzsystem zur Verfiigung, mit dem einerseits apparative Fehler minimiert und
andererseits die Qualit &t der Rhodopsinmesaungen beurteilt werden konrten.

4.3 Kristallisationsexperimente und elektr onenmikr oskopische
Charakterisierung der Proben

4.3.1 Reinigung von Rhodopsin fur die Kristalli sation

Als Ausgangsmaterial fur die Gewinnurg von Rhodogin wurden Augen von frisch
geschladhteten Rindern oder tiefgekihlte Netzhaute verwendet. Zunéchst wurden ROS-
Membranen nach einer Standardmethode von Papermaster und Dreyer (1974 mit Modifika-
tionen nach McDowell und Kiihn (1977) isoliert und (ber einen Saccharosedichtegradienten
gereinigt. Die Rhodoysinkoreentration wurde spektralphaometrisch bestimmt. Die Ausbeute
lag typischerweise bei ca 0,7-0,8mg Rhodogsin pro Netzhaut. Das Absorptionsverhéltnis
zwischen dem Proteinpeak bei A =280nm und dem Retinalpeak ib& =500 nm wies fur
Préparationen aus frischen Rinderaugen einen Wert von 21-2,3 auf, das Verhdtnis fir
Préparationen aus tiefgekihlten Retinae der Firma W. L. Lawson (Nebraska, USA) lag
zwischen 2,3und 2,6.Die gelelektrophoretische Analyse egab eine Protein zusammensetzung
von >90% Rhodomsin und de typischen Spuren anderer Proteine der visuellen
Signalkaskade (Transducin, Phosphodesterase, Arrestin).

Zur weiteren Reinigung von Rhodogsin wurden de ROS-Membranen nach Krebs et al.
(1998 in 1% LDAO solubilisiert und mittels ConA-Affinitdtschromatographie gereinigt.
Alle Reinigungs<chritte (Saulengrole, FluRgeschwindigkeit, Verwell dauer auf der Saule, etc.)
wurden weitgehend standardisiert. Nach der Reinigung lag das Absorptionsverhdltnis
A280 nm/Asconm ZWischen 1,65 und 1,8 wibhéngig vom Ausgangsmaterial, was einem sehr
hohen Reinheitsgrad entspricht (De Grip, 19&). Dementsprechend konrien mittels SDS
Polyaaylamidgel elektrophaese neben Rhodogsin keine weiteren Proteinbestandteile mehr
nachgewiesen werden.
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4.3.2 Kristalli sationsexperimente

Die im Rahmen deser Arbeit durchgefiihrten Kristalli sationsexperimente basierten auf dem
bel Krebs et al. (1998 beschriebenen Verfahren, wobei die Kristall bildung durch Dialyse des
solubili sierten Rhodogsins gegen 20mM HEPES pH 7,0, 100mM NaCl, 10mM MgCl.,
3 mM NaNj3 (im folgenden als Standarddialysepuffer bezeichnet) unter Zugabe von 2 mM
DTT indwziert wird. Nach 11 Tagen Dialyse bei 18°C wurden hierbei bevorzugt tubuare
2D-Kristalle und in geringerem Mal3e kristalline Membranfragmente ehalten, de enen
relativ hohen Anteil an Proteinaggregaten aufwiesen (vgl. Abbildung 4.2 B). In Abbildung 4.1
ist ein typisches Absorptionsgektrum einer Suspension vonRhodogsinkristallen dargestellt.
Das Spektrum zeigt die dharakteristischen Merkmale e@ner Rhodogsinprobe im Grundzustand.
Der Retinapeak mit einem Absorptionsmaximum bei A = 498 nm belegt, dal3 @ Chromo-
pha des Rhodogsins in derll-cis-Konfiguration valiegt.
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Abbildung 4.1: Absorptionsspektrum einer Suspension von Rhodopsinkristallen, die nach Dialyse
gegen Standarddialysepuffer unter Zugabe von 2 mM DTT erhalten wurden. Die Aufnahme des
Spektrums erfolgte in 20 mM HEPES pH 7,0, 150 mM NaCl und 10 mM MgCl,.

Ausgehend von desen Standardbedingungen wurden zahlreiche Modifikationen durchgefthrt,
die hier nicht im Detail dargestellt werden kdmen. Im folgenden wird statt dessen eine
Auswahl von Parametern diskutiert, deren Variation zu einer systematischen Verbesserung
der Probenqualitét fiihrte. Die Beschaffenheit der Proben wurde mit Hilfe von Ubersichts-
bildern charakterisiert, die nach Negativkontrastierung mit 1 % (w/v) Uranylacetat bei ca.
400 Vergrofierung aufgenommen wurden. Der gewdhlte Bildausschnitt entsprach ungefahr
der Grol3e ener Masche der Trégernetze. Ziel der Aufnahmen war es hierbei all erdings nicht,
die besten Bereiche aner Probe azubil den, sondern vielmehr das typische Erscheinungsbil d
der gesamten Proben zu dokumentieren. Dabei spielte das durchschnittli che Verhdtnis von
aggregiertem Materiad zu Membranfragmenten bezw. tubudren Membranstrukturen eine
entscheidende Rolle.

Abbildung 4.2 zeigt Ausschnitte éner Auswahl von Ubersichtsbil dern reprasentativer Proben.
Dichtes Material wie z.B. Proteinaggregate ist fur den Elektronenstrahl nicht durchlassg und
erscheint auf den Aufnahmen as dunKer Flek. Membranstrukturen sind rach Negativ-
kontrastierung leicht zu erkennen. Tubuare Strukturen, de prinzipiell as eine doppelte Lage
von Membranen aufgefaldt werden kénren, erscheinen etwas dunker als einzelne Membran-
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fragmente. Die tubuéaren Kristale wiesen in der Regel einen Durchmesser von ca 0,2um
undein Lange vonbis zu 3um auf. Die Grof3e der Membranfragmente lag im Bereich vonca
0,2-0,3um Durchmesser, vereinzelt wurden auch gréfRere Membranfragmente gefunden.
Dabel ist allerdings unklar, obes sch bei den Membranfragmenten lediglich um Bruchstticke
vontubuéren Kristallen handelt.

Die Variation der Dialysebedingungen wie pH-Wert, Temperatur und Dauer der Diayse
fahrten zu keiner Verbesserung der Praparationen. Die Dialysedauer von 1611 Tagen stellte
bereits ein Optimum in Bezug auf die Ausbildung von Membranstrukturen dar. Mit einer
Verkirzung des Diaysezeitraums nahm der Anteil von Membranstrukturen ab, mit langerer
Dialyse stieg der Anteil an aggregierten Bestandteilen. Bei tieferen oder hoheren pH-Werten
des Dialysepuffers wurde @ne beschleunigte Aggregation der Proben beobaditet. Eine
deutliche Abnahme der Proteinaggregate konnte dagegen duch Erhdhung der Konzentration
von Oxidationschutzmitteln von InM DTT Uber 2mM DTT zu schliefdlich je 4 mM DTT
und 4mM Mercgptoethand erzielt werden (vgl. Abbildung 4.2 A, B und C bzw. Abbildung
4.2 FundG).

Eine weitere Verbesserung bradhte der Zusatz von aganischen Lésungsmitteln zum Dialyse-
puffer. In Anwesenheit von 2,5% (v/v) Isopropand bzw. 2,5% (v/v) (+)-2-Methyl-2,4-
pentandiol (MPD) kam es zu einer deutlichen Erhéhung des Antells an Membranstrukturen,
wobei wiederum der Anteil an Proteinaggregaten mit steigender Konzentration an DTT und
Mercaptoethand im Diaysepuffer reduziert werden konrte (vgl. Abbildung 4.2 F, G bzw. 1).
Einen etwas geringeren Effekt hatte die Zugabe von 2,5% (v/v) DMSO (Abbildung 4.2 K)
und 5% (v/v) Polyethylenglycol (PEG 400, Daten nicht gezeigt). Bel der Herstellung von
3D-Kristalen integraler Membranproteine wurden bereits mehrfach kleine, in der Regel
amphiphil e organische Substanzen wie z.B. Heptan-1,2 3-triol erfolgreich eingesetzt, um die
Qualitéat der 3D-Kristalle zu verbessern (Kuhlbrandt, 1989. Die Funktion der organischen
Moleklle innerhalb des Kristalli sationsprozesses ist alerdings unkar. Eine Moglichkeit
besteht darin, dal3 sich die kleinen Molekile besser as die sperrigen, langkettigen Detergens-
molekile an de hydrophole Oberflache der Membranproteine anpassen kénren unddadurch
LUcken ausfillen, de sonst zu Unordnungen im Kristall fihren wirden. Weiterhin wird in der
Literatur die Moglichkeit diskutiert, da3 de kleinen Molekile die Deformierbarkeit von
Mischmizellen aus organischen Molekilen und Detergenzien erhdhen, wodurch de Bildung
des Kristall s erleichtert werden konrte (Garavito et al., 1989.

Ein wichtiger Parameter bei der Kristalli sation stellt der Grad der Delipidierung wahrend der
Proteinreinigung dar. Es g€llt sich zusétzlich die Frage, ob mogli cherweise spezifische Lipid-
Protein-Wedhselwirkungen einen Einfluld auf die Kristali sation austiben. Alle Arbeitsschritte
der Isolierung und Reinigung von Rhodogsin wurden urter weitgehend standardisierten
Bedingungen durchgefiihrt. Dennoch fihrten Pr8parationen mit unterschiedlichem Ausgangs-
material unter identischen Kristali sationsbedingungen héufig zu urterschiedlichen Ergebnis-
sen. Dies ist auf die hohe Variabilité des biologischen Ausgangsmaterials zurtickzufiihren.
Die Lipidzusammensetzung der ROS-Membran ist sehr komplex und urerliegt zudem
starken naturlichen Schwankungen (siehe Abschnitt 1.3.2).

Albert et al. (1996 postulierten in Rhodoysin eine definierte Bindungsdell e fir Cholesterin.
Da dies auf einen spezifischen Effekt von Cholesterin auf die Stabilité undoder Funktion
von Rhodogsin hindeutet, wurde der Einflul? vonCholesterin auf die Kristalli sation urter-
sucht. Die Zugabe von Cholesterin forderte schon in geringen Mengen (2:1 mol/mol
Chadlesterin/Rhodogsin) die Aushildung von Membranfragmenten und tubué&ren Strukturen
(vgl. Abbildung 4.2). Weiterhin erhéhte die Gegenwart von Cholesterin de Reproduzierbar-
keit der Praparationsergebnisse deutlich.
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(C) Rhodopsin ohne weitere Lipide, 4 mM DTT (D) Rhodopsin, 5:1 (mol/mol) ROS-Lipide,
und 4 mM Mercaptoethanol - 4 mM DTT und 4 mM Mercaptoethanol
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Abbildung 4.2: Elektronenmikroskopische Ubersichtsbilder einiger charakteristischer kristalliner
Proben. Die Aufnahmen erfolgten nach Negativkontrastierung mit 1 % (w/v) Uranylacetat bei ca.
4000x VergréRerung. Die Angaben zu den jeweiligen Proben beziehen sich auf die Verwendung
zusatzlicher Lipide bzw. Zusatze zum Standarddialysepuffer. Die leichte Variation des Abbildungs-
malfistabs ist durch die unterschiedliche fotografische Reproduktion bedingt. Mit Ausnahme der
Aufnahme D entspricht 1 cm in der Abbildung einer Lange 0,5 um. In Aufnahme D entspricht 1 cm
einer Lange von ca. 0,2 um.
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(G) Rhodopsin, 2:1 Cholesterin, 2,5 % (v/v) (H) Rhodopsin, PCMB-markiert, 2:1 Cholesterin,
Isopropanol, 4 mM DTT und 4 mM Mercapto- 2,5 % (v/v) Isopropanol, 4 mM DTT und 4 mM
Mercaptoethapol

(|) Rhodopsin, 2:1 Cholesterin, 2,5 % (v/v) MPD, (J) Rhodopsin, PCMB-markiert, 2:1 Cholesterin,
4 mM DTT und 4 mM Mercaptoethanol 2,5 % (viv) MPD, 4 mM DTT und 4 mM

(K) Rhodopsin, 2:1 Cholesterin, 2,5 % (v/v) (L) Rhodopsin, PCMB-markiert, 2:1 Cholesterin,
DMSO, 4 mM DTT und 4 mM Mercaptoethanol 2,5 % (v/iv) DMSO, 4 mM DTT und 4 mM
Mercqp&gthanol

A

Abbildung 4.2 (Fortsetzung): Elektronenmikroskopische Ubersichtsbilder einiger charakteristischer
kristalliner Proben
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In weiteren Experimenten wurde versucht, auch andere Lipide, die bel der Reinigung
mogli cherweise entfernt werden konrten, duch Zugabe exogener bzw. endogener Lipide zu
ersetzen. Hierzu wurden de nativen Lipide ais ROS-Membranen isoliert. Die Lipidextrakte
wiesen einen Anteil von 7080% an Phaosphdipiden in Bezug auf die Trockenmasse der
gesamten Lipide auf, was im Bereich der Literaturwerte liegt (Fliesler und Anderson, 1983.
Vor der Dialyse wurde das gereinigte Rhodogsin mit Lipiden urterschiedlicher Menge (das
molare Verhdtnis zwischen den Lipiden und Rhodogin wurde zwischen 21 und 501
variiert) und Zusammensetzung rekonstituiert. Neben den nativen Lipiden wurden zusétzlich
Phosphatidylchadlin und Phosphatidylethandlamin als exogene Lipide verwendet. Im Verlauf
der Diayse kam es hierbei jedoch bevorzugt zur Ausbildung von Lipid-Protein-Vesikeln.
Selbst geringe Mengen nmativer Lipide der ROS-Membran (5:1 mol/mol ROS-
Lipide:Rhodogsin) verursachten bereits die Uberwiegende Bildung von Vesikeln (vgl.
Abbildung 4.2D).

Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit friiheren Ergebnissen von Schertler et al. (1993
bzw. Unger und Schertler (1999. Dort wurde Rhodoysin in Phosphatidylchdin bei einem
Lipid-Protein-Verhéltnis von 251 (mol/mol) rekonstituiert und wie oben beschrieben
dialysiert. Die resultierenden kristallinen Arede befanden sich auf der Oberflache von Lipid-
Protein-Vesikeln und wiesen eine p222-Symmetrie auf. Die Qualité dieser zweidimen-
siondlen Rhodogsinkristalle ist jedoch im Vergleich zu den p222;-Kristallen, de mit der
Methode von Krebs et al. (1998 ohne Zusatz von Lipiden erhalten werden, deutlich geringer.
Da zudem nicht ale Vesikel kristalline Bereiche enthalten, sind cerartige Prdparationen
wegen des geringen Anteils an kristallinem Material allerdings fur Rontgendiffraktions-
mesaungen nur bedingt gedgnet. Zusétzlich stellte sich im Rahmen der hier durchgefihrten
Experimente heraus, dal3 mit Proben, de anen holen Antell an Vesikeln aufwiesen, keine
brauchbaren multilamellaren Filme hergestellt werden konrten (vgl. Abschnitt 4.4.2.
Dementsprechend konrien in keinem Experiment, das auf der Rekonstitution vonRhodogsin
in Gegenwart von zusétzli chen Lipiden beruhte, brauchbare Réntgendaten erhalten werden.
Der Effekt einzelner Parameter auf die Qualitd der 2D-Kristale ist schwierig zu
guantifizieren und theoretisch bislang nur wenig verstanden (Kuhlbrandt, 1992 Jap et al.,
1992 Schertler, 1999. Die Ubersichtshilder gaben einen Eindruck von der Gesamt-
beschaffenheit der Proben insbesondere in Hinblick auf das Auftreten von Membran-
strukturen im Verhdltnis zu Proteinaggregaten. Die Gitterqualitét einzelner 2D-Kristale
wurde in Stichproben mit hochauflésender Elektronenmikroskopie untersucht (siehe
Abschnitt 4.3.5. Die Eignung einer kristalinen Pr8paration fir Untersuchungen mit
Rontgendiffraktionsmethoden héngt all erdings wesentlich von dr Eignung zur Herstellung
multil amellarer Filme &. Die Herstellung dieser Filme awies sch jedoch als aulerst
problematisch (vgl. Abschnitt 4.4.2). Selbst Proben, de unter identischen Kristalli sations-
bedingungen hergestellt wurden undsich gemaR der elektronenmikroskopischen Ubersichts-
bilder in ihrem auferen Erscheinungsbild nu unwesentlich voneinander unterschieden,
verhielten sich bel der Herstellung der Filme haufig vdlig unterschiedlich. Daher war die
Beurteilung der Modifikation einzelner Kristali sationsparameter sehr schwierig und nu
durch mehrmalige Wiederholung desselben Experiments miglich.

4.3.3 PCMB-Markierung von 2D-Kristallen

Die Schweratommarkierung von 2D-Kristallen erfolgte nach Boyer (19%4) in Gegenwart
eines 10-fachen Uberschusses an PCMB. Abhildung 4.3 zeigt die typischen Absorptions-
spektren einer kristallinen Probe vor bzw. nach der Reaktion mit PCMB. Nad 6h
Reéktionszeit wurde in der Regel eine Markierungsg6chiometrie von 1,62,1 Molekilen MB
pro Molekil Rhodogsin erzielt. Innerhalb deser Zeitspanne konnte keine Absorptions-
anderung im Bereich des Retinalpeaks bel A =500nm festgestellt werden. Eine langere
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Re&ktionszeit fuhrte dagegen haufig zu einer Abnahme der Retinalabsorption, was auf eine
beginnende Denaturierung des Proteins hindeutet.

T T T T T T T T T T
750 -

nach Markierung
vor Markierung
500

250

Absorption (mOD)

200

150

100

AAbsorption (mOD)

300 400 500 600 700
Wellenlange (nm)

Abbildung 4.3: PCMB-Markierung von Rhodopsinkristallen (Probe K12-2). A: Absorptionsspektren der
markierten und nicht markierten Probe. B: Differenzspektrum. Die Absorptionsdifferenz von 196 mOD
bei A =240 nm entspricht einer Markierungsstdchiometrie von 1,65 Molekilen MB pro Rhodopsin.

4.3.4 Elektronendiffraktion

Die Qualitédt der 2D-Kristale verschiedener Prgparationen wurde mittels Elektronen-
diffraktion Ukerprift. Elektronendiffraktogramme wurden sowohl von tubuéren Kristallen al's
auch von Membranfragmenten erhalten. Ein typisches Beugungsbild ist in Abbildung 4.4
dargestellt. Bereits ohre Untergrundkorrektur sind Beugungsreflexe bis zu einer Auflésung
von 10A deutlich zu erkennen. Die Aufnahme von Elektronendiffraktogrammen erfordert im
Vergleich zur computergestiitzten Bildverarbeitung von kyoel ektronenmikroskopischen
Aufnahmen grofere 2D-Kristall e bzw. deutlich besser geordnete Gitter. Daher belegen selbst
Elektronendiffraktogramme mit niedriger Auflésung eine relativ hohe Gitterqualitéat und
konren as Kriterium fir die Verbessrung einer Kristalli sationsmethode herangezogen
werden (Krebs et a., 1998. Mit der Aufnahme von Elektronendiffraktogrammen konrte
somit gezeigt werden, dal3 de im Rahmen deser Arbeit hergestellten Pr8parationen hoch-
geordnete 2D-Gitter enthielten. Das Hauptziel der Arbeit lag jedoch auf der Herstellung
homogener Préparationen. Die Analyse der Kristale mittels Elektronendiffraktion an
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Einzelkristallen [a%t daher nur bedingt Rickschlisse aif die Eignung der Proben fir
Rontgendiffraktionsexperimente an mutilamellaren Filmen zu.

Abbildung 4.4: Elektronendiffraktogramm eines 2D-Kristalls von Rhodopsin. Beugungsreflexe im
Aufldsungsbereich von 10 A sind ohne Untergrundkorrektur deutlich zu erkennen. Dialyse-
bedingungen: 2:1 Cholesterin/Rhodopsin, Standarddialysepuffer mit 2 mM DTT und 2 mM Mercapto-
ethanol.

4.3.5 Charakterisierung der kristallinen Proben mittels hochaufldsender
Kryoelektronenmikroskopie

Die Charakterisierung der Gitterqualitéat mittels “low-dose“-Kryoel ektronenmikroskopie und
computergestitzter Bildverarbeitung erfolgte nach Krebs et al. (1998). Die Negative wurden
mit optischer Diffraktion analysiert und gedgnete Arede digitalisiert. Zur Bestimmung der
Gitterparameter wurden duchschnittlich 50 ceutlich erkennbere Reflexe in der Fourier-
Transformation eines Rohhlds indiziert. Aufnahmen vontubuéren Kristallen zeigten haufig
zwel Uberlagerte Gitter mit einem Winkel von ca 5-15° zwischen den Gitterachsen. In
einigen Falen konrten beide Gitter getrennt indiziert und kearbeitet werden.

Alle untersuchten Gitter wiesen eine orthorhombische Symmetrie auf. Die Gitterkonstanten
von Kristallen urterschiedlicher Praparationen variierten zwischen a= 591-62,4A und
b=83,290,7A. Die Mittelwerte nach Analyse von 43 Bildern lagen bei a=61,1+09A
bzw. b=87+25A (die Fehlerangaben représentieren de Standardabweichung). Das
Verhdltnis b/a wies mit 1,42+ 0,03 umabhéngig von der Art der Prdparation einen sehr
konstanten Wert auf. Der Winkel zwischen a und b letrug 90+ 0,4°. Dies Werte stimmen
mit den von Krebs et a. (1998) beschriebenen Gitterparametern orthorhombischer
Rhodogsinkristalle der Raumgruppe p22,2; gut Uberein. Die Analyse der Aufnahmen von
MB-markierten Proben ergab keine Abweichung der Gitterparameter innerhalb der
beobacthteten Schwankungen. Somit flhrte die Schweratomderivatisierung nicht zu einer
signifikanten Verdnderung des Kristalgitters, was eine Grundvaaussetzung fur die
Bestimmung der Markerposition mittel s Diff erenzdiffraktionsverfahren darstellt.

Die anzelnen Schritte der Bildverarbeitung werden im folgenden am Beispiel des Bildes
17332erlautert. Das Bild wurde von einem relativ grol2en Membranfragment aufgenommen
und zeigte die hochste Aufldsung von allen urtersuchten Bildern. Bei der Probe handelte es
sich um eine Praparation, de unter Zugabe von 21 (mol/mol) Choalesterin:Rhodogsin und
Diayse gegen Standarddia ysepuffer in Gegenwart von je 4mM DTT und Mercaptoethanal
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hergestellt worden war. Die Daten reprasentativer Aufnahmen weiterer Proben sindin Tabelle
4.1 zusammengestellt.

An deser Stelle mul3 jedoch ausdriicklich betont werden, dal3 es sch hierbel um Aufnahmen
einzelner 2D-Kristalle handelt. Die Daten lassen daher keinen urmittelbaren Ruckschluf3 auf
die Gesamtquditdt der Prdparationen zu. Der Informationsgehalt der kryoelektronen-
mikroskopischen Aufnahmen hangt neben der Qualitét der abgebil deten Kristalle aich ganz
entscheidend von ar Aufnahmequalitét der einzelnen Bilder ab undwird von einer Reihevon
Parametern wie z.B. der Dicke der vitrifizierten Eisschicht, dem Probentransfer unter
Kryobedingungen in das Mikroskop, Defokusgerung, Astigmatismus und Drift wahrend der
Aufnahme, etc. bestimmt. Zum Vergleich urterschiedlicher Proben wére daher jewells die
Aufnahme und Auswertung einer statistisch signifikanten Anzahl von Bildern erforderlich,
was im Rahmen deser Arbeit nicht moglich war.

A: Bereich vono-9 A

12 10 7 6 8 6 7 8
9 7 8 9 16 8 7 8
8 7 10 11 21 9 9 8
8 8 10 11 14 13 11 9
15 9 9 16 36 13 11 13 10
10 9 11 20 55 271 39 15 10 8
13 16 16 22 53 263 1604 177 41 17 14 12 10

© © N O O~
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© ~N N ©

© ® Ul NN o
© © N N ™

8 8 9 11 16 41 205 29 12 10 7 8 7

7 8 8 9 11 14 36 13 9 9 9 8 8

8 7 9 9 10 11 17 9 10 7 7 7 8

9 8 9 8 10 11 23 10 8 8 7 8 8

8 8 8 7 7 11 14 10 9 7 7 8 7

8 7 9 6 7 7 10 9 7 7 9 8 7
B: Bereich von9-5 A C: Bereich von 53,5A

8 7 7 8 10 8 7 7 6 7 7 7 7 8 7 6 6 7
7 7 7 8 8 7 7 8 7 7 7 7 7 7 6 6 7 7
9 8 8 8 8 7 7 8 9 7 8 78 7 7 7 8 7
7 7 6 9 14 8 7 7 6 7 8 7 7 9 8 6 7 8
7 7 9 16 77 15 7 7 7 7 7 7 8 14 9 7 71 7
7 7 8 9 22 9 7 7 6 7 7 7 7 8 8 7 6 7
7 7 7 8 8 8 8 8 7 7 7 7 7 8 8 7 8 7
7 8 8 8 6 8 7 7 6 8 7 7 7 8 7 6 1 7
7 7 6 7 7 7 7 6 7 7 8 7 7 7 6 7 8 7

Abbildung 4.5: Mittlere Peakintensitaten des Bildes 17332 nach Korrektur der Gitterverzerrungen. Die
Werte wurden mit dem Programm MMBOXA berechnet und auf einen Untergrundwert von 7 skaliert.
Die Intensitat im Zentrum der Peaks ist durch Fettdruck hervorgehoben.
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Nadch Bestimmung der Gitterparameter wurden de Verzerrungen der Gitter mit einer
dreistufigen “unbending”“-Routine korrigiert und de Amplituden und Phasen aus den
korrigierten Bildern extrahiert. Die mittleren Pe&intensitdten in den Auflésungsbereichen
von ©-9 A, 95 A bzw. 53,5A wurden mit dem Programm MMBOXA berechnet und auf
einen Untergrundwert von 7 nomalisiert. Hierzu legt das Programm einen Ausshnitt von
wenigen Pixel um die theoretische Lage der einzelnen Reflexe und summiert die Intensitéten
in desem Aus<hnitt Uber ale Reflexe. Die Darstellung der mittleren Intensitéten in
Abhangigkeit vom Abstand (in Pixel) zur theoretischen Peakpasition ergibt ein Zahlenfeld, in
dem ein Wert von 7 cem Untergrundsignal entspricht. Im Zentrum des Zahlenfelds, d.h.an
der theoretischen Pe&kposition, findet man entsprechend de maximale mittlere Intensitét; mit
zunehmendem Abstand van Zentrum fdllt die Intensitdt auf den Untergrundwert ab. Enthalt
ein Auflésungsbereich Informationen Uber die periodische Struktur eines Objekts, mul3 de
mittlere Intensitdt aller Reflexe in dem Auflésungsbereich doerhalb des Untergrunds liegen.
In der Darstellung der mittleren Intensitéten driickt sich des in einer signifikanten Haufung
von Werten gr0f%er 7 um die theoretische Lage des Pe&ks aus.

Die mittleren Intensitéten des Bildes 17332 mach Korrektur der Gitterverzerrungen sind in
Abbildung 4.5 dargestellt. Im Bereich von -9 A wurden de Intensitdten von 95Reflexen
gemittelt und ergaben mit 1604 einen ausgesprochen hoken Wert. In der Zone von 9-5 A fiel
die mittlere Intensitédt nach Mittelung von 138Reflexen auf einen Wert von 77.Die mittlere
Intensitét von 14, berechnet aus 100 Reflexen im Bereich von 53,5A, macht deutlich, a3
das Bild 17332 auch eindeutig Strukturinformation urterhalb von 5 A enthielt. Im
Durchschnitt zeigten die Halfte dler untersuchten Bilder nachweisbare Reflexe unterhalb von
5A Auflésung; die mittleren Intensitdten im Bereich von 53,5A lagen allerdings in der
Regel bei Werten von 8 oder 9. Alle untersuchten Bil der zeigten deutliche Reflexe im Bereich
zwischen 9-5A Auflésung die mittleren Peskintensitéten lagen hier im Durchschritt bei
einem Wert von 24 (gemittelt Gber insgesamt 43 Aufnahmen). Die mittleren Intensitéten der
MB-markierten Proben wiesen dabel vergleichbare Werte im Verhdtnis zu den nicht
markierten Proben auf (vgl. Tabelle 4.1). Somit wurde die Gitterqualitét durch de Einfihrung
der Schweratommarker nicht beeintradtigt.

Die Eignung von Schweratomderivaten fur Strukturuntersuchungen von Proteinen mittels
elektronenkristall ographischen Methoden wurde bereits von Ceska und Henderson (1990
Uberpruft. Die Analyse von mehr as 20 verschiedenen Schweratommarkern, darunter auch
einige Quedksilberverbindungen, ergab jedoch, dald herbel die durch de Schweratome
hervorgerufenen Strukturfaktordifferenzen im Vergleich zu Rontgendiff raktionsexperimenten
deutlich niedriger sind. Dies liegt unter anderem daran, dal3 de Streuamplituden von
Elektronen nicht linea mit der Ordnungszahl der streuenden Atome zunimmt (Ceska und
Henderson, 199). Daher wurde nicht versucht, die Position der Schweratommarker mittels
hochaufl6sender Kryoelektronenmikroskopie zu bestimmen. Dies hédtte zudem die Aufname
und Anayse ener Vielzahl von eektronenmikroskopischen Bildern erfordert, was im
Rahmen dieser Arbeit nicht moglich war.
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Nad Beseitigung der Gitterverzerrungen wurden de Effekte der Kontrast-Transfer-Funktion
und des Astigmatismus korrigiert. Die Fourier-Komponenten des korrigierten Bildes 17332
sindin Abbildung 4.6 dargestellt. Die kreisférmigen Linien kennzeichnen die Nulldurchgange
der Kontrast-Transfer-Funktion. Die Intensitéten der Reflexe sind als 1Q-Werte nadch
Henderson et a. (1986 in Form von Quadraten urterschiedlicher Grof3e dargestellt. Ein
IQ-Wert von 7 entspricht dabel der Intensitit enes Reflexes, die nah Abzug des Untergrunds
gerade so hoch wie das Untergrundsignal selbst ist. Gemal3 deser Konvention nmmt der 1Q-
Wert mit zunehmender Intensitét der Reflexe &. Reflexe mit einem [Q-Wert zwischen 1 und
4 sind duch Zahlen innerhalb der Quadrate gekennzeichnet. Schwéchere Reflexe (1Q = 5-8)
werden durch Quadrate mit abnehmender Grof3e ohne Numerierung symbadlisiert. Die Analyse
der Korntrast-Transfer-Funktion ergab fiir das Bild 17332 Defokuswerte von Fx = 56004,
Fy = 6890A und @= 78°. Die markierten Reflexe (10,19 bzw. (15-3) liegen im Bereich
einer Auflésung von 3,5A undbestétigen die hohe Gilte des abgebil deten Kristall s,

Abbildung 4.6: Fourier-Komponenten des Bildes 17332 nach Korrektur der Gitterverzerrungen und der
Effekte der Kontrast-Transfer-Funktion. Die Intensitat der Reflexe wird durch Quadrate unterschied-
licher Gro3e symbolisiert. Zwei Reflexe mit deutlicher Intensitat (IQ-Werte von 3 bzw. 4) im Bereich
von 3,5 A sind durch die Markierung (Kreise) hervorgehoben.
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Anschlieflend wurde die Raumgruppe des Kristallgitters mit dem Programm ALLSPACE
ermittelt. Die niedrigsten Phasenabweichungen wurden jeweils fir die Raumgruppe p22,2;
erhaten. Fur das Bild 17332 letrug der Wert 38,3° unier Berlicksichtigung all er Reflexe mit
|IQ-Werten < 5 im Bereich von «-9 A (Phasenabweichungen von 90° entsprechen dem
statistischen Zufall swert). Die Symmetrie der Raumgruppe p222; fihrt zu einem Verlust der
ungeradzahligen Reflexe entlang der h- und kAchsen. In Abbildung 4.6 ist dieser Effekt
entlang der h-Achse deutlich zu erkennen. Das Auftreten der entsprechenden Reflexe entlang
der k-Achse dagegen kann mit der Aufnahme des Kristalls unter einem leichten Kippwinkel
erklart werden. Der Kippwinkel der Aufnahmen wurde im Rahmen dieser Arbeit alerdings
nicht eingehender analysiert. Bei anderen Bildern kamen de Symmetriemerkmale sehr viel
besser zur Geltung.

Abbildung 4.7: Elektronendichteverteilung berechnet flr das Einzelbild 17332 nach Skalierung der
Amplituden. Die Aufldsung betrégt 7 A. Die positiven Héhenlinien sind mit durchgezogenen Linien, die
negativen Hohenlinien gepunktet dargestellt. Das Kristallgitter weist eine p22,2,-Symmetrie auf. In der
Einheitszelle (rechteckiger Kasten) befinden sich jeweils vier Rhodopsinmolekile. In einem der
Molekule sind die Positionen der Transmembranhelices mit Nummern gekennzeichnet. Deutlich zu
erkennen sind die drei senkrecht zur Membran stehenden Helices 4,6 und 7.
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Zur Kompensation des aufldsungsabhangigen Abfalls der Amplituden, der bei der Bil dverar-
beitung kryoelektronenmikroskopischer Aufnahmen im Vergleich zur Elektronendiffraktion
typischerweise beobaditet wird, wurden de Amplituden mit Hilfe des Programms
SCALIMAMP3D auf die mittleren Amplituden der Elektronendiffraktion von Baderio-
rhodogsin skaliert (Havelka & al., 1995 Unger und Schertler, 1995 Unger et d., 1997 Krebs
et al., 1999. Die daraus resulti erende Elektronendichteverteilung ist in Abbildung 4.7 fir das
Bild 17332 ki einer Auflésung von 7A dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurde die
Elektronendichte Uber die Grenzen der Einheitszelle hinaus erweitert. In der Einheitszelle
befinden sich vier Rhodogsinmolekile, die dowechselnd mit der cytoplasmatischen Seite nad
oben bzw. unten arientiert sind. Die drel senkrecht zur Membranebene stehenden Helices 4, 6
bzw. 7 sind ceutlich zu erkennen. Die Ubrigen Helices snd starker geneigt und blden in der
zweidimensionalen Projektion der Elektronendichte ein bogenférmiges Strukturmotiv. Die
Symmetriedemente der Raumgruppe p222; (eine 2-fache Rotationsachse senkredt zur
Membranebene und jeweils eine 2-fache Schraubenachse entlang der Gittervektoren) sind
ebenfall s deutlich zu erkennen. Die Tatsadhe, dald es sch hierbei um die Strukturinformation
einer kryoelektronenmikroskopischen Aufnahme enes einzelnen 2D-Kristalls handelt, belegt
die hohe Qualit&t des untersuchten Kristalls.

4.4 Durchfihrung und Ergebnis der Rontgendiffraktionsmessungen
4.4.1 Referenzmesaungen an 2D-Kristallen von Bacteriorhodopsin

Purpurmembranen von Wil dtyp-bR wurden auf Trespaphanfolie aufgetragen undin einem
geschlossenen Behdlter bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 86% getrocknet. Unter diesen
Bedingungen ordnen sich de Purpurmembranen reprodwzierbar zu multil amellaren Filmen
(Krebs et al., 1993 Behrens et a., 199&). Die Rontgenmesaungen erfolgten ebenfalls bei
86 % relativer Feuchtigkeit. Die Intensitéatsgpektren (vor Lorentz-Korrektur) einer typischen
bR-Mesaung vor und nach Untergrundabzug sind in Abbildung 4.8 dargestellt. Die Mesaung
setzt sich aus 21 Einzelspektren a 1 h zusammen. Die Reflexe wurden nach dem hexagonalen
p3-Gitter indiziert und de Intensitdt als Summe von Gaul3-Funktionen angepald. Zur
Bestimmung der Intensitdt entarteter Reflexe wurde die Gesamtintensitét der Reflexe gemald
der Intensitdtsverhdtnise aus der Elektronendiffraktion aufgeteilt (Henderson et al., 1986
Pl6hn und Blldt, 1986. Die hexagonale Gitterkonstante wurde durch Auftragung von sin@
tiber (h?+k?+kh)“? mit 62,3+ 0,3 A bestimmt und lag innerhalb der Fehlergrenze im Bereic
der Literaturwerte (Henderson undUnwin, 1975 Henderson et a., 1986 Kimura & al., 1997%.

h k F h k F h |k F
1 0 8,3 2 3 7,6 4 |2 7,6
11 27,2 2 4 21,5 4 |3 26,8
1 2 11,1 2 5 6,7 5 |0 17,4
1 3 4,7 2 6 7,2 5 |1 3,7
1 4 11,9 3 0 3,4 5 |2 16,6
1 5 12,7 3 1 19,1 5 (3 4,4
1 6 1,5 3 2 11,2 6 (1 5,8
1 7 6,1 3 4 17,0 6 |2 5,5
2 0 17,1 3 5 12,2 7 |0 7,5
2 1 5,3 4 0 13,2 7 |1 4,5
2 2 11,0 4 1 15,8

Tabelle 4.2: Strukturfaktoramplituden der bR-Referenzmessung
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Die Streuintensitaten wurden hbis zum (7,1)-Reflex aufgenommen. Dies entspricht einer
Auflésung von 7,2A. Die Strukturfaktoramplituden nadh Lorentz-Korrektur sind in Tabelle
4.2 aufgelistet; die Phasen wurden von Henderson et a. (1986 ubernommen. Die
resultierende Elektronendichtevertellung ist in Abbildung 4.9 dargestellt. In der Einheitszelle
befinden sich drei bR-Molekile. Die Dichtemaxima reprasentieren jeweils die drel nahezu
senkrecht zur Membranebene stehenden Helices 2, 3 und 4 Das bogenférmige Strukturmotiv
wird von cen dlrigen vier Helices gebildet, die zur Membrannormalen stéarker geneigt sind.
Das Ergebnis entspricht dem typischen Bild von IR innerhalb der Auflésungsgrenze von ca.
7 A (Krebset al., 1993 Behrenset al., 1998).
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Abbildung 4.8: Intensitatsspektren einer typischen Rontgenmessung an Wildtyp-bR vor Lorentz-
Korrektur. (A) Rohdaten. (B) Spektrum nach Untergrundabzug. Die Indizierung der Reflexe erfolgte
nach p3-Symmetrie des hexagonalen Gitters.
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Abbildung 4.9: Elektronendichteverteilung von Wildtyp-bR bei 7,2 A Auflésung. In der Elementarzelle
sind drei bR-Molekiile deutlich zu erkennen. Dargestellt sind die positiven Hohenlinien im Bereich von
38-92 %.

4.4.2 Herstellung multilamellarer Filme von Rhodopsinkristallen

Zur Herstellung geordneter multil amellarer Filme wurden de kristali nen Proben (ca. 1 mg
Rhodogsin pro Auftragung) auf die Trespaphanfolie aufgetragen undin einem geschlossenen
Behdlter bei konstanter Luftfeuchtigkeit langsam getrocknet. Die Anordnung @& Rhodoysin-
kristall e zu multilamell aren Stapeln erfolgte in einem Zeitraum von 3-8 Tagen. Auf Grundder
hohen Probenvariabilit & mufden de Parameter wie Luftfeuchtigkeit und Salzgehalt der Probe
hierbei fur jede Préparation individuell optimiert und der Verlauf der Filmbildung sorgféltig
kontrolli ert werden. Selbst Proben, de unter identischen Kristalli sationsbedingungen her-
gestellt wurden und de laut elektronenmikroskopischer Ubersichtsbilder ein nahezu identi-
sches Erscheinungshild aufwiesen, verhielten sich bei der Herstellung der Filme oft véllig
unterschiedlich. Die Ursache hierfir ist unkar. Diese Beobachtungen kdnren einerseits auf
die Variabilit & des biologischen Ausgangsmaterials und andererseits auf die Inhamogenitét
der Proben (unterschiedliche Verhdtnise zwischen aggregiertem Material und tubuéren
Kristalen bzw. kristallinen Membranfragmenten) zurlickgefiihrt werden. Die besten Ergeb-
nisse wurden in der Regel bei Auftragung in Gegenwart von 20mM NaCl in 1mM
Natriumphaosphatpuffer pH 7,0erhalten. PCMB-markierte Proben bzw. nicht markiert
Proben wurden bei alen Schritten der Filmherstellung moglichsdentisch behandelt.

Die Verwendung anderer Trégerfolien (z.B. Mylarfolie) ergab keine Verbessrung. Ebenfalls
erfolglos blieben Versuche, die Stapelung der Proben duch Zerreif3en der tubuéaren Kristale
mit Hilfe ener kurzen Ultraschall behandlung zu verbessern. Das Tempern der Kristalle durch
wiederholtes Aufheizen der Proben auf Temperaturen zwischen 30-35°C und langsames
AbkiHen auf Raumtemperatur zeigte keine positiven Effekte. Man geht hierbel davon aus,
dal3 das Tempern zur Minimierung von Fehlordnungen in einem Kristallgitter fihrt.

Im Gegensatz zu Purpurmembranen lag die optimae relative Luftfeuchtigkeit bei der
Herstellung der Filme von Rhodogsinkristallen nahe 100%. Bel einer niedrigeren Luft-
feuchtigkeit trockneten de Rhodosinproben irreversibel aus undldsten sich von der Tréger-
folie &. Als aulferst problematisch erwies sch zusétzlich de Empfindlichkeit der Proben auf
geringe Schwankungen der Luftfeuchtigkeit. Bereits der Probentransfer in de Mef3apparatur
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und de anschlieffende Re&quili brierung in der Probenkammer flhrte zu einer Veranderung
der Filmqualitat. Dies drickte sich im Verlauf der Mesaungen in drastischen Schwankungen
der Untergrundstreuung bzw. der Abl6sung des Probenfilms von der Tragerfolie aus

Mit zunehmender Inhamogenitét verhielten sich de Proben wahrend der Filmbildung vallig
unkortrollierbar. Daher wurde versucht, Proteinaggregate mittels Dichtegradientenzentri-
fugation von a@m kristalli nen Material abzutrennen. Aus einem kontinuierlichen Saccharose-
dichtegradient (30-50 % (w/w) in Standarddiaysepuffer) konrte @ne Bande mit einer Dichte
von ca 1,2g/ml isoliert werden, de gemal? elektronenmikroskopischer Ubersichtsbil der
deutlich weniger Proteinaggregate enthielt. Krebs et a. (1998) geben fir die Dichte der
Rhodogsinkristalle énen Wert von 1,166g/ml an. Trotz Entfernung der Saccharose durch
intensives Waschen fuhrte die Auftragung dieser Proben all erdings zur Bildung von glasartig
transparenten Filmen, de leicht von der Tragerfolie esprangen. Dies ist vermutlich auf
Wedselwirkungen zwischen der Saccharose und e Proteinoberflache zurtickzufihren.
Brauchbare Rontgendaten wurden vonkeiner dieser Proben erhalten.

Als vollig ungedgnet fur die Herstellung multilamellarer Filme ewiesen sich Proben mit
einem hohen Anteil an Vesikeln, de bei Rekonstitution vonRhodogsin mit exogenen Lipiden
bzw. nativen Lipiden der ROS-Membran bevorzugt gebil det wurden. Dies kann einerseits mit
der beobachteten niedrigen Stabilit & der Probenfilme und andererseits mt der geringen Grofe
der kristallinen Arede auf der Vesikeloberfl&che erkléart werden.

4.4.3 RoOntgenmesaingen an Rhodopsinkristallen

Zur Mesaung der lamellaren Stapelreflexe wurde der Probenfilm waagerecht zum Réntgen-

strahl justiert. Bei gut geordneten Proben konrte an lamellarer Reflex bei S=0,0135

0,015A™ gefunden werden. In einigen Falen zeichnete sich zusétzlich eine Schulter bel

S=0,0280,03A™ ab. Diese Werte entsprechen einer Gitterkonstanten zwischen 7467 A fiir

die lamellare Stapelung der Kristalle. Die Mesaung der lamell aren Reflexe wurde dl erdings
nur in wenigen Falen duchgefihrt, da in der Regel das Kryostatsystem fur die
Rhodogsinmesaungen verwendet wurde. Mit dem Probenhalter dieses Systems war die
Mesaung der lamell aren Streuung nicht maglich (vgl. Abschnitt 3.5.3)

Die Diffraktion am 2D-Gitter wurde unter senkrediter Orientierung der Probe zum

Priméarstrahl gemessen. Im Vergleich zu den Purpurmembranen wiesen de Mesauingen der

Rhodominfilme @ne deutlich héhere Untergrundstreuung auf, was auf eine geringere
Ordnung der Rhodosinkristalle hindeutet. Trotz Aquili brierung der Proben bei konstanter

Luftfeuchtigkeit kam esim Verlauf der Messungen héufig zu drastischen Veranderungen im

Untergrund, de vermutlich auf ein fortschreitendes Eintrocknen der Probenfilme zuriick-

zufuhren sind. Es gelang daher nur in wenigen Féllen, de Filme Uber einen Mef3zeitraum von
mehr als 20 h zu stabili sieren, um eine ausreichende Zahlstatistik zu garantieren.

Die besten Diffraktionsdaten wurden von der Probe K12-2 erhalten, de unter Verwendung

von 1Q1 (mol/mol) Chdesterin:Rhodosin und Dialyse in Standardpuffer mit 4 mM DTT,

4 mM Mercgptoethand und 2,5% (v/v) MPD hergestellt wurde. Die Prgparation enthielt

Uberwiegend tubuére Kristalle von ungewohnicher Lange (vgl. Abbildung 4.10). Von der

nicht markierten Probe K122 konrte én Datensatz aus 25 Einzelspektren al h aufgenommen

werden. Die Summe der Rohdaten sind in Abbildung 4.11 als Funktion des Betrags des
Streuvektors[IS[= S = 2sinB/A dargestellt. Bei der Schweratommarkierung mit PCMB wurde
eine Markierungsstochiometrie von 1,65 (mol/mol) MB/Rhodogsin erzielt. Von der

markierten Probe konnten ebenfals 25 Einzelspektren a 1 h gesammelt werden. Zur
Untergrundkarektur wurde ein Polynom 8. Grades nodelli ert und abgezogen (Behrens, 1996

Behrens et al., 199&). In den vorliegenden Spektren konrien jedoch de Debye-Scherrer

Ringe der Reflexe, die nach
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h? k2

2

dhnliche S-Werte aifweisen, nicht vollstdndig aufgelst werden (vgl. Abbildung 4.11 bzw.
Abbildung 4.12)) Da zur Moddllierung des Untergrunds die Intensitét zwischen einzelnen
Reflexen bzw. Reflexgruppen auf Null gesetzt werden mufde, erschwerte die Uberlagerung
der Reflexe hierbel die Untergrundkorrektur. Fur die Datensétze der markierten bzw. nicht
markierten Probe wurden weitgehend identische Stitzstellen zur Modellierung des
Untergrundwerlaufs verwendet. Wegen der ungentigenden Auflésung der einzelnen Debye-
Scherrer Ringe muf3 man jedoch bertcksichtigen, da3 mit diesem Verfahren de
Untergrundstreuung in einigen Bereichen der Spektren Uberbewertet und somit die Intensitét
der Reflexe systematisch urterbewertet wird. Eine weitere Fehlerquelle stellt der starke
Anstieg der Untergrundstreuung in der Nahe des Beamstops dar. Dort liegen de Reflexe
(1,1, (0,2, (1,2 und(2,0), die ane hohe Intensitét besitzen. Reflex (2,0) ist aufferdem mit
dem deutlich schwécheren Reflex (2,1) Uberlagert. Ein urterschiedlicher Anstieg der
Untergrundstreuung fuhrt in desem Bereich daher zwangdaufig zu fehlerhaften Intensit&ten.
Andere Methoden der Untergrundkarektur, die z.B. auf einer gleichzeitigen Anpasaung der
Pe&intensitdten und ks Untergrunds beruhen (Hausset a., 1990, konrten hier wegen der
starken Uberlagerung der Reflexe nicht verwendet werden.

(Gl. 4.1) S=

Abbildung 4.10: Tubulare Rhodopsinkristalle der Probe K12-2 nach Negativkontrastierung. Die
Aufnahme erfolgte mit ca. 4000-facher Vergrol3erung. Die GréfRenbalken reprasentieren eine Lange
von 0,5 pum.

Die Spektren der markierten und ncht markierten Probe nach Untergrundabzug sind in
Abbildung 4.12 gezeigt. Im gesamten Spektrum sind paitive und regative Intensitéats-
differenzen zu erkennen, wobei die positiven Differenzen im hinteren Bereich des Spektrums
Uberwiegen. Zur Ermittlung der Gitterkonstanten wurde ene Summe von Gaul3-Funktionen
an de stark ausgepragten Reflexe (1,1), (0,2), (1,2, (2,0), (6,0) bzw. (6,1) angepal, wobei
die Lagen der Gaul3-Kurven duch de Gitterkonstanten a bzw. b as freie Variablen definiert
wurden.



72 L okali sierung von Aminosaureseitenketten mittels Rontgendiffraktion

Intensitat (rel. Einheiten)

»

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16
S[A™]

Abbildung 4.11: Intensitatsspektrum der Rhodopsinmessung K12-2 vor Untergrundabzug als Funktion
des Streuvektors OSC= 2sinB/A. Das Spektrum setzt sich aus 25 Einzelmessungen a 1 h zusammen.
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Abbildung 4.12: Intensitatsspektren von Rhodopsin (durchgezogene Linie) und Rhodopsin-MB
(gepunktet) nach Untergrundabzug. Die Darstellung zeigt die Daten vor Lorentz-Korrektur. Die
senkrechten Linien kennzeichnen die theoretische Lage der Reflexe in dem p22,2;-Gitter mit den
Gitterkonstanten a = 59,5 A und b = 82,7 A. Die Millerschen Indizes der Reflexe, die zur Bestimmung
der Gitterkonstanten verwendet wurden, sind besonders gekennzeichnet. Die theoretischen S-Werte
der Reflexe sind Tabelle 4.3 aufgefihrt.
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h [k [S/A? h [k [S/A? h [k [S/A? h [K[sS/A?
1 [1 [0,0207 3 |2 |0,0559 4 |3 10,0764 0 |8*]0,0967
0 [2 |0,0242 2 |4 10,0589 3 |5 |0,0787 5 [4*]0,0970
1 [2 10,0295 3 |3 [0,0621 2 |6 [0,0800 1 [8*]0,0982
2 |0 |0,0336 1 |5 [0,0628 4 |4 10,0828 3 |7*]0,0985
2 |1 ]0,0357 4 |0 10,0672 5 |1 |[0,0849 4 16*]10,0989
1 [3 [0,0400 4 |1 10,0683 1 |7 [0,0863 6 |0 |0,1008
2 |2 10,0414 2 |5 10,0692 5 |2 [0,0874 6 |1 |0,1016
0 |4 |0,0484 3 |4 [0,0699 3 |6 [0,0884 2 |8*]0,1024
2 |3 10,0495 4 [2 10,0714 4 |5 10,0904 5 |5*]0,1035
1 [4 [0,0512 0 |6*]0,0726 2 |7 10,0911 6 |2 |0,1037
3 |1 |0,0518 1 |6 [0,0745 5 |3 0,0915

Tabelle 4.3: Theoretische S-Werte der in Abbildung 4.12 dargestellten Reflexe. Die Intensitat der mit
dem Symbol * gekennzeichneten Reflexe konnte nicht mit ausreichender Genauigkeit bestimmt
werden. Die Indizierung der Reflexe konnte bis S =0,105 At durchgefiuhrt werden. Reflexe mit
hoheren S-Werten sind daher nicht aufgefihrt (weitere Erlauterungen siehe Text).

Die resultierenden Werte von a= 59,5+ 1 A bzw. b= 82,7+ 1,5A lagen im unteren Bereich
der Gitterkonstanten, de mittels Elektronenmikroskopie bestimmt wurden (vgl. Abschnitt
4.3.95. Rontgenmesaungen an urterschiedlichen Proben, de zwar die Bestimmung der Gitter-
konstanten erlaubte, deren Qualitédt alerdings nicht zur Analyse des gesamten Rontgen-
spektrums ausreichten, wiesen ebenfall s Gitterkonstanten in dieser Grof¥enordnung auf.

Die Intensitéten der Reflexe wurden duch Anpasaing einer Summe von GauldFunktionen
ermittelt. Auf Grund cer Uberlagerung von Reflexen mit dhnlichen S-Werten wurden de
Ped&pasitionen gegebenenfalls im Bereich der theoretischen Lage der Reflexe, die mit Hilfe
der experimentellen Gitterkonstanten nadh (Gl. 4.1) beredhnet wurde, festgehaten. Eine
geringfigige Abweichung von d@r theoretischen Peapaosition kann auf die experimentellen
Fehler bel der Bestimmung des Abstands zwischen Probe und Detektor zurtickgefuhrt
werden. Eine weitere Fehlerquelle stellt eine geringe Abweichung des Winkels zwischen
Detektor und Primérstrahl von dem Idealwert von 90° dr. Zusétzlich wurden de bekannten
Intensitdtsverhdtnisse der Reflexe aus der Elektronenmikroskopie zur Anpasaung der nicht
markierten Probe berticksichtigt. Die Anpasaung der Daten der MB-markierten Probe efolgte
anschlieffend urter Verwendung identischer Anpasaungsparameter. Die Fehler der resulti eren-
den Intensitéten lagen urter 5%. An dieser Stelle mufld man jedoch anmerken, dald durch de
Untergrundkorrektur bereits ein systematischer Fehler eingeftihrt wird, der bei der mathemati-
schen Anpasaung der Mef3daten nicht berticksichtigt wird.

Die MeRdaten der Probe K12-2 erméglichten de Indizierung der Reflexe bis S= 0,105A™.
Damit lag die maximale Auflésung des Experiments bei 9,5A. Mit steigender Auflésung
wurde die Zuordnung von Reflexen mit relativ niedriger Intensitét gegentber stérker
ausgepragten Reflexen zunehmend schwieriger. Daher konrten im Bereich um SO 0,1A™
lediglich nach de drel starken Reflexe (6,0), (6,1) und (6,2) mit befriedigender Genauigkeit
zugeordnet werden; 7 weitere Reflexe in desem Bereich wurden in der weiteren Auswertung
vernadlassgt (vgl. Tabelle 4.3). Insgesamt konrte die Intensitét von 35 Reflexen ermittelt
werden. Die Ergebniss der Anpasaung sindin Tabell e 4.4 zusammengestellt.
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Dierelative Intensitétsénderung nach

(Gl. 4.2) z—ZA:I |

vor Lorentz-Korrektur wies mit 28,4% einen verhdtnismaldig hohen Wert auf. In vergleich-
baren Diffraktionsexperimenten an 2D-Kristalen von R-Cysteinmutanten wurde nach
Markierung von einer Cysteinseaitenkette pro bR-Molekil eine relative Intensitdtsanderung
von ca 7-8 % gefunden (Krebs et al., 1993 Behrens et a., 199&). Neben dem systema-
tischen Fehler der Untergrundkorrektur mufl3 herbel alerdings auch de Tatsadche berlick-
sichtigt werden, dai3 bei einer Stéchiometrie von 1,65Molekilen MB pro Rhodogsin und ver
Rhodogsinmolekilen pro Einheitszelle @n hoherer Schweratomanteil zur Intensitétsdifferenz
beitragt.

In einem unabhéngigen Wiederhoungsexperiment konnte én zweter Datensatz einer
MB-markierten Probe ds Summe von 23 Einzelspektren a 1 h aufgenommen werden. Die
Markierungsg6chiometrie betrug hier 1,7 Molekile MB pro Rhodogsin. In desem Experi-
ment wurde eine relative Intensitatsdnderung von 32 % erreicht. Der Vergleich der Datensétze
untereinander Uber den Korrelationskoeffizienten (Hoel, 1971 Glaeser et a., 1986

Z(AFlAFZ)_ z AFlnz AF,
AF,))?
\/Z(AFl)Z_( : 1) 0 \/Z(AFz)Z_

(Gl. 4.3) c=
(Y AF,)?
n

ergab mit 86,6% eine hohe Korrelation trotz des relativ niedrigen Signal-Rausch-
Verhdtnisses und cer daraus resultierenden Unsicherheit der Untergrundkarektur. AF; bzw.
AF; représentieren hierbei die Differenzen der Strukturfaktoramplituden der beiden Daten-
sdtze und n de Anzahl der Reflexe.

Die resultierende Elektronendichtevertellung des nativen Rhodogsins ist in Abbildung 4.13
dargestellt. In der Einheitszelle sind de vier Rhodogsinmolekile deutlich zu erkennen. Der
Vergleich mit Abbildung 4.7 zeigt, dal3 bei der erzielten Auflésung des Rontgenexperiments
von 9,5A hier die drei senkrecht zur Membran stehenden Helices 4, 6 und 7nicht als isolierte
Strukturmotive aufgeldst werden komen. Die Elektronendichte der beiden Helices 6 und 7
Uberlagert sich stark. Verwendet man zur Berechnung der Elektronendichte allerdings nur
digienigen Reflexe aus dem elektronenmikroskopischen Referenzdatensatz, die an Hand der
Roéntgenspektren eindeutig zugeordnet werden konrten, erhdlt man eine Elektronendichte-
verteilung von vergleichbarer Qualité. Am geringsten ist die Elektronendichte im Bereich der
Helices 3 und 5. Diese Beobadhtung steht in Einklang mit den Ergebnissen aus der
Elektronenmikroskopie und ist vermutlich auf die Neigung der beiden Helices relativ zur
Membrannormalen zuriickzufiihren (Krebs et a., 1998 Badwin et a., 1997, vgl. auch
Abbildurg 4.7).
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h k IRho IM B I:Rho, norm I:M B, norm AFnorm I:Rho, ska FM B, ska AFska

1 1 68,3 77,9 8,93 8,50 -0,42| 22,320 21,25 -1,06
0 2 58,1 55,6 8,90 7,76 -1,13| 22,24 19,41 -2,84
1 2 73,2 54| 11,02 8,44 -2,58| 27,55 21,11 -6,45
2 0 35,8 55 8,23 9,10 0,87 20,59 22,76 2,17
2 1 4,7 51 3,08 2,86 -0,22 6,15 5,71 -0,44
1 3 2,3 1,6 2,28 1,69 -0,58 4,55 3,39 -1,17
2 2 4,7 6,5 3,31 3,47 0,16 6,62 6,95 0,32
0O 4 55 2,7 3,87 242 -1,45 9,68 6,05 -3,63
2 3 7,8 8,5 4,66 4,34 -0,32 9,32 8,68 -0,64
1 4 6,8 8,6 4,43 4,44 0,01 11,07, 1111 0,03
3 1 3,3 4.8 3,10 3,34 0,23 6,21 6,68 0,47
3 2 7,2 7,9 4,76 4,45 -0,31 6,67 6,23 -0,44
2 4 10,7 14,2 5,96 6,12 0,16 8,34 8,57 0,23
3 3 19 2,8 2,58 2,79 0,21 3,61 3,91 0,30
1 5 11 0,6 1,97 1,30 -0,67 3,94 2,60 -1,35
4 0 6,1 2 4,81 2,45 -2,35] 12,02 6,14 -5,88
4 1 7,6 2,6 541 2,82 -2,59| 13,52 7,05 -6,47
2 5 8,3 11 5,69 5,84 0,15 10,24 10,51 0,27
3 4 9,3 16,7 6,05 7,23 1,18 15,13} 18,08 2,95
4 2 6 7,5 4,91 4,90 -0,01] 12,29] 12,25 -0,04
1 6 1,3 3,5 2,34 3,42 1,08 6,54 9,57 3,03
4 3 0,5 1,3 1,47 2,11 0,64 4,40 6,33 1,93
3 5 11 1,3 2,21 2,14, -0,07 6,63 6,42 -0,20
2 6 2,1 2,4 3,08 2,93 -0,14 7,69 7,33 -0,36
4 4 4,5 7,7 4,58 5,35 0,76 9,16/ 10,69 1,53
5 1 8 9 6,19 5,85 -0,33 9,28 8,78 -0,50
1 7 4.9 4.4 4,88 4,13 -0,76 4,88 4,13 -0,76
5 2 2,9 8,5 3,78 5,77 1,99 3,78 5,77 1,99
3 6 3 7,1 3,86 5,30 1,44 3,86 5,30 1,44
4 5 2,2 5,6 3,35 4,76 1,42 6,70 9,53 2,83
5 3 0,6 4,1 1,75 4,09 2,34 3,51 8,18 4,67
2 7 0,9 2,1 2,15 2,93 0,78 4,31 5,87 1,56
6 O 15,5 23,4 9,38/ 10,28 0,90 18,77 20,57 1,80
6 1 12,2 17,2 8,36 8,85 0,49 16,71 17,70 0,98
6 2 6 8,8 5,92 6,39 0,47 11,84 12,79 0,95

Tabelle 4.4: Intensitdten und Strukturfaktoramplituden der MB-markierten bzw. nicht markierten
Rhodopsinprobe. Irno, Ivg: Ergebnisse der Anpassung der Intensitdten als Summe von Gaul3-
Funktionen vor Lorentz-Korrektur; Frno. norms Fums, norm» AFnorm: Strukturfaktoramplituden bzw. Differenzen
der Strukturfaktoramplituden nach Normierung der Datenséatze auf die Gesamtintensitt; Fgrpo, skas Fuvs,
ska» AFska: Strukturfaktoramplituden bzw. Differenzen der Strukturfaktoramplituden nach Skalierung auf
die Amplituden aus der Bildverarbeitung.
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Abbildung 4.13: Elektronendichteverteilung des nativen Rhodopsins berechnet aus den Daten der
Rontgendiffraktionsmessungen an multilamellaren Filmen von 2D-Kristallen. Die positiven H6henlinien
sind mit durchgezogenen, die negativen HoOhenlinien mit gepunkteten Linien dargestellt. In der
Einheitszelle (Rechteck) mit den Gitterparametern a=59,5A, b=82,7 A, y=90° befinden sich vier
Rhodopsinmolekiile. Die Aufldsung des Experiments betrug 9,5 A. Die Nummern kennzeichnen die
Lage der Transmembranhelices im Vergleich zu Abbildung 4.7.

Die Fourier-Differenzdichte nadh Normierung der Datensétze auf die Gesamtintensitét ist in
Abbildung 4.14 dargestellt. Die Differenzdichteverteilung entspricht der Anordnung von vier
Rhodosinmolekilen pro Einheitszelle. Die héchste Differenzdichte (Maximum 1) ist tber
einen relativ ausgedehnten Bereich verschmiert und ist in der Néhe von Helix 3 kew. 5
lokalisiert (vgl. Abbildung 4.7 und Abbildung 4.13). Ein weiteres Differenzmaximum
(Maximum 2) weist eine éwa 8 % geringere Dichte auf undliegt in der Nahe der Helices 1
und 2.Zusétzlich sind nach weitere Nebenmaxima zu erkennen, deren Dichte um ca 38%
geringer ist. Die Nebenmaximaliegen in der Nahe der Helix 4 bzw. aulérhalb der Elektronen-
dichteverteilung des nativen Rhodogsins. Helix 4 liegt 10 A und mehr von den theoretisch
erwarteten Positionen der Aminasdure C140am Ende der Helix 3 bezw. der Aminaoséure C316,
die zwischen Helix 7 und én Gterminalen Palmitoylierungsdellen lokaisiert ist, entfernt.
Die Nebenmaxima konren daher unmoglich die Lage der Schweratommarker reprasentieren.
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Abbildung 4.14: Differenzdichteverteilung der Rhodopsinprobe K12-2. Der Vergleich mit Abbildung 4.7
bzw. Abbildung 4.13 zeigt, daf3 die hochsten Differenzdichten in der Nahe der Helix 3 (Maximum 1)
bzw. der Helices 1 und 2 (Maximum 2) liegen. Weitere Nebenmaxima sind um ca. 38 % niedriger und
liegen im Bereich der Helix 4 bzw. auRerhalb der Elektronendichteverteilung des Rhodopsins. Die
Hohenlinien sind in dquidistanten Abstdnden dargestellt (positive Hohenlinien: durchgezogene Linien,
negative Hohenlinien: gepunktete Linien). Der Kasten kennzeichnet die Grenzen der Einheitszelle mit
den Gitterparametern a=59,5A, b =82,7 A, y=90°.

Eine Analyse der Abstandsbeziehungen der Differenzdaten mit Hilfe der sogenannten
Patterson-Funktion war nicht méglich. Hierbel wird duch Fourier-Transformation mit den
Quadraten der Strukturfaktoramplituden F(h,k|)®> eine Verteilung der Abstandsvektoren
zwischen einzelnen Atomen in der Einheitszell e berechnet, wobei die Abstandsvektoren vom
Ursprung der Einheitszelle ausgehend dargestellt werden. Ein Pe&k in der Darstellung der
Patterson-Funktion représentiert somit den Abstand zwischen zwel Atomen, wobei die
Intensitdt des Pedks proportional zu der Anzahl der Elektronen der jeweiligen Atome
gewichtet ist (Blundall und Johrmson, 197¢. Die Abstdnde von Schweratomen sollten sich
daher in der Patterson-Darstellung deutlich hervorheben. Bei der erzielten Auflésung des
Experiments von 9,5A konrten in der Patterson-Darstellung alerdings keine getrennten
Pe&s aufgelost werden. Zum Vergleich wurden Patterson-Darstellungen von Modell daten
berechnet, wobel ein oder zwei Quecksil beratome an verschiedenen Orten in der Einheitszelle
positioniert wurden. Auch hier zeigte sich, dal3 eine Auflésung der Peaks der
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korresponderenden Abstandsvektoren erst bei einer Auflésung besser als 5 A erreicht werden
konrte.

Der Vergleich der Strukturfaktoramplituden der Rontgendiffraktion und @r Bildverarbeitung
elektronenmikroskopischer Aufnahmen ergab fir Rhodogsin niedrigere Intensitétsverhéltnisse
as die entsprechenden Werte fur Bacteriorhodogsin. Eine mogliche Ursache hierfir stellt die
schledchtere Stapelung der tubuéren Rhodogsinkristalle im Vergleich zu den bR-Kristallen de
Purpurmembran dar, was zu einer erhOhten Untergrundstreuung bzw. einem schlechteren
Signal-Rausch-Verhdltnis fuhrt. Daher wurden die Strukturfaktoramplituden der nicht mar-
kierten Rhodosinmesaung auf die Amplituden der Referenzdaten aus der Elektronenmikros-
kopie skaliert. Anschlieffend wurden de Datensdtze der MB-markierten Probe mit denselben
Skalierungsfaktoren multipliziert. Die Strukturfaktoramplituden vor bzw. nadch Skalierung
sowie die daraus resultierenden Differenzen sind in Tabell e 4.4 zusammengestellt. Abbildung
4.15zeigt die resulti erende Fourier-Differenzdichte nach Skalierung.
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Abbildung 4.15: Differenzdichteverteilung der Rhodopsinprobe K12-2 nach Skalierung. Dargestellt
sind die positiven Hohenlinien in aquidistanten Abstanden zwischen 0 und 95 %. Die Position der
beiden Hauptmaxima (Maximum 1 und 2) und der Nebenmaxima wird durch die Skalierung nicht
beeinfluBt. Das Kreuz kennzeichnet den Koordinatenursprung der Einheitszelle (weitere
Erlauterungen siehe Text).
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Das Hauptmaximum der Differenzdichte (Maximum 1) in der Nahe der Helix 3 hebt sich
nach Skalierung deutlicher von den Nebenmaxima &. Das Maximum 2 nahe den Helices 1
und 2weist nach wie vor eine ca 30% hohere Dichte ds die Ubrigen Nebenmaxima auf. Die
Skalierung der Amplituden fahrt nicht zu einer Verschiebung der Position der Haupt- bzw.
Nebenmaxima. Die Tatsache, dal3 ferner im Zuge der Skalierung keine zusétzlichen Dichte-
maxima azeugt werden, ist ein wichtiger Beleg fur die Anwendberkeit der Skalierung. Eine
will kirrli che Skalierung selbst einzelner Reflexe flhrte dagegen stets zum Auftreten weiterer
Maxima oder zu teil s drastischen Verschiebungen der vorhandenen Maxima.

Die relativen Koordinaten der Markerpaositionen in der Diff erenzdichteverteilung lassen sich
mit hoher Genauigkeit in Bezug zum Ursprung der Einheitszelle bestimmen und sind in
Tabelle 4.5 fur beide unabhéngigen Mesaungen zusammengefald. Der Koordinatenursprung
der Einheitszelle ist in Abbildung 4.15 durch ein Kreuz gekennzeichnet (die Darstellung der
Elektronendichteverteil ung mit einer relativen Verschiebung entlang der Gitterachse b in allen
gezeigten Abbildungen wurde gewahlt, um den Vergleich der Daten mit der Darstellung der
Elektronendichte von Krebs et al. (1998 in Abbildung 1.6 zu erleichtern).

Die Postion der Schweratommarker wurde durch ein Refinement der experimentell
ermittelten Strukturfaktoramplituden der Marker (AF-Werte) gegen einen Modell datensatz
Uberprift. Der Modell datensatz bestand aus zwei Quecksil beratomen, de an verschiedenen
Orten in der Einheitszelle positioniert wurden. Anschliefiend wurden de Differenzen
zwischen den modedlli erten undexperimentell en Strukturfaktoramplituden urter Variation cer
Lage der Schweratome minimiert. Wurden die ausden Fourier-Differenzmessungen bestimm-
ten Koordinaten der Schweratome ds Startposition verwendet, kam es im Zuge des
Refinements nur zu einer geringen Verschiebung der Schweratompasitionen. Ein Refinement
mit will krlichen Koordinaten als Startwert flhrte dagegen zu Endwerten, de sowohl weit
von cen Startpositionen als auch von dn Positionen der experimentell beobadteten
Differenzmaxima entfernt lagen, und zu vdlig unrealistischen Besetzungsverhaltnissen,
wobei die Besetzung einer Position gegen Null ging. Mit dem Refinement konrte somit
gezeigt werden, dal3 de gefundenen Differenzmaximain Einklang stehen mit einer Verteilung
von Quedksil beratomen an den entsprechenden Positionen.

Zuordnung | relative Mesaung 1 Mesaung 2
Koordinaten
Maximum 1 |C140 E 0,280 (0,294 |0,269 (0,259
y/b 0,363 (0,369 |0,363 (0,373
Maximum 2 |C316 E 0,291 (0,270 |0,299 (0,309
y/b 0,044 (0,049 |0,048 (0,019

Tabelle 4.5: Relative Koordinaten x/a bzw. y/a der Markerpositionen ermittelt aus zwei unabhangigen
Messungen. Die in den Klammern angegebenen Werte reprasentieren jeweils die relativen Koordina-
ten, die aus dem Refinement erhalten wurden. Die Werte flr x bzw. y entsprechen den Abstédnden der
Maxima vom Koordinatenursprung entlang der Gitterachsen a bzw. b in A.

Die getroffene Zuordnung @ Diff erenzdichtemaxima zu den markierten Aminosauren C140
bzw. C316 kann duch de Uberlagerung der Differenzdichte mit der 2D-Projektion der Elek-
tronendichte des nicht markierten Rhodoysins veranschaulicht werden (Abbildung 4.16). Die
Elektronendichte des nativen Rhodogsins wurde unter Verwendung der Referenzdaten aus der
Elektronenmikroskopie mit einer Auflésung von 7A berechnet (Abschnitt 3.4.5. In einem
der vier Rhodosinmolekile ist wiederum die Lage der Transmembranhelices gekenn-
zeichnet. Die Position der gefundenen Dichtemaxima in Relation zu der Orientierung und
Neigung der Transmembranhelices wird in Abschnitt 4.5.6ausfuhrlich diskutiert.
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Abbildung 4.16: Uberlagerung der Differenzdichte (durchgezogene Linien, Hohenlinien in Aquidistan-
ten Abstanden von 0-95 %) mit der Proteinstruktur des nativen Rhodopsins (gepunktete Linien, zur
besseren Ubersichtlichkeit sind nur die ersten beiden Hohenlinien dargestellt). Die Elektronendichte
des nicht markierten Proteins wurde mit einer Auflésung von 7 A unter Verwendung der Referenz-
daten aus der Elektronenmikroskopie berechnet. Die hdchsten Differenzdichten liegen in der Nahe der
Helix 3 bzw. der Helices 1 und 2. Schwachere Nebenmaxima liegen neben Helix 4 bzw. aul3erhalb der
Elektronendichteverteilung des Rhodopsins und kommen als Positionen der Schweratommarker nicht
in Frage.

4.5 Diskusson
45.1 2D-Krigtallisation von Rhodopsin

Zur Durchfihrung von Rontgendiffraktionsexperimenten an multil amellaren Stapeln von
2D-Kristalen werden hamogene Préparationen im mg-Bereich bendtigt. Die Herstellung
kristalliner Proben, de diese Vorausstzungen erflillten, erfolgte durch Optimierung der von
Krebs et a. (1998 beschriebenen Dialysetechnik. Das Verfahren basiert auf der Solubili -
sierung von Rinderrhodogsin in LDAO und anschlieffender Reduktion der Detergenskonzen-
tration duch Diayse, wobei bereits ohre weitere Lipidzugabe tubuére Kristalle und in
geringerem Mal3e kristalline Membranfragmente neben einem relativ holen Antell ungeord-
neter Proteinaggregate ehalten werden. Die Modifikationen der Dialysebedingungen wie die
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Erhohurg der Konzentration an Oxidationsschutzmitteln und @r Zusatz von aganischen
Losungsmitteln flhrten zu einer Verbessrung der Probenqualitét durch eine deutliche
Verminderung der Proteinaggregate gegeniber den kristallinen Membranstrukturen. Die
Rekonstitution von Rhodogsin in Gegenwart selbst von geringen Mengen an Chalesterin
(221 mol/mol Chodlesterin/Rhodosin) unterstitzte zusétzlich de Ausbildung kristalli ner
Strukturen im Verhdltnis zu den Proteinaggregaten und erhdhte vor allem die Reproduwzier-
barkeit der Kristalli sationsexperimente. Die Manipulation anderer Dialyseparameter wie z.B.
pH-Wert, Temperatur und Dauer der Diayse fuhrten dagegen in der Regel zu einer stérkeren
Proteinaggregation.

Die Kristallisation von Membranproteinen ist ein komplexer Prozef3 und lislang theoretisch
nur wenig verstanden (Kuhlbrandt, 1992 Schertler, 1999). Daher ist der Einflu3 der einzelne
Parameter schwierig zu beurteilen. Prinzipiell beruht die Ausbildung zweidimensionaler
Proteinkristale auf der Reorientierung eines Membranproteins in seiner nativen bzw. kirst-
lichen Umgebung zu geordneten Strukturen. Im Rahmen von Rekonstitutionsexperimenten
werden Membranproteine dabel zunadst unter Verwendung gedgneter Detergenzien aus der
nativen Lipidumgebung herausgel 6st und anschlieffend in eine kinstliche Lipiddoppel schicht
inkorporiert. Eine grof3e Rolle spielen dabei die komplexen Wedhselwirkungen der Proteine
mit den Lipiden der nativen bzw. kurstlichen Membranumgebung sowie den Detergens-
molekulen, wie dlein das Beispiel unterschiedlicher Photorezeptormembranen deutlich
madt: Corless et al. (1982 gelang erstmals die zweidimensionae Kristalisation von
Rhodogsin aus Froschaugen duch Extraktion von Lipiden der ROS-Membran urter
Verwendung von Tween-Detergenzien. Die Optimierung des Verfahrens ermoglichte
schliefdlich die Strukturbestimmung von Rhodoysin aus Froschaugen bel niedriger Auflésung
(Schertler und Hargrave, 1995 Unger et al., 1997. Mit Rhodogsin aus Rinderaugen konrien
dagegen urter vergleichbaren experimentellen Bedingungen keine stabilen 2D-Kristale
erhaten werden (Dratz et al., 1985. Daher wurde im Rahmen deser Arbeit an der
Verwendung des Detergens LDAO in Anlehnung an de Arbeiten vonKrebs et a. (1998) zur
Kristali sation des Rinderrhodosins festgehalten (Kristalli sationsexperimente, in denen urter
sonst identischen Dialysebedingungen lediglich LDAO durch OG oder 3-DM ausgetauscht
wurde, fuhrten zu keinem positiven Ergebnis. Diese Experimente zeigten, da3 de
Verwendung anderer Detergenzien de Entwicklung eines vollig neuen Diaysesystems
erfordert hétte).

Bel der Solubilisierung, Reinigung und Rekonstitution von Membranproteinen zur Herstel-
lung von 2D-Kristalen stellt das Lipid-Protein-Verhdtnis einen kritischen Parameter dar.
Sowohl eine unzureichende Delipidierung als auch eine UbermaRige Entfernung nativer
Lipide konren den Kristalli sationsprozeld regativ beeinflussen. Weiterhin muf3 kerticksichtigt
werden, dal? moglicherweise aich spezifische Lipid-Protein-Wedselwirkungen eine wichtige
Rolle bei der Kristallisation spielen kdnren. Daher wurde die Reinigung von Rhodogsin
aufbauend auf der Methode von Krebs et a. (1998 unter mdglichst standardisierten
Bedingungen durchgefiihrt. Dennoch wiesen kristalli ne Préparationen, de unter identischen
Bedingungen hergestellt wurden, héufig erhebliche Schwankungen in Bezug auf die
Zusammensetzung zwischen kristallinem und aggregiertem Material auf. Eine Erklarung
hierfur stellt die hohe Variabilit & des biologischen Ausgangsmaterials dar. Aus der Literatur
ist bekannt, da? de Lipidzusammensetzung der ROS-Membran von Parametern wie der
Erndhrung und der durchschnittli chen Lichtintensitét abhéngt (Fliesler und Anderson, 1982
Lamba d al., 1994. Diese Variabilit & erfordert daher einerseits einen enormen Aufwand fir
eine Analyse der Lipidzusammensetzung im Ausgangsmaterials bzw. nach der Protein-
reinigung und erschwert andererseits die Beurteilung der Modifikation einzelner Kristallisa
tionsparameter. Die Heterogenitét der N-terminalen Oligosacdaridseitenketten sowie an
kleiner Anteil phosphaylierter Rhodogsinmolekiile stellen weitere Variablen im Ausgangs-
material dar (Hargrave undMcDowell, 1999).
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Untersuchungen des Fuoreszenzenergietransfers zwischen Tryptophanseitenketten des
Rhodogsins und urgeséttigten Cholesterinderivaten in ROS-Membranen deutet auf eine
definierte Bindestelle von Cholesterin in der Membranregion des Proteins hin, wobel aler-
dings die Bedeutung dieser spezifischen Bindung fir die Struktur undoder Funktion des
Rhodogsins vollig ungekléart ist (Albert et a., 1999. Im Rahmen der hier durchgefuhrten
Experimente flihrte die Verwendung selbst geringer Mengen Cholesterin, wie bereits oben
erwdhnt, zu einer deutlichen Verbesserung der Kristalli sationsergebnisse. Eine Erklarung
hierflr ist moglicherweise der Einflu der spezifischen Bindung von Cholesterin auf die
Stabilité des Rhodogsins, weshalb de Entfernung von Chalesterin im Zuge der Protein-
reinigung zu einer verstarkten Aggregation fihren konrte. In weiteren Experimenten wurde
der Einfluld retiver Lipide der ROS-Membran sowie verschiedener exogener Lipide auf die
Kristali sation untersucht. Die Rekonstitution von Rhodogsin in Gegenwart von retiven ROS-
Lipiden undoder exogenen Lipiden selbst bei niedrigen Lipid-Protein-Verhdtnisen (z.B. 5:1
mol/mol) fuhrten jedoch bevorzugt zur Ausbildung von Lipid-Protein-Vesikeln. Diese
Beobachtungen stehen in Einklang mit den Ergebnissen von Schertler et a. (1993 bzw.
Unger und Schertler (199%). Auch hier fihrte die Rekonstitution von Rinderrhodogsin mit
Phosphatidylcholin bei einem Lipid-Protein-Verhéltnis von 251 (mol/mol) zur Bildung von
Vesikeln, auf deren Oberfladche sich vereinzelt kristalline Arede mit p222-Symmetrie von
relativ niedriger Qualitét befanden. Derartige Préparationen sind alerdings fur Rontgen-
diffr aktionsexperimente an multilamellaren Filmen von D-Kristallen urbrauchbar, da der
Anteil deskristallinen Materials zu geringist.

Mit Ausnahme des Chadlesterins flihrten de Rekonstitutionsexperimente mit Lipiden somit
nicht zu einer Verbesserung der Probenqualitét. In weiteren Experimenten mufd der maogliche
EinfluR spezifischer Lipide der nativen Membranumgebung ndher untersucht werden. Die
Frage hierbel ist, ob auf Grund des hohen Anteils der mehrfadh ungeséttigten Fettsduren in
der ROS-Membran (Daemen, 1973 Flieser und Anderson, 1982 neben Chalesterin
maogli cherweise weitere spezifische Wedselwirkungen zwischen einzelnen nativen Lipiden
und Rhodogsin bestehen. Die Untersuchung deser Fragestellung erfordert allerdings den
selektiven Nadchweis der Lipid-Protein-Wedselwirkung, die Isolierung der entsprechenden
Lipide sowie ene groRe Anzahl von Rekonstitutionsexperimenten bei unterschiedlichen
stochiometrischen Verhdtnissen. Im Hinblick auf die Rontgendiffraktionsexperimente muf3
dabel zusdtzlich de Eignung einer Probe zur Herstellung multilamellarer Filme von
2D-Kristalen berticksichtigt werden. Die Herstellung dieser Filme ewies sch alerdings as
aul¥erst schwierig (vgl. Abschnitt 4.4.2. Da nur in wenigen Falen stabile multil amell are
Filme ehaten werden konrten, war die Charakterisierung der Proben mittels Rontgendiff rak-
tion alein nahezu urméglich. Eine Untersuchung des Einflusses bestimmter Lipide auf die
Kristalli sation erfordert daher zusétzlich eine Charakterisierung der Proben mittels hochauf-
|6sender Kryoelektronenmikroskopie.

Kurzlich wurdein der Literatur erstmals die Herstellung dreidimensionaler Rhodogsinkristalle
beschrieben (Okada d al., 20(). Das Verfahren beruht auf der Kristalli sation vonRhodogsin
nach der sogenannten “hanging-drop*-Methode in Gegenwart von Zinkacedat, Heptan-1,2 3-
triol (HPTO) und Nonyl-B-D-glucopyranosid (NG). In dem HPTO/NG-Mischsystem erhéht
selbst eine geringe Konzentration vonHPTO (0,550,75%) entscheidend de Stabilitdt und
Qualitét der 3D-Kristalle. Die Autoren vermuten, dald sich HPTO hierbel in de Detergens-
hille um die Transmembranregion des Rhodoysins einlagert. Im Rahmen der hier durch-
gefuhrten Experimente fuhrte vor alem die Verwendung von 2,5% (v/v) Isopropand bzw.
MPD zu einer Verbesserung der 2D-Kristale von Rhodosin. Vermutlich Gken die kleineren
Alkohde anen dhnlichen Effekt auf die Kristalli sation aus, wie das HPTO. Die Natur dieses
Effektsist al erdings unkiar. M6gli cherweise fuill en die kleinen organischen Molekile L ticken
zwischen der hydropholen Oberflache der Membranproteine und den sperrigeren Detergens-
molekilen (Kuhlbrandt, 1988. In der Literatur wird weiterhin ein Einflul3 aganischer, in der
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Regel amphiphiler Substanzen wie MPD oder HPTO auf die Deformierbarkeit der Protein-
Detergens-Mischmizellen dskutiert, woduch der Einbau des Membranproteins in den
Kristall erleichtert werden konrte (Kuhlbrandt, 1988 Garavito et a., 1986.

4.5.2 Schweratommarkierung der 2D-Kristalle

Die Re&tivitét der Cysteinreste in Rhodogsin wurde in friiheren Arbeiten bereits ausgiebig
charakterisiert. Im Dunkelzustand sind urter milden Redaktionsbedingungen lediglich zwel
Cysteine fur milde sulfhydrylspezifische Reagenzien zugénglich; die Umsetzung weiterer
Cysteinreste efolgt erst nach Belichtung oder unter sehr viel aggressveren Reektions-
bedingungen. Auf der Basis der Reaktivitdt gegenuber hydrophoken bzw. hydrophlen
Reagenzien und a@r Analyse von Restriktionsfragmenten des markierten Rhodogsins ist
allgemein akzeptiert, dald es sch bel den reativen Cysteinresten um die cytoplasmatischen
Aminosauren C140 kzw. C316 handelt (De Grip undDaemen, 1983.

Der Verlauf der Re&tion vonPCMB mit Rhodogsin in retiven ROS-Membranen ist aus der
Literatur wohl bekannt und fihrt ohne Denaturierung des Proteins zur Umsetzung von zwel
Cysteinresten (De Grip et d., 1975 De Grip und Daemen, 1983. Robertson et al. (1974
kamen unter Verwendungradioaktiv markierter PCMB-Derivate zu einem Ubereinstimmen-
den Ergebnis. Die im Rahmen deser Arbeit durchgefihrte Schweratommarkierung der
2D-Kristale von Rhodogsin fuhrte zu einem Einbau von 1,62,1 Molekilen MB pro
Rhodogsin ohre Verlust der Absorption bei A = 498 rm in Einklang mit der vorliegenden
Literatur. Der Nachweis der Markerposition ist auf Grund der Absorptionsmaxima von
PCMB bzw. gebundenem MB im UV-Bereich nahe der Proteinbande und der Labilit & der
Komplexverbindurg zwischen dem Schwefel- bzw. Quecksilberatom gegentiber oxidativen
Einflisseen mittels Proteinrestriktion und gelelektrophoretischer Analyse der resultierenden
Fragmente nicht mdglich. Die darakteristische Umsetzung von zwel Cysteinresten mit
PCMB im Dunkeln wverlauft jedoch analog zur Red&ktion mit sulfhydrylspezifischen
Farbstoffen, deren Bindestellen auf Grund ihrer Fluoreszenzeigenschaften mittels
Restriktionsanalysen eindeutig nachweisbar sind (De Grip und Daeamen, 1982 siehe auch
Abschnitt 5.3.2. Dies |&3 den Schluf3 zu, dal3 de Umsetzung der 2D-Kristalle mit PCMB
ebenfall s selektiv an den Positionen C140 und Gl6erfolgte.

4.5.3 Elektronenmikroskopische Charakterisierung der 2D-Kristalle

Die Reduktion der Anteile an Proteinaggregaten durch Optimierung einzelner Préparations-
parameter konrte mit Hilfe dektronenmikroskopischer Ubersichtsaufnahmen dokumentiert
werden. Die Analyse der Gitterparameter sowie der Qualitédt der 2D-Kristall e erfolgte mittels
hochaufl6sender Kryoelektronenmikroskopie. (Préparationen mit einem hohen Vesikelanteil
wurden bei diesen Untersuchungen nicht berlicksichtigt, da sie fur die Herstellung
multil amell arer Filme unbrauchbar waren.) Alle untersuchten Praparationen enthieltenlsowoh
tubuére Kristale unterschiedlicher Lange ds auch Membranfragmente, wobel die tubuaren
Kristalle in der Regel haufiger auftraten. Unterschiede zwischen beiden Kristallformen in
Bezug auf die Gittereigenschaften bzw. -qualité konrten nicht festgestellt werden. Alle
untersuchten 2D-Kristall e zeigten deutliche Reflexe bis zu einer Auflésung von 5A. Dartiber
hinaus konnten duchschnittlich bel jeder zweiten Aufnahme unabhangig von der Art der
Praparation sogar Reflexe bis zu einer Auflésung von 3,5A nachgewiesen werden. Diese
Werte belegen eindrucksvoll die hohe Gite der hergestellten 2D-Kristalle. Ein weiterer Beleg
fur die Qualitét der 2D-Kristale stellt die Aufnahme von Elektronendiff raktogrammen dar.
Dies erfordert im Vergleich zur Anayse kryoelektronenmikroskopischer Bilder nochmals
bessr geordnete Kristalle bzw. grof3ere kristalline Areale. Krebs et a. (1998) konrten
erstmal s Elektronendiffraktogramme von Rhodogsinkristall en mit p222;-Symmetrie ehalten.
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Der tiberwiegende Teil der dort untersuchten 2D-Kristalle zeigte Reflexe im Bereich bis 8 A
Auflésung, einige wenige sogar bis 3,5A Auflésung. Die geringe Zahl hochauflésender
Diffraktogramme verhinderte bislang die Strukturbestimmung mittels Elektronendiffraktion,
dennach kénren Elektronendiffraktogramme selbst bei niedriger Auflosung als Beleg fur eine
gute Qualit &t kristalli ner Proben angesehen werden (Krebs et al., 199B).

Die Gitterkonstanten der untersuchten 2D-Kristall e varii erten im Bereich vona=59,1-62,4A
bzw. b=83,290,7A, wobei das Verhdltnis von ba mit 1,42+ 0,03 wiederum einen sehr
konstanten Wert aufwies. Die niedrigste Phasenabweichung wurde fir die Raumgruppe
p222; erhaten. Die Gitterparameter entsprachen somit den Werten der von Krebs et al.
(1998 beschriebenen orthorhombischen 2D-Kristalle von Rinderrhodogsin. Ein weiteres
wichtiges Ergebnis der elektronenmikroskopischen Untersuchungen war die Beobadtung,
da} de Schweratommarkierung der 2D-Kristalle weder zu einer signifikanten Veranderung
der Gitterparameter noch zu einer Beeintrdchtigung der Gitterqualitét innerhalb der tblichen
Schwankungen fuhrte. Dies ist eine entscheidende Vorausstzung fur die Anwendung von
Fourier-Differenzmethoden und de Verwendung der elektronenmikroskopischen Phasen zur
Auswertung der Rontgendiff raktionsdaten.

4.5.4 Herstellung multilamellarer Filme von Rhodopsinkristallen

Die Eignung der kristalli nen Proben zur Herstellung geordneter multil amell arer Filme ist eine
Voraussetzung fur die Durchfiihrung von Rontgendiffraktionsexperimenten. Ein wichtiger
Parameter ist hierbel die Homogenitét des Probenmaterials. Von Proben mit einem hohen
Antell an Proteinaggregaten konrten keine brauchbaren Filme ehalten werden. Die
Entfernung der Proteinaggregate mittels Dichtegradientenzentrifugation tradhte dlerdings
keine Verbesserung. Es gelang zwar, den Anteil der Proteinaggregate zu reduzieren, de
Auftragung der Proben fihrte jedoch lediglich zur Ausbildung von glasartig transparenten
Filmen, de fur die Rontgenexperimente vollig unbrauchbar waren. Ebenfalls unbrauchbar
waren Proben, de hauptsachlich Lipid-Protein-Vesikel enthielten. Die meisten Rhodoysin-
proben enthielten tubuare 2D-Kristalle und in geringerem Mal%e kristalline Membran-
fragmente. Das Verhdltnis der beiden Kristallformen urtereinander hatte keinen nachweis-
baren Einflufd auf die Filmbildung, obwohl man sich leicht vorstellen kann, daf3 sich flachige
Membranfragmente wie z.B. die nativen bR-Kristalle der Purpurmembranen besser zu
geordneten Stapeln anordnen komen, als die relativ langen und diinen tubuéren Kristall e.
Die Optimierung der Parameter der Filmbildung wie z.B. Temperatur, Feuchtigkeit oder
Salzkonzentration erwies sch as aul¥erst problematisch. Proben, de laut elektronenmikros-
kopischer Ubersichtsbil der ein ahnli ches Erscheinungsbild aufwiesen, verhielten sich bei der
Filmbildung zum Teil volli g unterschiedlich. Daher mufden die Bedingungen der Filmbildung
fr jede Probe individuell ermittelt werden. Das Trocknen von rativen bR-Kristallen fuhrt zur
Ausbildung stabiler Filme, die bei einer konstanten Luftfeuchtigkeit Gber einen Zeitraum von
mehreren Wochen stabil bleiben (Hauss et a., 1990 Krebs et a., 1993 Behrens et a.,
199&). In Experimenten mit Rhodogsinkristallen konrte dagegen kein vergleichbar stabil er
Gleichgewichtszustand erreicht werden. Die Filme der Rhodogsinproben wurden kortinuier-
lich flacher und l6sten sich schliefdlich von dbr Trégerfolie &. Selbst bei einer Luftfeuchtig-
keit nahe 100% konrten die Filme nur in wenigen Fallen Ubker einen Zeitraum von mehr als
20 h stabili siert werden, der die Datenaufnahme mit ausreichender Zahlstatistik emdgli chte.
Die Ursache hierfir ist unklar und mufd weiter untersucht werden, un die Reproduwzierbarkeit
der Experimente zu erhdhen. Die Filme der Rhodogsinkristall e reagierten weiterhin extrem
empfindich auf Schwankungen der Luftfeuchtigkeit. Die hohe Variabilitdt der kristalinen
Préparationen sowie die geringe Stabilitat der Probenfilme macht daher einen qualitativen
Vergleich urterschiedlicher Proben an Hand der Rontgendaten nahezu unmagli ch.
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4.5.5 Datenanalyse

Die Rontgendiffraktionsdaten der Rhodogsinkristale weisen im Vergleich zu den nativen
bR-Kristallen ein schlechteres Signal-Rausch-Verhdtnis auf. Die Analyse der Rhodofsin-
kristalle mit hochauflésender Elektronenmikroskopie egab, da3 de enzelnen 2D-Kristale
von Rhodogsin eine deutlich bessere Gitterqualitéat aufwiesen, als die Rontgendaten erkennen
laseen. Daher ist die Qualitét der Probenfilme ds Ursadhe fir das relativ niedrige Signal-
Rausch-Verhdltnis der Rontgendaten anzusehen. Es ist dabel nicht auszuschlief3en, dal3 das
Eintrocknen der Probenfilme die Zerstérung des Kristallgitters verursacht. Ein weiterer
Aspekt ist die Uberlagerung der Debye-Scherrar Ringe von Reflexen mit dhnlichen S-Werten,
die sich bal den gegebenen Gitterkonstanten und a@r p222;-Symmetrie der Rhodofsin-
kristall e stérker auswirkt als bei den hexagonalen bR-Kristall en.

Beide Faktoren erschwerten de Untergrundkarektur und de Anpassung der Reflex-
intensitdten. Die Modelli erung der Untergrundstreuung als Polynom 8. Grades fuhrt dabei zur
Einflhrung enes systematischen Fehlers. Andere Methoden der Untergrundkorrektur, die z.B.
auf einer gleichzeitigen Anpassaing der Pe&intensitdten und aks Untergrunds beruhen (Hauss
et a., 1990, konrten hier wegen der starken Uberlagerung der Reflexe jedoch nicht
verwendet werden. Die hierzu nawendige Indizierung der Reflexe konnte east nach
Untergrundkarektur durchgefiihrt werden. Sowohl bel der Untergrundkorrektur als auch bei
der Anpasaung der Reflexe wurden de markierte bzw. nicht markierte Probe identisch
behandelt. Insgesamt konrte unter Berlcksichtigung der Intensitétsverhditnissee aus der
Elektronenmikroskopie undder theoretischen Lage der Reflexe die Intensitét von 35 Reflexen
zugeordnet werden. Die Auflésung des Experiments lag damit bei 9,5A. Die Korrelation von
86,6% zwischen zwei unabhdngigen Datensdtzen belegt, dal3 de Daten trotz des niedrigen
Signal-Rausch-Verhdtnisses und der starken Uberlagerung der Reflexe mit ausreichender
Zuverladssgkeit ausgewertet werden kdmen. Beide Datensétze zeigen in der Diff erenzdichte-
vertellung zwei Hauptmaxima und mehrere um etwa 30 % schwéchere Nebenmaxima an
nahezu identischen Positi onen.

Auf Grund der niedrigen Auflésung des Experiments konrnten de Abstandsbeziehungen
zwischen den gefundenen Markerpositionen nicht mit Hilfe der Patterson-Funktion analysiert
werden. Mit Hilfe des durchgefuhrten Refinements konrte jedoch gezeigt werden, cal3 de
gefundenen Maxima der Differenzdichte die Lage von Quedksilberatomen an den
entsprechenden Positionen in der Einheitszelle redistisch widerspiegelt. Auf Grund der
p222;-Symmetrie der Rhodogsinkristalle konnen die Phasen hier lediglich den Wert O oder 1t
besitzen. Die Strukturfaktoren des nativen und markierten Proteins snd dementsprechend
kolinea. Daraus folgt, dal3 sich nach Einfihrung eines Schweratoms die Phasen nicht oder
nur um 180° andern konren. Eine solche Phasenumkehr ist theoretisch var alem dann
moglich, fals die Strukturfaktoren des nativen und markierten Proteins shr klein sind
(Blundell und Johnson, 197¢. Anderenfall s flhrt die Phasenumkehr zu sehr grof3en Differen-
zen der Strukturfaktoramplituden, de hier jedoch nicht beobadhtet wurden. Die Variation der
Phasen wurde daher bel dem Refinement nicht berlicksichtigt. Ein weitergehendes Refine-
ment, das auch urter Variation der Phasen de Differenzen zwischen den experimentellen
Strukturfaktoren des markierten Proteins und einem Modelldatensatz, der durch Addition
eines Schweratommarkers zu den Strukturfaktoren des nativen Proteins generiert wird, war
nicht moglich. Hierfir mifde erst ein Programm entwickelt werden, das geziell an das hier
vorliegende zweidimensionale Problem angepaldt ist.

Vergleicht man das Verhditnis der normierten Strukturfaktoramplituden der Rontgen-
mesaungen zu den Strukturfaktoramplituden der elektronenmikroskopischen Bil dverarbeitung
(FnRONtgen/FpEM), so findet man fir bR im Durchschnitt ein Wert von ca 1, fir
Rhodogsin dagegen einen Wert von 0,25.Eine mogliche Ursache hierfir ist das deutlich
niedrigere Signal-Rausch-Verhdtnis der Rhodomindaten auf Grund der schlechteren
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Stapelung der Rhodogsinkristalle. Daher wurden de Strukturfaktoramplituden der
Rontgenmessungen auf die Strukturfaktoramplituden der Elektronenmikroskopie skaliert. Die
Hauptmaxima heben sich nach der Skalierung deutlicher von den Nebenmaxima &, wobei
sich de Postionen der Maxima nicht andern. In der Bildverarbeitung elektronen-
mikroskopischer Aufnahmen sind dhnliche Skali erungsverfahren wohl etabliert (Henderson,
1992 Havelka ¢ al., 1995 Schertler et a., 1993 Unger et a., 1997 Krebs et al., 199§.
Hierbei wird der durch de Aufnahmetechnik verursachte systematische Abfal der
Amplituden korrigiert, wobei die Skalierung auf die Amplituden der Elektronendiffraktion
von R erfolgt.

45.6 DiePosition der Schweratommarker

Die Loopbereiche besitzen im Vergleich zu den a-helikalen Bereichen der Transmembran-
region eine geringere Streukraft. In 2D-Kristalen, deren Aufbau und Zusammenhalt
wesentlich von den Wedhselwirkungen der Transmembranregion kestimmt wird, konren de
Looplereiche zusétzlich eine hohe Flexibilitéat bzw. Mobilitét aufweisen. Dies kénnte bei
Strukturuntersuchungen mittels Diffraktionsmethoden zu einem Ensemble von Struktur-
faktoren fuhren, von denen bestenfalls ein Mittelwert bestimmt werden koénrte, oder die
Strukturbestimmung sogar ganzlich urméglich maden. Die Wahrscheinlichkeit, die Position
einer bestimmten Aminosdure mittels Differenzdiffraktionsmethoden zu bestimmen, ist daher
um so groléer, je geringer die Mohilit & der entsprechenden Aminosaure ist. Der Nachweis von
zwei diskreten Differenzmaxima nach Schweratommarkierung der Cysteinreste C140 und
C316ist daher ein Beleg dafir, dal3 de entsprechenden Bereiche auf der cytoplasmatischen
Oberflache des Rhodogsins zumindest in 2D-Kristallen in einem hohen Mal3 geordnet
vorliegen. Dies war insbesondere fur die Position der Aminosiure C140 au erwarten, de rad
den hisherigen Kenntnissen Uber die Struktur des Rhodogsins am Ende der Helix 3 lokalisiert
ist (siehe unten). Die hohe Ubereinstimmung der Markerpositionen aus zwei unabhdngigen
Mesaungen belegt die Stérke der Fourier-Differenzmethode: Trotz eines niedrigen Signal-
Rausch-Verhaltnisses und einer insgesamt niedrigen Auflésung des Experiments (9,5A)
konnten zwei Differenzmaxima gefunden werden, de im Bereich der erwarteten Positionen
der cytoplasmatischen Cysteinreste C140 kzw. C316liegen.

Abbildung 4.17 zeigt einen Ausshnitt der Differenzdichtevertellung im Vergleich zu der
Proteinstruktur, die mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Referenzdaten berechnet wurde
(Abschnitt 3.4.95, und zu der Modellstruktur der Transmembranregion nach Baldwin et al.
(1997). Das cytoplasmatische Ende der stark geneigten Helix 3 liegt Gber der ebenfalls gark
geneigten Helix 5. ESR-Untersuchungen legen den Schluf3 rehe, dald Helix 3 auf Hohe der
Amincsdure V138 de Grenzschicht zwischen der Transmembranregion und @ wéaldrigen
Umgebung durchstod (Farahbakhsh et al., 1995, gl. Abbildung 1.5). Nacd verschiedenen
Modellrechnungen auf der Basis der vorliegenden elektronenmikroskopischen Strukturdaten
befindet sich de Aminosaure C140am cytoplasmatischen Ende der Helix 3. Weiterhin ist die
Seitenkette von C140 in Richtung des cytoplasmatischen Endes der Helix 5 aientiert und
befindet sich somit auf der von der Helix 4 abgewandten Seite der Helix 3 (Baldwin et al.,
1997 Pogozheva ., 1997 Herzyk undHubbard, 1999.

Das ausgepragteste Diff erenzdichtemaximum (Maximum 1), das in den hier durch gefihrten
Rontgendiffraktionsexperimenten erhalten wurde, ist eindeutig zwischen den cytoplasma-
tischen Enden der Helices 3 und5 lokalisiert (Abbildung 4.17). Der maximale Abstand zwi-
schen dem a-Kohlenstoffatom und cem Quecksilberatom des Cystein-MB-Derivats betragt
4,1A (Behrens, 19%). Legt man einen Kreis mit diessm Radius um die Position des
Maximums 1, so liegt den Modell daten zur Folge das a-Kohlenstoffatom von C140in desem
Kreis. Die Position des Diff erenzmaximums liegt daher in einem reali stischen Abstand zu der
theoretischen Position vonC140.
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Abbildung 4.17: Ausschnitt der Differenzdichte-
verteilung bei 9,5 A Auflésung (A) im Vergleich
zu dem korrespondierenden Ausschnitt der
Elektronendichte von Rhodopsin mit Blickrichtung
auf die cytoplasmatische Seite des Rezeptors
(B). Die Proteinstruktur wurde mit einer
Auflésung von 7 A unter Verwendung der
Referenzdaten aus der Elektronenmikroskopie

Maximum 2 s berechnet. Die Kreuze kennzeichnen die Lage
der beiden Differenzmaxima (rechts: Maximum 1,
links: Maximum 2). (C) Modellstruktur der Trans-

RN //@ﬁ membranregion von Rhodopsin nach Baldwin et

al. (1997). Das Modell zeigt die Position der
a-Kohlenstoffatome. Die Kreise kennzeichnen
den maximalen Abstand von 4,1 A zwischen dem
a-Kohlenstoffatom und dem Quecksilberatom in
dem Cystein-MB-Derivat um die Position des
Maximums 1 (rechts) bzw. des Maximums 2
(links). C140 befindet sich am cytoplasmatischen
Ende der Helix 3 oberhalb von Helix 5 und liegt
klar im Bereich des Maximums 1. C316 befindet
sich zwischen Helix 7 und den C-terminalen
Palmitoylierungsstellen aul3erhalb der Trans-
membranregion. Die Position von C316 ist daher
in der Modellstruktur nicht zuganglich. Die letzten
Aminosauren der Helices 1 bzw. 7, die in der
Modellrechnung noch beriicksichtigt werden, sind
Q64 bzw. K311. Q64 liegt im Umkreis von 4,1 A
um die Lage des Maximums 2. Folgt man dem
Verlauf von Helix 1, so ist die Lage dieses
Dichtemaximums ebenfalls konsistent mit der
beobachteten Disulfidbriicke zwischen H65C und
C316 (Yang et al.,1996a).

Die gefundene Markerposition ist weiterhin in guter Ubereinstimmung mit anderen experi-
mentellen Daten. Sie ist beispielsweise konsistent mit der Beobachtung von Farrens et al.
(1996, wonach der Abstand vonSpinmarkern an V139C in Helix 3 undK?248C bzw. T251C
in Helix 6 ca 101A betragt. Yu und Oprian (199) konrten urter gedgneten
experimentellen Bedingungen die Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen C140 und @m
nativen Cysteinrest C222 kezw. dem rekombinanten Cysteinrest Q225C in Helix 5 nadweisen.
C222ist jedoch deutlich tiefer in der Membranregion lokalisiert als C140 und uter milden
Redktionsbedingungen fur sulfhydrylspezifische Reagenzien nicht zuganglich; de Umsetzung
von C222 mit PCMB ist daher auszuschlief3en (De Grip undDaeamen, 1982 Badwin et al.,
1997. Die Moddlkoordinaten der a-Kohlenstoffatome von C222 undQ225 liegen ebenfalls
in dem Umkreisvon 4,1A um das Maximum 1 (die Positionen vonC222 bzw. Q225sind aus
Grinden der Ubersichtlichkeit in Abbildung 4.17 nicht dargestellt). Demzufolge ist die
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Position desMaximums 1 neben der theoretischen Position vonC140auch korsistent mit den
beschriebenen Interaktionen von C140 mit den Aminosauren C222 kew. Q225C der Helix 5
und cén Abstandsbeziehungen zwischen der Helix 3 und 6.Dies snd weitere Belege fur die
Zuverladssgkeit der gefundenen Markerposition.

Unmittelbar neben der senkredht zur Membran stehenden Helix 4 befinden sich zwel stark
verschmierte Nebenmaximain der Diff erenzdichte. Diese Positionen sind all erdings mehr als
10A von der theoretischen Position von C140 entfernt. Selbst bei einer Orientierung der
Seitenkette in Richtung der Helix 4 ist dieser Abstandzu grof3, un die Lage des
Schweratommarkers an C140zu représentieren.

Die Aminosaure C316 liegt zwischen Helix 7 und @&n C-terminalen Paimitoylierungsdellen.
Die letzten Aminosauren der Helix 7, de in den Strukturmodellen der Transmembranregion
von Rhodogsin berlicksichtigt werden, sind N310 kxw. K311 (Baldwin et a., 1997
Pogozheva & al., 1997 Herzyk und Hubberd, 1998). Die Position von C316 kann daher
lediglich an Hand indirekter Struktur-Funktionsbeziehungen abgeschétzt werden. Nach ESR-
Untersuchungen an spinmarkierten Cysteinmutanten kreuzt Helix 7 de Membran-Wasser-
Grenzflache aif Hohe von M309. Weiterhin deuten de ESR-Daten daraufhin, da3 de
Amincsduren Y306-R314 in einer a-helikalen Konformation valiegen (Altenbad et al.,
1999h. R314 wirde demnadc ca. eine Helixwindurg oberhalb von K311 liegen. Fur das
Quedsilberatom des Markers an C316 resultiert daraus ein Abstand von 9Bindungen zum
a-Kohlenstoffatom von R314 als letzte Aminosaure der Helix 7, was einem Abstand von
maximal ca 12A entspricht

Das zweitstérkste Differenzmaximum (Maximum 2) befindet sich ca 10 A vom Zentrum der
Helix 7 entfernt in der Nahe des cytoplasmatischen Endes von Helix 1 (Abbildung 4.17). Im
Umkreis von 4,1A um dieses Maximum liegt das a-Kohlenstoffatom von Q64. Q64 ist die
letzte Aminosdure der Helix 1, dein den Strukturmodellen der Transmembranregion bertick-
sichtigt wird. Yang et a. (1996) konrten urter geagneten experimentellen Bedingungen in
der Rhodosinmutante H65C eine Disulfidbriicke zwischen H65C und C316 rachweisen. Die
Autoren konrten an Hand der Wedhselwirkungen von Spinmarkern an beiden Cysteinresten
ferner belegen, daR sich H65C und C316 im Grundzustand in einem Abstand vonca 10A
zueinander befinden. Die Lage des Maximums 2 ist somit in guter Ubereinstimmung mit dem
vermutlichen Abstand von C316 zu Helix 7 und den nat gewiesenen Wedselwirkungen
zwischen C316 und Helix 1. Die ubrigen deutlich schwécheren Nebenmaxima tiege
aulerhalb der Proteinstruktur und sind weder konsistent zu den erwarteten Positionen von
C140 kzw. C316 nah zu den strukturellen Einschrénkungen duch de in der Literatur
beschriebenen Interaktionen der beiden Reste mit anderen Aminosduren. Sie kommen deshalb
as Position der Schweratommearker an C140 kew. C316 ncht in Frage und sind vermutlich
auf Fehler der zugeordneten Reflexintensitéten auf Grund des niedrigen Signal-Rausch-
Verhdtnisses zurtickzuftihren.

Die Ubereinstimmungen der gefundenen Markerpasitionen mit den Modelldaten undden in
der Literatur beschriebenen Wedselwirkungen zwischen C140 kzw. C316 und anderen
Aminocsdureseitenketten in Rhodogsin zeigen, dal3 de Position des gérksten Differenz-
maximums (Maximum 1) der Position der Aminosdure C140 und de Position des
zweitstarksten Maximums (Maximum 2) der Position der Aminosaure C316 entspriché Di
niedrigere Differenzdichte des Maximums 2 ist vermutlich darauf zurtckzufihren, dal3 de
Aminocsdure C316 im Bereich zwischen Helix 7 und denC -terminalen Palmitoylierungs-
stellen eine hohere Mohilité aufweist, als die Aminosdure C140 am Ende der Helix 3. Der
Abstand zwischen den Markerpaositionen betragt 27+ 2 A und représentiert den Abstand
zwischen den Sulfhydrylgruppen von C140 undC316. Experimente von Chen und Hubhell
(1978 zeigten, dal?3 de Seitenkette von C316 eine hohere Reé&ktivitét gegendber sulfhydryl-
spezifischen Reagenzien aufweist als die Seitenkette von C140. Dies ermdglicht prinzipiell
die quantitative Umsetzung von C316 mit dem Reagenz 4,4-Dithiodipyridin bei einer
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Temperatur von 4°C, wobei die Seitenkette von C140fUr eine nachfolgende Markierung mit
PCMB zuganglich beibt (Albert et a., 1997 siehe aich Abschnitt 5.3.2. Diese
Vorgehensweise ertffnet die Moglichkeit, in zukurftigen Experimenten de Position von
C140 rach spezifischer Markierung dieser Aminosaure in 2D-Kristallen zu bestimmen, um
die Ergebnisse der hier vorgestellten Experimente zu Uberprifen.

Das Modell der cytoplasmatischen Oberflachevon Yeagle et d. (1997 ist zur Zeit daseinzige
Strukturmodell des Rhodogsins, dal? reben der Positionvon CL40 aub die Podtion von (316
berticksichtigt. Das Modell basiert auf NMR-Untersuchungen von Peptiden mit Aminoséaure-
sequenzen der Loopoereiche in wal¥riger Losung. In deser Modellstruktur betrégt der
Abstand zwischen den Qulfhydrylgruppen von C140 und 816 27,3A. Der Vergleich der hier
gefundenen Markerpositionen mit diesem Modell ist alerdings nur eingeschrénkt maglich.
Der Grund herfir ist, da3 de Anpasaung der Oberflachenstruktur an de Modell strukturen der
Transmembranregion beispielsweise von Baldwin et a. (1997 nur zum Teil moglich ist. Das
cytoplasmatische Ende von Helix 3 befindet sich in der Modellstruktur der cytoplasmatische
Oberflache im Gegensatz zu dem Modell der Transmembranregion deutlich ngher an Helix 4
und ist dementsprechend auch weiter von Helix 6 bzw. der Position oberhalb von Heli5
entfernt. Die Differenz zwischen der Position von C140 in den beiden Modellen betragt
ca 10A in der MembrarebeneAls Ursache fiir die Unterschiede zu den Modellen der Trans-
membranregion, de auf elektronenmikroskopischen Strukturdaten vom Grundzustand des
Rhodopsins basieren, dskutieren die Autoren de Moglichkeit, dal3 ihr Modell der cytoplas-
matischen Oberflache moglicherweise Eigenschaften der Struktur des lichtaktivierten
Rhodogsins widerspiegelt (Yeagleet d., 1997)

Der Abstand zwischen der Position des Maximums1, das in den hier durchgefihrten
Roéntgenexperimenten erhalten wurde, und der Position von C140 im Modell der cytoplas-
matischen Oberflache betragt ca 10A. Dieser Abstand liegt in der GroRenordnung der
Entfernungszunahme zwischen Helix 3 undHelix 6 von 1215A auf 20-25 A, die wahrend
der Lichtaktivierung von Rhodogsin beobachtet wurde (Farrens et al., 1999. Im Modell der
cytoplasmatischen Oberflache liegen de a-Kohlenstoffatome von C316 undQ64 tew. HE5
ca 18A voneinander entfernt. Diese Absténde sind richt konsistent mit der in dieser Arbeit
gefundenen Markerposition in der Nahe von Helix 1 und dr beobachteten Disulfidbriicke
zwischen H65C und C316 (Yang et al., 199@). Die Lichtaktivierung von Rhodogsin fuhrt
allerdings zu einer Vergroferung des Abstands zwischen Spinmarkern an H65C und C316
von ca 10 auf 15A (Yang et a., 199@). Dies weist wiederum auf eine Ubereinstimmung
zwischen der Modellstruktur der cytoplasmatischen Oberflache und dem lichtaktivierten
Zustand des Rhodogsins hin. Die hier durchgefihrte Bestimmung der Markerpositionen an
C140 undC316 erfolgte jedoch im Grundzustand vonRhodogsin. Die Ubereinstimmung der
Abstande der Markerpositionen und éém Modell der cytoplasmatischen Oberflache ist daher
eher zufélig.

4.5.7 Zusammenfasaung und Ausblick

Im Rahmen deser Arbeit wurden Praparationen von zweidimensionalen Rhodoysinkristallen
im mg-Bereich hergestellt, die die Bestimmung der Position vonSchweratommarkern an den
nativen Cysteinresten C140 undC316 mit Rontgendiffraktionsmethoden ermoglichte. Trotz
eines niedrigen Signal-Rausch-Verhédltnisses der Mel3daten stimmen die gefundenen Marker-
positionen bei einer Auflésung von 9,5A gut mit den theoretisch erwarteten Positionen der
Aminosduren C140 krw. C316 undzahlreichen in der Literatur beschriebenen Interaktionen
der beiden Cysteinreste mit anderen Aminaoséuren des Rhodogsins tberein. Hiermit konrie
zum ersten Mal die Position einzelner Aminosauren an der cytoplasmatischen Oberflache des
Rhodosins direkt bestimmt werden. Da bislang keine hochauflésenden Strukturdaten von
Rhodogsin oder einem anderen G-Protein gekoppelten Rezeptor vorliegen, stellt die hier
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dargestellte Technik der Rontgendiffraktion in Kombination mit Fourier-Diff erenzverfahren
eine wertvolle Methode dar, um selbst bei niedriger Auflosung zusétzliche Strukturdetail s
Uber diese @l¥erst bedeutungsvoll e Proteinfamilie zu erhalten.

Mittels hochauflGsender Kryoelektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dal3 de herge-
stellten Mikrokristalle @ndeutig Strukturinformation s zu 5A, teilweise sogar bis zu 3,5A
Auflésung enthielten. Bislang limiti erte die Qualit&t der multil amell aren Filme zweidimensio-
naler Rhodosinkristalle die Ergebnisse der Rontgenexperimente. Die Optimierung der Her-
stellung der Filme kann daher in zukirftigen Experimenten de Auflésung der Rontgendaten
und damit die Genauigkeit der Positionsbestimmung deutlich verbessern. Moglicherweise
kann de Auflésung der Rontgendaten zusétzlich durch Tieftemperaturmessungen verbessert
werden.

Prinzipiell ist mit dieser Methode auch die Untersuchung von Rhodogsinmutanten denkbar.
Die Einfuhrung von Cysteinresten in urterschiedlichen Positionen ermoglicht dabel die
systematische Analyse der cytoplasmatischen Oberflache. Zum gegenwértigen Zeitpunkt stellt
alerdings die hierfir bendtigte Menge an rekombinantem Rhodogsin (ca 3-6 mg Protein pro
Kristali sationsansatz) noch einen limiti erenden Faktor dar. Eine grof3e Bedeutung fir das
Verstandnis der G-Proteinaktivierung nimmt ferner die Charakterisierung des li chtaktivierten
Rhodogsins ein. Hierzu ist die Stabilisierung des MIl-Zustands in 2D-Kristallen erforderlich.
Die Differenz der Markerposition zwischen dem Grund- bzw. MII-Zustand konre wertvolle
Einblickein de strukturellen Anderungen wahrend der Rezeptoraktivierung geben.



