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5 DieDynamik der cytoplasmatischen L oopbereiche
5.1 Einfuhrung

Erst die Lichtaktivierung von Rhodogsin erméglicht die Bindung und Aktivierung des
visuellen G-Proteins Transducin. Der Ubergang vom Grundzustand in den lichtaktivierten
MIl-Zustand muRR ceher von strukturellen Anderungen an der cytoplasmatischen Oberflache
begleitet sein, de zur Aushildung der Transducinbindurgsdelle im aktivierten Rhodogsin
flhren. Untersuchungen mit verschiedenen hiochemischen und hophysikalischen Methoden
geben erste Einblicke in de Natur dieser strukturellen Anderungen (z.B. Sheikh et al., 1996
Farrens et al., 1996 siehe Abschnitt 1.3.5, allerdings liegen hislang noch keine detailli erten
Strukturdaten tker die cytoplasmatischen Looplereiche des Rhodogsins vor.

Die Mesaung der zeitaufgeltsten Fluoreszenzanisotropie edffnet die Mdoglichkeit, die
Dynamik der cytoplasmatischen Oberfladche des Rhodogsins mit Hilfe von kowalent gebun
denen Fluorophaen zu urtersuchen. Die Methode beruht auf der linea polarisierten
Anregung der Fluorophae mit kurzen Lichtpulsen, woduch eine Photoselektion erzeugt
wird, deren Abbau als Folge der Fluorophorbewegung zeitaufgel6st verfolgt wird. Dadurch
erhdlt man einen Zugang zu der Dynamik der markierten Bereiche auf der Oberflache und
Hinweise aif sterische Einschrdnkungen duch de Proteinumgebung. Der Vergleich der
Fluoreszenzanisotropiekurven urterschiedlicher Photointermediate emogli cht dartiber hinaus
eine Aussage Uber die Anderung der Bewegungsparameter an der Proteinoberflache in Folge
der Lichtaktivierung des Rhodofsins.

5.2 Zielsetzung und experimentelle Strategie

Im Rahmen deser Experimente sollte das Fluoreszenzanisotropieverhalten der cytoplasmati-
schen Loopbereiche zwischen der Helix 3 und 4 law. zwischen Helix 7 und de C-terminalen
Palmitoylierungsstellen durch seitenkettenspezifische Markierung der nativen Cysteinreste
C140 undC316 uriersucht werden. Insbesondere soliten die Anderungen der Anisotropie-
parameter nach Ubergang vam Grundzustand in den lichtaktivierten MIl-Zustand studiert
werden.

Die Untersuchung des phaolabilen Rhodogins mit Fluoreszenztechniken erfordert die
Anregung der Proben mit mogli chst geringer Lichtintensitét, um eine Photolyse des Rhodop
sins zu verhindern. Die zeitkorrelierte Einzelphaonenzdhlung stellt daher die gedgnete
Methode zur Mesaung der zeitaufgel 6sten Fluoreszenz bzw. Fluoreszenzanisotropie dar, da
hierbei bereits mit sehr geringen Anregungsintensitdten ein ausreichendes Signal-Rausch-
Verhdtnis erzielt werden kann (Lakowicz, 1999. Eine entsprechende Apparatur wurde von
Herrn Matthias Glésel in der AG Heyn entwickelt, die speziell fur die Verwendung von
Synchrotronstrahlungsquellen als Anregungslicht ausgelegt war (Glasel, 200Q. Auf diese
Weise konrten de Vorteile der Synchrotronstrahlung (hohe Wiederholraten der Anregungs-
pulse bei variabler Wellenlange) mit den Vorzigen der zeitkorrelierten Einzelphaonen-
zahlung (niedrige Anregungsintensitéat) optimal zur Untersuchung des Rhodogsins kombiniert
werden.

Wie bereits in Abschnitt 4 ausgefiihrt wurde, sind in Rhodogsin urter milden Reations-
bedingungen lediglich de Cysteinreste C140 undC316 fur sulfhydrylspezifische Reagenzien
zuganglich (De Grip et al., 1975 De Grip und Daemen, 198). Experimente von Chen und
Hubbell (1978 wiesen aul¥erdem auf Redktivitatsunterschiede der beiden Reste untereinander
hin, wobel die Seitenkette von C316 ceutlich reaktiver as die von C140ist. Dies ermdgli cht
die selektive Markierung der beiden Positionen in Abhéngigkeit von der Wahl geeigneter
experimentell er Parameter wie z.B. Temperatur, Regktionszeit, pH-Wert und lonenstérke. Das
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Gleichgewicht zwischen den Phatointermediaten MI und MII ist ebenfalls von den auleren
Bedingungen abhéngig, so dad bei sorgfaltiger Wahl der experimentellen Bedingungen
bevorzugt der lichtaktivierte M11-Zustand erzeugt und stabili siert werden kann.

Die Fluoreszenzdepd arisation von Fluorophaen, die an Proteine gekoppelt sind, oder nativen
Fluorophaen, wie die Seitenkette des Tryptophans, ist ein sehr komplexer Prozeld undfuhrt
haufig zu einem multi exporentiellen Abklingverhalten (siehe z.B. Tanaka & al., 1994 Dong
et a., 1997 Nishimoto et al., 1999. Be der Interpretation der Fluoreszenzdaten mussen
daher auch Prozesse wie z.B. die unterschiedlichen Formen von Energietransfer auf die
Fluoreszenzanisotropie beriicksichtigt werden. Die Reduktion der Schiff-Base mit Natrium-
borhydrid zu N-Retinylopsin stellt hierbei eine Moglichkeit dar, Rhodogsinproben urter
Ausghluld von Energietransfer zu urtersuchen, da hierbel der Chromopha zwar kovalent
gebunden beibt, das Absorptionsmaximum jedoch von A = 498nm nach A = 333nm
verschoben wird (Bownds undWald, 19685.

5.3 Setenkettenspezifische Markierung der Cysteinreste C140 und C316
5.3.1 Praparation und Reinigung von Rhodopsin

Als Ausgangsmaterial fur die Fluoreszenzexperimente wurden ROS-Membranen aus Netz-
héuten von Augen frisch geschladhteter Rinder nach der Standardmethode von Papermaster
und Dreyer (1974 bzw. McDowell und Kuhn (1977 isoliert (vgl. Abschnitt 4.3.7). Zur
Untersuchung der Loopdynamik in Mizellen wurde Rhodogsin in n-Octyl-3-D-glucopyrano-
sid (OG) solubilisiert und mittels ConA-Affinitétschromatographie gereinigt. Das Absorp-
tionsverhdltnis Azgy m/Asp m hadh Reinigung betrug 1,7-1,9 undbelegt einen sehr hohen
Reinheitsgrad (De Grip, 1983. Entsprechend konren elektrophaetisch neben Rhodosin
keine weiteren Proteinbestandteil e nachgewiesen werden.

5.3.2 Markierung von C140und C316mit thiolreaktiven Fluoreszenzmarkern

Die unterschiedliche Redtionskinetik der cytoplasmatischen Cysteinreste emadglichte die
selektive Markierung von C140 und C316 in ROS-Membranen und OG-Mizellen mit
verschiedenen Fluoreszenzmarkern. Die Position C316 wurde bel niedrigen molaren Verhélt-
nisen zwischen Marker und Rhodogsin bel relativ kurzer Reaktionszeit markiert, wahrend
unter diesen Bedingungen de Position C140 nicht umgesetzt wird. Dies flhrte zwar haufig
nur zu einer relativ niedrigen Markierungsg6chiometrie, was jedod fur die Durchfiihrung der
Fluoreszenzmesaungen mit zeitkorrelierter Einzelphaonenzahlung vollig ausreichend war
(Tabelle 5.1). Eine niedrige Markierungsgtchiometrie war sogar fur Experimente mit ROS-
Membranen vortellhaft, da hierdurch der Einflu3 von Energielibertragung durch Homo-
energietransfer zwischen den gebundenen Fluorophaen reduziert wird (siehe Abschnitt
5.6.3.

Zur selektiven Markierung cer Position C140wurde die Seitenkette von C316 zunadist durch
Re&tion mit DTP auf Eis blockiert. Der typische Verlauf der Restion vonRhodogsin mit
DTP in Abhéngigkeit von der Temperatur ist in Abbildung 5.1 am Beispiel der OG-Mizellen
dargestellt. Auf Eis wird zunachst der reaktivere Cysteinrest C316 quantitativ umgesetzt,
wobei die Thiolgruppe von C140fir eine nachfolgende Markierung mit Fluoreszenzmarkern
zuganglich beibt. Erst eine Erhéhung der Temperatur auf 20-25 °C ermdglicht hierbei audh
die quantitative Umsetzung der Position C140. Ein weiterer Vorteil der Re&ktion liegt darin,
dal’ das am Protein geburndene 4-Thiopyridin im Bereich der Proteinbande absorbiert und de
Absorption des Sy/S;-Ubergangs der verwendeten Fluoreszenzmarker somit nicht tiberlagert
(Grassetti undMurray, 19679.
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Abbildung 5.1: Zeitverlauf der Reaktion von Rhodopsin mit DTP in OG-Mizellen. Die Reaktion wurde
auf Eis durch Zugabe eines 4-fachen Uberschusses an DTP gestartet. Der Verlauf der Reaktion wurde
an Hand der Absorptionsénderung bei A = 324 nm verfolgt. Nach Umsetzung von einem Cysteinrest
(C316) pro Rhodopsinmolekil wurde hier zur Demonstration des Reaktionsverhaltens die Temperatur
auf 25 ° C erhoht. Erst jetzt erfolgt die Umsetzung der zweiten Gruppe (C140). Bedingungen: 20uM
Rhodopsin in 10 mM HEPES pH 6,9, 30mM OG, 80 uM DTP.

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Markierungsreaktion wurde die Reaktion mit DTP nad
guantitativer Blockierung der Position C316 abgebrochen und anschlief3end die Postion CL40
selektiv markiert. Hierzu war in der Regel ein hoterer UberschuR an Marker ber Rhodogsin
ndtig, als bei der Markierung der Position C316. Die Re&ktionsbedingungen sowie die Ergeb-
nisse der unterschiedlichen Markierungsreaktionen sind in Tabelle 5.1 zusammengestellt. Bei
der Nomenklatur der Proben steht die Abkirzung ROS fur markiertes Rhodogsin in ROS-
Membranen kbzw. OG fir Rhodogsin in OG-Mizellen gefolgt von der Bezeichnung des
selektiv markierten Cysteinrests undder entsprechenden Abkirzung des Markers.

Zum Nachweis der Markerposition wurde das Rhodogsin proteolytisch mit Thermolysin
verdaut, das Polypeptidketten auf der N-terminalen Seite von Leucin spaltet. Im Dunkeln
entstenen dabei bevorzugt zwel Peptidfragmente mit einer molekularen Mas® von ca
24-30kDa (F1) bzw. 1418 kDa (F2). Das F2-Fragment enthdlt die C-terminale Region mit
der Retinalbindurgsgelle, das F1-Fragment die N-terminale Region inklusive der Kohlen-
hydratseitenketten (Pober und Stryer, 1975 Pober, 198). Dementsprechend befindet sich
C140im F1-Fragment, C316dagegen im F2-Fragment, so dal3 die Fluoreszenz der merkierten
Fragmente @nen eindeutigen Beleg der Markerposition darstellt. Abbildung 5.2 demonstriert
die Spezifitédt der durchgefuhrten Fluoreszenzmarkierung. Nadh Coomassefarbung sind de
Spaltfragmente deutlich zu erkennen (Abbildung 5.2 A, Bahn 3). Wie hier am Beispiel der
Probe ROS-C140-AF dargestellt, 1&3t sich nach selektiver Markierung der Position C140 de
Fluoreszenz des Markers lediglich im F1-Fragment nachweisen (Abbildung 5.2 A, Bahn 4).
Abbildung 5.2 B zeigt die Fluoreszenz der Spaltfragmente nach Markierung unterschiedli cher
Positi onen mit Texas Red, Abbildung 5.2 C nach Markierung mit Fluorescen.
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Abbildung 5.2: Nachweis der selektiven Markierung der Cysteinreste C140 und C316. (A) Protein-
muster der Probe ROS-C140-AF vor (Bahn 1 und 2) und nach proteolytischer Spaltung mit
Thermolysin (Bahn 3 und 4). Die Abkirzung Rho kennzeichnet die Bande des monomeren
Rhodopsins. Nach selektiver Markierung der Position C140 ist die Fluoreszenz des Markers
ausschlieB3lich im F1-Fragment nachweisbar. (B) Fluoreszenz der Spaltfragmente von Rhodopsin nach
Markierung mit Texas Red in OG-Mizellen. Bahn 1: Markierung der beiden Positionen C140 und
C316; Bahn 2: selektive Markierung der Position C316; Bahn 3: selektive Markierung der Position
C140. (C) Fluoreszenz der Spaltfragmente von Rhodopsin nach Markierung mit Fluorescein. Bahn 1:
selektive Markierung der Position C316 in ROS-Membranen; Bahn 2: selektive Markierung der
Position C316 in OG-Mizellen; Bahn 3: selektive Markierung der Position C140 in ROS-Membranen;
Bahn 4: selektive Markierung der Position C140 in OG-Mizellen.
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Probe Re&tions- Re&tionszeit und Markierungs-

stéchiometrie | Abweichungen von | stéchiometrie

(mol Marker: | den Standardbedin-

mol Rhodoysin) | gungen® (Molekiil Marker pro

Rhodogsinmolekdil)

ROS-C140-AF 50:1 1,545h 0,130,5
ROS-C316-AF 101 2 h, ohre NaCl 0,150,35
ROS-C140TR 51 4,5h 0,50,65
ROS-C316 TR 4.1 2 h, ohre NaCl 0,350,5
ROS-C140AEDANS 50:1 5h 0,5
ROS-C316AEDANS 101 2 hauf Eis 0,25
ROS-C140-DNZ 101 20 h 0,75
ROS-C316:DNZ 51 5h 0,6
OG-C140-AF 251 6 h 0,250,35
OG-C316AF 5.1 2h 0,30-0,36
OG-C140-AF/IC316AF? [40:1 4h 1,55
OG-C140TR 101 6 h 0,450,75
OG-C316TR 2:1 2 hauf Eis 0,150,35
OG-C140TR/C316TR® [10:1 6h 1,1
OG-C140AEDANS 50:1 7h 0,9
OG-C316AEDANS 51 2,5 hauf Eis 0,4
OG-C140DNZ 101 20 h 0,7
OG-C316DNZ 2:1 3h 0,2-0,3

(1) Standardre&tionsbedingungen fir ROS-Membranen: TrissHCI pH 7,5, 150mM NaCl bei 20°C; fir
OG-Mizdlen: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM NaCl und 30 mM OG bei 20 °C
(2) DieMarkierung beider Cysteinreste diente zur Untersuchungdes Homoerergietransfers

Tabelle 5.1: Reaktionsbedingungen der Markierung von Rhodopsin mit den im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten sulfhydrylspezifischen Fluorophoren. Angegeben sind die stochiometrischen Verhalt-
nisse der Reaktionen zwischen Rhodopsin und dem jeweiligen Marker, die Reaktionszeiten sowie
gegebenenfalls Abweichungen von den Standardbedingungen. Die angegebenen Bereiche der Mar-
kierungsstdchiometrie reprasentieren die Ergebnisse unterschiedlicher Markierungsreaktionen.

5.4 Fluoreszenzegenschaften der verwendeten Fluorophore
5.4.1 Absorptions- und Emissonseigenschaften

Abbildung 5.3 zeigt die normierten Absorptions- und Emisgonsgektren der im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Fluorophae. Vor Aufnahme der Spektren wurden de Fluorophore
kovalent an Cystein gekoppelt, um den Einflul3 der Bindung an de Sulfhydrylgruppe auf die
spektralen Eigenschaften zu berticksichtigen (Die Kopdung an Cystein wird im folgenden
durch den Buchstaben C gefolgt von der Abkirzung des Markers symbdisiert). Zur Kopplung
wurden 50uM Cystein in 1mM TrissHCI pH 7,0 und 150mM KCI 20 min mit einem 2-
fachen Uberschul3 as jeweiligen Markers bei Raumtemperatur inkukiert und anschli eRend
nicht umgesetztes Cystein tew. Marker chromatographisch Uber eine Sephadex G25f-Saule
entfernt. Die dargestellten Gleichlichtfluoreszenzspektren wurden vonHerrn M. Gléasel (AG
Heyn) unter Verwendung einer Doppelmonachromatorapparatur (Kratos Spektrofluorometer



96 Die Dynamik der cytoplasmatischen Loopbereiche

RRS 1000 mit einer Xenon-Bogenlampe ds Anregungslichtquelle aifgenommen (Glésd,
2000. Der Spektralbereich der Apparatur lag zwischen 350 und 75Gm. Die Datenaufnahme
erfolgte bel einer Mef3geschwindigkeit von 50nm/min bei einer spektralen Spaltbreitan
0,5nm. Die optische Dichte der Proben betrug maximal  0,050D.
Gleichlichtfluoreszenzspektren der markierten Rhodosinproben wurden mit der maximalen
Mef3geschwindigkeit von 200nm/min ad genommen, um den Einfluld der Photolyse auf die
Spektren zu minimieren. Die Spektren von C-AF und C-TR zeigen eine geringe Stokes-
Verschiebung, was zu einer starken Uberlagerung der Absorptions- und Emissonsbanden
fahrt. Die Spektren von C-AEDANS bzw. C-DNZ weisen dagegen eine deutlich niedrigere
bzw. keine Uberlagerung auf. Die Werte fir die entsprechenden Uberlagerungsintegrale sind
in Tabelle 5.2 aufgeftihrt.
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Abbildung 5.3: Normierte Absorptions- und Emissionsspektren der in dieser Arbeit verwendeten
Fluorophore nach Kopplung an freies Cystein.

Die spektrale Uberlagerung der Absorptions- und Emissonsbanden der Fluorophae amdg-
licht das Auftreten von Homoenergietransfer. Nadh Koppung der Fluorophore an Rhodogsin
muf zusitzlich de mogliche spektrale Uberlagerung zwischen der Absorptionsbande des
Retinalchromophas und der Emissonsbande der Fluorophae berlicksichtigt werden. In
Abbildung 5.4 sind schematisch die Absorptionsgektren von Rhodogsin im Grund und
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MII-Zustand im Vergleich zu den Emisgonsbanden von C-AF bzw. C-TR dargestellt. Im
Grundzustand ist eine deutli che Uberlagerung zwischen der Retinalbande und cer Emissons-
bande des Fluoresceins zu erkennen, de nadh Photoaktivierung auf Grund cer Blauver-
schiebung der Retinalbande im MIl-Intermediat drastisch reduziert wird. Im Fall von Texas
Red wird der Energietransfer zum Retinal im MII-Zustand sogar volli g unterbunden.
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Abbildung 5.4: Absorptionsspektren von Rhodopsin in 10 mM Tris-HCI pH 7,0, 150 mM NaCl und
30 mM OG im Grundzustand (links) und Mill-Zustand (rechts). Zur Veranschaulichung der spektralen
Uberlagerung mit der Emissionsbande der Fluorophore sind zusétzlich die normierten Emissions-
banden von C-AF und C-TR dargestellt. Die Flache der Rhodopsinspektren ist grau unterlegt.

Durch Vergleich der Spektren in Abbildung 5.3 mit Abhildung 5.4 lassen sich analog die
Energietransferverhdtnisse zwischen Rhodogsin und aén Ulrigen Fluorophaen abschétzen.
Nach Koppung der Fluorophore an Rhodogsin ist daher das Auftreten von Energietransfer
nicht auszuschli eRen. Die Uberlagerungsintegrale zwischen der Retinalbande von Rhodoysin
in OG-Mizellen und en urterschiedlichen Emisgonsbanden sind ebenfals in Tabelle 5.2
angegeben.

IAF TR IAEDANS DNZ
J/10M et 7.3 7.9 0,1 0,0
Jrno /10 cmM 24,1 0,6 8,9 12,9

Tabelle 5.2: Uberlagerungsintegrale zwischen den Emissionsbanden der verwendeten Fluorophore
und den Absorptionsbanden der Fluorophore bzw. des Retinalchromophors. Die Bestimmung des
Uberlagerungsintegrals J erfolgte an Hand der Absorptions- und Emissionsspektren der Fluorophore
nach Kopplung an freies Cystein. Das Integral Jgy, bezieht sich auf die Uberlagerung der Fluorophor-
emission mit der Retinalbande in OG-Mizellen. Die relativen Fehler der Uberlagerungsintegrale
betrugen ca. 5 % (Glasel, 2000).

Die Lage des Emissonsmaximums eines Fluorophas reagiert sensitiv auf die Polaritdt der
Umgebung. Der Vergleich der Emissonsmaxima der markierten Rhodogsinproben mit
Gleichlichtfluoreszenzspektren der an Cystein gekoppelten Fluorophae in Methanol-Wasser-
Gemischen bei unterschiedlichen Mischungsverhéltniseen wiesen auf eine wél¥ige Umge-
bung der Fluorophore nach Koppung an de Proteinoberflache hin. Quenching-Experimente
mit einfach negativ geladenen lod-lonen zeigten eine lineare Abhéngigkeit der Fluoreszenz-
intensitédt von der Quencher-Konzentration und lelegten somit, da3 de Fluorophae an der
Oberflache des Rhodogsins fur die Wedhselwirkungen mit lod-lonen aus der umgebenden
L 6sung zuganglich waren (Gléasel, 2000.
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5.4.2 Fluoreszenzanisotropiemesaingen an freien Fluorophoren

Zunéchst wurden de freien, ungebundenen Fluorophae in wal¥riger Lésung untersucht, um
deren Fluoreszenzdepdarisation zu charakterisieren. Diese Daten wurden bendtigt, um den
Beitrag der Eigenrotation der Fluorophae zu der komplexen Fluoreszenzdepolarisation der
Marker nach Bindung an de Proteinoberflache zu beurteilen. Insbesondere beeinflul@ die
Grofe der Fluorophore den zeitlichen Verlauf der Anisotropie. Zusézlich dente die
Anisotropiemesaung des freien IAF as Standardtest zur Kontrolle der Mef3apparatur sowie
zur Bestimmung des G-Faktors.
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Abbildung 5.5: Zeitaufgeltste Fluoreszenz und Anregungsprofil (A) bzw. Fluoreszenzanisotropie (B)
von freiem IAF in 10 mM Tris-HCI pH 7,0, 150 mM KCI bei 15 ° C. Unter den Kurven sind die gewich-
teten Residuen der Anpassung mit einer Exponentialfunktion dargestellt.
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Abbildung 5.5 zeigt das typische Fluoreszenzverhaten von freiem IAF in waldriger Losung.
Die Fluoreszenzanisotropiekurve r(t) klingt bei uneingeschrankter Rotationsdiffusion des
Fluorophars auf einen Wert vonr., = 0 ab. Diesist ein Beleg fir die korrekte Bestimmung des
G-Faktors, der typischerweise im Bereich von 1,0001,050 + 0,003 lag. Der Fluoreszenz-
zerfall (1t = 4,01 £0,05ns) und de Anisotropiekurve (¢=0,19 £0,02ns) zeigen ein
monaexporentiell es Abklingverhalten, das nadh dem einfachen Modell eines kugelformigen
Rotors ohre Bewegungseinschrankung zu erwarten ist. Die Anfangsanisotropie ro betrug fir
ungeburdenes IAF 0,376+ 0,004 in 95% (v/v) Glycerin bei —1°C. Unter diesen
Bedingungen ist die Bewegung der Molekile aif Grund cer hohen Viskositdt so stark
verlangsamt, dald der Wert fur ro mit sehr hoher Genauigkeit bestimmt werden kann. Mit der
verwendeten Apparatur wurde fur Diphenylhexatrien in Glycerin bal —5°C eine Anfangs-
anisotropie von 0,390t 0,003 erhdten (Glasd, 200Q. Dieser Wert zeigt eine gute
Ubereinstimmung mit Literaturdaten (Kawato et al., 1977 Heyn, 198) und demonstriert die
Leistungsfahigkeit der Apparatur. Die Abweichung von @m theoretischen Wert vonry = 0,4
kann auf eine geringfiigig urterschiedliche Orientierung der Ubergangsdipdmomente der
Absorption tzw. Emisson oder auf apparative Einflusse wie @én urezureichendes
Loschungsverhdltnis der Polarisatoren und minimale Kollimationsfehler des Strahlengangs
zurlckgefuhrt werden. Als weitere Ursache kommt eine extrem schnelle Bewegungs-
komporente in Betradht, die zeitli ch nicht mehr aufgel st werden konrte.

Die Fluoreszenzparameter der verwendeten Fluorophae sind in Tabelle 5.3 zusammen-
gestellt. Mit Ausnahme von IAEDANS zeigten alle Fluorophae e@n moncexporentielles
Abklingverhalten. Die Fluoreszenzkurve von IAEDAN S wies dagegen zwei Zeitkomporenten
auf, die vermutlich auf eine Reaktion des Farbstoffs mit Wasser zurtickzufihren sind (Eftink
et a., 1987. Die Anfangsanisotropien ro wurden jeweils in 95% (v/v) Glycerin bai -1 °C
bestimmt. Mit Hilfe von Viskositésreihen wurden de dfektiven Volumina der freien
Fluorophae emittelt. Hierzu wurde der Glyceringehalt der Proben urter sonst identischen
Bedingungen schrittweise von 0-60 % (v/v) Glycerin erhdht. Die Diffusion eines Korpers ist
von der Viskositdt der Umgebung abhéngig, wobei eine Erhdhung der Viskositét zu einer
Verlangsamung der Bewegung fuhrt. Das Modell eines gphérischen isotropen Rotors liefert
nad (Gl. 2.57) enen linearen Zusammenhang zwischen der Viskositét und der Rotations-
korrelationszeit. Diese lineae Abhangigkeit konnte mit allen urtersuchten Fluorophaen
zwischen 0-40% (v/v) Glycerin bestétigt werden. Oberhalb einer Konzentration von 40%
(v/v) Glycerin wurden dagegen Abweichungen von dem linearen Verhaten beobachtet. Dies
ist darauf zurlickzuftihren, dal3 de Fluorophae in der Reditét keine ideden kugelférmigen
Moleklle sind und @her bel hoher Viskositét mehrere Bewegungskomponenten aufgel ost
werden komen. Der lineae Bereich zwischen 0-40% (v/v) Glycerin ermdglichte jedoch de
Bestimmung der Rotationsvolumina mit ausreichender Genauigkeit (Tabelle 5.3).

|IAF TR IAEDANS DNZ
1/ns(x 0,09 4,01 4,15 2,50" 2,65
@t/ NS (x 0,09 0,19 0,3 0,18 0,10
ro (+ 0,009 0,376 0,385 0,220 0,305
Vi / 102 cm® (£ 0,1) 7,7 11,0 5,8 31

(1) Die Huoreszenzlebensdauer von IAEDANS wurde als Mittelwert Gber zwei Abklingzeiten bestimnt.

Tabelle 5.3: Fluoreszenzparameter der freien Fluorophore. Die Fluoreszenzlebensdauer 1 und die
Rotationskorrelationszeit @, wurden in wairiger Losung (10 mM Tris-HCI pH 7, 150 mM NacCl, 15 ° C)
durch Anpassung der Mel3daten mit einem Exponentialterm erhalten. Die Anfangsanisotropie r, wurde
dagegen in 95 % (v/v) Glycerin bei -1 ° C bestimmt. Das effektive Rotationsvolumen V. wurde aus den
Daten der Viskositatsreihen ermittelt.
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5.5 Mef3parameter der Anisotropiemessungen an Rhodopsin

Fir die Durchfuhrung von Fluoreszenzanisotropiemesaungen an Rhodoysin ist die Frage, ob
der lichtempfindli che Photorezeptor bereits durch das Anregungsli cht gebleicht wird, vonent-
scheidender Bedeutung. Abbildung 5.6 zeigt die Absorptionsgpektren einer mit Fluorescen
markierten Rhodogsinprobe vor und rach einer Mesauing am HASYLAB. Die Mesaing
erfolgte bel maximalem Ringstrom kurz nach einer Neuinjektion. Die Anregungswellenlange
lag bei A = 492 M und somit nahe an Absorptionsmaximum der Retinalbande. Dennoch
zeigen de Spektren, dal3 im Verlauf der Mesaung auf Grund der sehr geringen Anregungs-
intensitdt die Probe nur unwesentlich gebleicht wurde. Die Ergebnise der Rhodogsin-
mesaungen im Grundzustand wurden daher nicht durch das Auftreten von Phatointermediaten
in Folge der Photolyse des Rhodogsins beanflul.

T T T T T
o ]
[ “ |
30 ‘!‘ i
0
@) ‘ I
E2f | i
s ||
°
g_ 10 |- i ]
3 Vo
: M |
0 H ’ “m ’ TR uwm Wb s b a0 ot b b A b
u \ ”\ Ca R TV A R AR ek A
i :
| 1 | L | L | L |
300 400 500 600 700

Wellenlange (nm)

Abbildung 5.6: Absorptionsspektren der Rhodopsinprobe OG-C316-AF vor (A) und nach einer
Messung (B) am HASYLAB. Die Absorptionsdifferenz (C) bei A = 498 nm liegt unterhalb von 1 mOD.
Dies entspricht einem gebleichten Anteil der Probe von unter 5 %. Bedingungen: 2 uM Rhodopsin in
10 mM MES, pH 6,0, 150 mM NacCl, 30 mM OG, 15 ° C, MelR3dauer: 40min bei einem Ringstrom von
124 mA.

Fur Untersuchungen des MIl-Intermediats wurden de Rhodogsinproben 2min auf Eis mit
einer Kaltlichtlampe (Schott KL1500, Kantenfilter OG515 gebleicht. Die zeitaufgel 6sten
Fluoreszenzani sotropiemesaungen wurden bei einem pH-Wert von 6,0 undeiner Temperatur
von 5°C durchgefuihrt. Diese Bedingungen wurden gewahlt, da ein niedriger pH-Wert das
Gleichgewicht zwischen MI und MII auf die Seite von MII verschiebt (Kliger und Lewis,
1995 Dickopf et a., 1998. Die niedrige Temperatur wiederum stabilisiert das MI/MlII-
Gleichgewicht und verzogert den weiteren Zerfal des MIl-Intermediats (Kliger und Lewis,
1995. Unter den gewdhlten experimentellen Bedingungen wurde a Hand von
Absorptionsgektren ein Gleichgewichtsverhdtnis zwischen M1 und M1l von 0,06in OG-
Mizellen bzw. 0,11 in ROS-Membranen erzielt, wobel zur Auswertung der Spektren de
Extinktionskoeffizienten &y (478 nm) = 44000M*cm™ bzw. &y;(380 nm) = 38000 M em™*
verwendet wurden (Kibelbek et a., 199)). Mit Hilfe der empirischen Naherungsformel von
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Parkes und Liebman (1984) kann de Lage des MI/MII-Gleichgewichts in Abhangigkeit von
Temperatur und pH-Wert in ROS-Membraren nab

In(MI1 /MI) = -9464/T —1,6080 pH ) + 44,87

beredhnet werden. Demnadh sollte der MI-Antell in ROS-Membranen urter den angegebenen
Bedingungen bei ca 20% liegen. Diese Abweichung kann all erdings mit der hier verwende-
ten horeren NaCl-Konzentration im Vergleich zu den Experimenten von Parkes und Liebman
(1989 erklart werden, da a@ne hohe lonenstérke das MI/MI1-Gleichgewicht auf die Seite von
MI1 verschiebt (DeLange & a., 1977%.

Die Halbwertszeit ty, des Mll-Zustands beim Zerfall zu Ml betrug unter den angegebenen
Bedingungen 90min in OG-Mizellen und 108min in ROS-Membranen. Die Werte wurden
nad Belichtung an Hand der Absorptionsabnahme bei A = 380 nm bestimmt. Unter den hier
gewahlten Bedingungen bieben bel 5 °C somit ca 90% des erzeugten MII-Intermediats im
Verlauf einer Mef3dauer von 1520min erhalten, de zur Aufnahme aner Anisotropiekurve
mit ausreichendem Signal-Rausch-Verhdtnis gentgte. Eine hoéhere Temperatur flhrte
dagegen zu einem deutlich schnelleren MII-Zerfall. Farrens und Khorana (1999 geben eine
Halbwertszeit von ca 15,9 min fur Rhodogsin in 0,1% Laurylmaltosid bei pH 6 und 20C
an. Im Vergleich zu der GréRenordnung der Anderung der MI1-Konzentration als Folge des
MIl-Zerfalls ielt der mogliche Einfluld des Anregungsli chts auf die Gleichgewichtslage der
Phatointermediate keine Roll e.

Abbildung 5.7 und Abbildung 5.8 zeigen exemplarisch den Verlauf der Fluoreszenzabkling-
kurven bzw. Fluoreszenzanisotropiekurven von Rhodogsin im Grundzustand in OG-Mizellen
und ROS-Membranen nach Markierung der Position C316 mit Fluorescan. Die entsprechen-
den Fluoreszenzparameter sind in Tabell e 5.4 zusammengestellt. Zur Anpasaung der Fluores-
zenzabklingkurven wurden hier drei Exponentialterme bendtigt, wobel die Fluoreszenzlebens-
dauern (t;) im Bereich von 0,30,5ns, 1,24,9ns bzw. 3,34,3 ns lagen. Ein mutiexponentiel-
les Abklingverhalten wird haufig bel Fluoreszenzmesaungen an Makromolekilen beobadhtet
(Tanaka @ al., 1994 Dong et a., 1997 Nishimoto et a., 1999. Als mogliche Ursadien
werden in der Literatur eine statistische Verteilung der Lebensdauern, Energietransferpro-
zess und de Wirkung von angrenzenden Aminasaureseitenketten oder lonen der Umgebung
als Quenchermolekile diskutiert (Alcalaet d., 1987 Wu undBrand, 1994 Wahl, 1975)

A

Probe o1 o> O3 T./ns |To/ns |13/ns |x°

OG-C316AF 0,349 0,283 |0,367 |0,480 [1,750 [4,20 (1,87

ROS-C316-AF [0,423 [0,350 |0,227 {0,420 {1,530 |3,660 1,11

B

Probe o B1 B> B3 Feo @ /ns |@/ns |@s/ns |x°
OG-C316AF |0,304 |0,048 |0,042 |0,215 |- 0,364 |3,41 |44,43 |1,07
ROS-C316-AF |0,351 {0,160 |0,117 |- 0,074 10,293 (4,289 |- 1,15

Tabelle 5.4: Parameter des Fluoreszenz- (A) und Fluoreszenzanisotropiezerfalls (B) der Rhodopsin-
proben OG-C316-AF und ROS-C316-AF. Die aufgefiihrten GroRen sind: a;, T; die relativen Amplituden
bzw. Fluoreszenzlebensdauern des i-ten Exponentialterms der Fluoreszenzabklingkurve, r, die
Anfangsanisotropie, r., die Endanisotropie, (3;, @ die Amplituden bzw. Rotationskorrelationszeiten des
i-ten Exponentialterms der Anisotropiekurve, )(2 der Minimierungsparameter der Anpassung.

Zur Anpasaung der Fluoreszenzanisotropiekurve der OG-C316-AF-Probe wurden drel
Exporentialterme benétigt. Die Anpasaung der Anisotropiekurve der ROS-C316-AF-Probe
erfolgte nach (Gl. 2.41) mit zwei Exporentialtermen und einer konstanten Endanisotropie.
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Beide Mesaungen weisen eine Rotationskorrelationszeit im ps-Zeitbereich auf, die in der
GroRenordnung der schnellen Eigenrotation des freien Fluoresceins liegt (vgl. Tabelle 5.3). In
Mizellen wird im Gegensatz zu den ROS-Membranen eine Langzeitkomporente beobachtet,
die aif die Rotation der gesamten Mizelle zurlickzufiihren ist. In beiden Systemen tritt hier
zusétzlich eine mittlere Rotationskorrelationszeit auf, die aif die Kopdung zwischen dem
Fluoreszenzmarker undder Oberflache des Proteins zurtickzufiihren ist. Diese Zeitkomponen-
te ist vermutlich auf die Bewegung des interhelikalen Bereichs zuriickzufiihren, an den der
Fluorophar geburdenist.
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Abbildung 5.7: Fluoreszenzabklingkurve und Anregungsprofil (A) bzw. Fluoreszenzanisotropiezerfall
(B) der Rhodopsinprobe OC-C316-AF in 10 mM MES pH 6,0, 150 mM NaCl, 30 mM OG bei 5 °C.
Unter den Kurven sind die gewichteten Residuen der Anpassung mit jeweils drei
Exponentialfunktionen dargestellt.
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Abbildung 5.8: Fluoreszenzabklingkurve und Anregungsprofil (A) bzw. Fluoreszenzanisotropiezerfall
(B) der Rhodopsinprobe ROS316AF in 10 mM MES pH 6,0, 150 mM NacCl bei 5 ° C. Unter den Kurven
sind die gewichteten Residuen der Anpassung mit jeweils drei Exponentialfunktionen (A) bzw. zwei
Exponentialfunktionen und einem konstanten Endanisotropiewert (B) dargestellt.

5.6 Einflul? des Energietransfersauf die Fluoreszerzanisotropie

Die spektrale Uberlagerung zwischen den Emissonsbanden der Fluorophae mit den Absorp-
tionsbanden der Fluorophae bzw. des Retinachromophas ermoglicht prinzipiell das
Auftreten vonstrahlungslosen Energietransferprozessen (vgl. Abschnitt 5.4.1). Einen drekten
Hinwels auf die Existenz von Energietransferprozesen lieferte das bei allen Fluorophaen
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beobadtete komplexe Fluoreszenzabklingverhalten. Deshalb wurden Kontroll experimente
durchgefiihrt, um eine Aussage Uber den mdglichen Einfluld des Energietransfers auf die
Fluoreszenzanisotropie treffen zu kdnren.

Neben dem intramolekularen Heteroenergietransfer zwischen Fluoropha und Retinal kénren
vor alem in ROS-Membranen komplexe Energiemigrationen zwischen den Fluorophaen
unterschiedlicher Rhodogsinmolekiile bei ausreichend Keinem Abstand auftreten (intermole-
kularer Homoenergietransfer). In Mizellen ist dagegen bei spezifischer Markierung von einem
Cysteinrest lediglich intramolekularer Heteroenergietransfer zu erwarten. Homoenergi etrans-
fer sollte in Mizellen erst bel Markierung mit zwei Fluorophaen pro Rhodogsinmolekdl
auftreten. Auf Grund deser unterschiedlichen Probeneigenschaften konrten de verschie-
denen Transferprozesse getrennt voneinander untersucht werden. Die spektrale Verschiebung
der Retinalabsorptionsbande nach Photolyse des Rhodoysins oder Reduktion der Schiff- Base
mit Natriumborhydrid (Bownds undWald, 1969 erleichterte zusétzlich de Charakterisierung
der Transferprozesse, da hierdurch der Retinalchromopha in Abhdngigkeit von der
Emissonswellenlénge des Fluorophors as Akzeptor ausgeschlosen wird und somit der
Heterotransfer unterbunden werden kann.

Die anaytische Beschreibung des Energietransfers in kamplexen hiologischen Systemen
erfordert jedod Modellanndmen Uber die Orientierung der Donator- bzw. Akzeptormalekile
oder im Fall von Fluorophaen in Membranen de Beriicksichtigung der speziellen zwel-
dimensionalen geometrischen Verhdtnisse (Dale @ a., 1979 Yguerabide, 1994. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden de beobachteten Energietransferprozesse dlerdings nicht analytisch
untersucht, sondern lediglich der mogliche Einfluld des Energietransfers auf die Fluoreszenz-
anisotropie qualitativ beurtellt. Eine weitergehende Analyse der Energietransferprozesse in
fluoreszenzmarkiertem Rhodoysin findet sich bel Glasel (2000).

5.6.1 DieFluoreszenzanisotropie ohne Energietransfer

Zur Untersuchung der Fluoreszenzanisotropie ohrne Energietransfer wurden gebleichte
Rhodoysinproben oder Proben mit reduzierter Schiff- Base verwendet. Abbildung 5.9 zeigt die
Absorptionsgektren einer Fluorescein-markierten Rhodogsinprobe vor und nach der Reduk-
tion cer Schiff-Base.
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Abbildung 5.9: Absorptionsspektren der Probe OG-C316-AF vor (A) und nach (B) der Reduktion der
Schiff-Base mit Natriumborhydrid. Die spektrale Verschiebung der Retinalbande von A = 498 nm nach
A =333 nm ist deutlich zu erkennen. Die verbleibende Bande bei A = 495 entspricht der Absorption
des gebundenen Fluoresceinmarkers.
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Die Reduktion der Schiff-Base fuhrt zu einer starken spektralen Verschiebung der Chromo-
phabande, wodurch der Energietransfer zwischen dem Fluoropha an der Oberflache und
dem Chromopha in der Transmembranregion urterbunden wird.

Auch urter Ausschlul® des Energietransfers wurden zur Anpasaung der Fluoreszenzabkling-
kurven drei Exporentialterme bendtigt, wobei die mittlere Fluoreszenzlebensdauer in der
GroRenordnung der Lebensdauer der freien Fluorophore lag. Fir Fluorescan-markierte
Rhodosinproben lagen de Lebensdauern beispielsweise im Bereich von 3,73,9ns im
Gegensatz zu 4,01nsfir freies |AF.

Die Parameter der Fluoreszenzanisotropie verschiedener Mesaungen ohre Energietransfer
sind in Tabelle 5.5 zusammengestellt. Die Mesaungen erfolgten urter Standardbedingungen
bei 15°C. Fur die Anpasaung der Anisotropiekurven der Fluoresceinproben wurden
wiederum drei Exporentiaterme fur OG-Mizellen und zwei Exporentialterme plus eine
konstante Endanisotropie fir ROS-Membranen bendtigt. Dasslbe Anisotropieverhalten
wurde in ROS-Membranen nach Markierung der Position C140 mit 4-Chlor-7-hydroxy-
coumarin beobachtet (Glésel, 200Q. Zur Anpasuung d Ubrigen Fluorophae wurden
dagegen nu zwei Exporentiaterme benctigt. In Mizellen daminiert die Amplitude der
langsten Rotationskorrelationszeit das Depolarisationsverhalten. Im Fall des DNZ-markierten
Rhodosins in OG-Mizellen lag die kleinere Rotationskorrelationszeit im ns-Bereich und
somit deutlich Uber der Rotationskorrelationszeit des ungebundcen Markers. Diese Zeit wurde
daher der Komponente @, zugeordnet. Die kleineren Rotationskorrel ationszeiten der TR- bzw.
AEDAN S-Proben lagen dagegen im Subnanosekundbereich.

OG-Mizelen o |B: B> [Bs |@i/ns [@/ns |@s/ns |x2
OG-C316AFY 0,35 (0,07 |0,07 |0,21 |0,14 [2,6 |46 1,04
OG-C316-AF? 0,30 [0,07 0,06 [0,17 0,18 [2,57 |44 0,99
0G-C316TRY 0,29 [0,05 |- 0,24 (0,43 |- 36 1,22
OG-C316DNZ"¥ 0,30 |- 0,05 [0,25 |- 1,4 |50 1,00
OG-C140-AFY 0,32 (0,04 [0,04 |0,24 |0,27 [1,75 |42 0,98
OG-C140AF®? 0,35 [0,07 |0,07 |0,21 |0,22 [1,69 |51 0,98
0OG-C140TRY 0,27 0,03 |- 0,24 (0,46 |- 60 1,01
ROS-Membranen o [B1 B2 |l |@/ns |@/ns X
ROS-C316AFY 0,37 |0,15 0,08 [0,14 |0,18 [2,7 1,21
ROS-C140-AF? 0,36 0,17 0,08 [0,11 0,19 [3,44 0,97
ROS-C140Cm *3 0,35 |0,10 0,06 [0,19 0,58 |[6,2 1,15
ROS-C140AEDANS? (0,36 [0,27 |- 0,90 0,48 |- 1,09
(1) gebleicht

(2) Mesaung mit reduzierter Schiff-Base
(3) Die Ergebnisse dieser Messung wurden von Glasel (2000 tbernommen

Tabelle 5.5: Anisotropieparameter unterschiedlicher Rhodopsinproben ohne Energietransfer. Angege-
ben sind die Werte der Anfangsanisotropie ro und Endanisotropie r, sowie die Amplituden 3; und
Rotationskorrelationszeiten ¢ des jeweiligen Exponentialterms. Die Messungen erfolgten unter
Standardbedingungen bei 15 ° C.

Bel den Mesaingen an OG-Mizellen daminiert die Gesamtrotation (¢;) den Zerfall der
Anisotropie unabhangig von der Art des verwendeten Fluorophas bzw. der Bindungsstell e,
die Summe der Amplituden (3; und 3, ist kleiner als in ROS-Membranen. Der Vergleich der
Mesaungen urtereinander ergibt jedoch keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen der
Rotationskorrelationszeit im mittleren Zeitbereich () und der Position der gebundenen
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Fluorophae. Der Wert fur ¢ ist beispielsweise nach Markierung der Position C316 mit
Fluorescein in OG-Mizellen groler ads nach Markierung der Position C140. In ROS-
Membranen sind de Grolenverhdtnise dagegen ungekehrt; hier wurde nach Markierung
der Position C140ein grolerer (p-Wert gefunden.

5.6.2 Heteroenergietransfer

Zur Untersuchung des Heteroenergietransfers wurden Mesaungen an Rhodogsin im Grund
zustand und @ad Reduktion der Schiff-Base durchgeflihrt. Unter der Voraussetzung, dal3 de
Reduktion der Schiff-Base die Oberfladhenstruktur nicht wesentlich beanfluf¥, ermdglichen
diese Experimente @ne Aussage Uber den Energietransfer zwischen Fluoropha und Retinal-
chromopha. Unterschiede im Transferverhalten, de moglicherweise durch den Ubergang
vom Grund- in den MI1I-Zustand hervorgerufen werden kénrien, sind hierbei ausgeschlossen.
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Abbildung 5.10: Vergleich der normierten Anisotropiekurven der Rhodopsinprobe OG-C316-AF im
Grundzustand und mit reduzierter Schiff-Base (gepunktete Linie). In dem verkleinerten Fenster sind
die entsprechenden normierten Fluoreszenzintensitaten tUber den gleichen Zeitbereich dargestellt.

Abbildung 5.10 zeigt die entsprechenden Anisotropiekurven der Probe OG-C316-AF mit und
ohre Energietransfer. Zum Vergleich sind de Kurven auf einer normierten logarithmischen
Skala dargestellt. In deser Darstellungsform besitzen de Kurven einen gemeinsamen
Anfangswert und Abweichungen im hinteren Zeitbereich werden verstérkt. Die zugehdrigen
normierten Fluoreszenzintensitéten sind verkleinert abgebildet. Zur Anpasaung der Fluores-
zenzabklingkurven und Anisotropiekurven wurden in beiden Falen drei Exporentialfunk-
tionen bendtigt. Esist deutlich zu erkennen, dal3 de Fluoreszenzintensitdt nach Reduktion der
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Schiff- Base langsamer abklingt; die Ausschaltung des Retinalchromophas als Akzeptor fuhrt
somit zu einer verlangerten mittleren Fluoreszenzl ebensdauer.

Trotz der Unterschiede im Abklingverhalten der Fluoreszenzintensitéten wiesen de Verlaufe
der Anisotropiekurven mit und ohre Heteroenergietransfer keine signifikanten Differenzen
auf. Die geringen Unterschiede zwischen den Kurven lagen im Bereich der Abweichungen,
die bei Mesaungen vonProben aus unterschiedlichen Préparationen bzw. Mef3zeiten beobadh-
tet wurden. In Abbildung 5.10 ist die stérkste Differenz der Anisotropie im Langzeitbereich
Zu beobadten, wobei die Mef3ergebnisse flr die Mizell enrotation auf Grund der Langlebig-
keit dieser Bewegungskomponente generell gréfere Schwankungen aufwiesen. In ROS-
Membranen war der Einfluld des Heteroenergietransfers etwas gérker, lag aber dennoch nicht
signifikant Gber der Streuung der Mel3werte unterschiedlicher Probenpréparationen. Aus
diesen Beobadchtungen kann man daher schlief3en, dal3 der Heteroenergietransfer zwischen
dem Fluoropha an der Oberflache und dem Retinalchromopha in der Membranregion des
Rhodogsins keinen signifikanten Einfluf3 auf die Fluoreszenzanisotropie ausibt

5.6.3 Homoenergietransfer

Die physikaische Grundage fur den Homoenergietransfer ist eine geringe Stokes
Verschiebung zwischen der Absorptions- und Emissonsbande des Fluorophas. Die hier
verwendeten Fluorophae IAF bzw. Texas Red wiesen eine geringe Stokes-V erschiebung auf,
was entsprechend zu relativ groRen Uberlagerungsintegralen fihrt (vgl. Abschnitt 5.4.1).
Neben der spektralen Uberlagerung ist die Starke des Homotransfers auch vom Abstand der
Transferpartner und cer Orientierung deren Ubergangsdipdmomente ébhdngig. Da es sch
hier bei Donator und Akzeptor um identische Moleklle handdlt, ist der Homoenergietransfer
im Gegensatz zum Heteroenergietransfer reversibel, weshalb sich die Fluoreszenzlebensdauer
in Folge des Homotransfers nicht andert.

Der Einfluf3 des Homoenergietransfers auf die Fluoreszenzanisotropie wurde mit Rhodogsin-
proben in OG-Mizdlen nach Markierung der beiden Cysteinreste C140 und C316 mit
Fluorescein undTexas Red im Vergleich zu Proben, bei denen nu die Position C316 selektiv
markiert war, urtersucht. Die Schiff-Base der Fluorescein-markierten Proben wurde zusétz-
lich mit Natriumborhydrid reduziert, um den Homotransfer a's isoli erten Prozef3 zu studieren.
Die ehdtenen Mel3kuven zeigen deutlich, dal3 de Fluoreszenzanisotropie der zweifach
markierten Proben gegentber den einfach markierten Proben schneller depdarisiert
(Abbildung 5.11). Die Reduktion der Schiff-Base im Fall der AF-Proben demonstriert weiter,
dai3 dlein der Homoenergietransfer die Anisotropiefunktion signifikant beeinfluf¥. Die TR-
markierten Rhodoysinproben wurden dagegen im Grundzustand gemessen, da die spektrale
Uberlagerung zwischen der Emissonsbande des TR-Fluorophas und cer Retinalbande nur
gering ist. Dementsprechend ist auch der mdgliche Anteil des Heteroenergietransfers in den
TR-Proben gering. Im vorhergehenden Abschnitt konrte zudem gezeigt werden, dal3 der
Heteroenergietransfer keinen signifikanten Einfluld auf die Anisotropie ausibt. Die
Mesaungen mit TR im Grundzustand kelegen daher, dal3 es sch bel diesen Experimenten
tatsachlich um einen Effekt des Homoenergietransfers und richt um ein Artefakt durch de
Reduktion der Schiff-Base handelt.

In Purpurmembranen wurde nach selektiver Markierung von Cysteinmutanten des Bacterio-
rhodomsins (A160C und V130C) mit Fluorescein in Abhéngigkeit von der Markierungs-
stochiometrie der gleiche Effekt des Homoenergietransfers auf die Fluoreszenzanisotropie
beobadtet (Glasel, 2000) DasMembranprotein Baderiorhodopsn liegt bereitsin der nativen
Purpurmembran als zweidimensionaler Proteinkristall vor, wobel die Einheitszell e von einem
Trimer aus drei Baderiorhodogsinmolekilen besetzt ist. Die hohe Flachendichte des Proteins
in der Purpurmembran fuhrt dazu, des auf Grund der geringen Abstandsverhdtnisse
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Homoenergietransfer zwischen den Fluorophaen benachbarter Proteinmolekile auftreten
kann.

Rhodogsin liegt zwar in dor ROS-Membran nicht kristallin vor, sondern kann sich in der
Membranebene frei bewegen, denncch ist die Flachendichte des Rhodomsins in ROS-
Membranen ebenfalls shr hoch (Hargrave und McDowell, 1992. Daher wurden de Aniso-
tropiemesaungen in ROS-Membranen mit einer niedrigen Markierungsstéchiometrie durch-
gefuhrt, um von vane herein den méglicherweise aiftretenden Homoenergietransfer zu
reduzieren.

0,3
“‘
b, 0G-C316-AF(IR)
0’2_ '\
\ ‘,' |
N, "Mw‘ |
= ki
S ” (s H‘lllﬁ“‘ el “‘ '
N ‘
W LT |
nL\M ‘r H I ‘ \
0,1+ [l | ‘
Sl ' \
i ‘_ Al IW 0G-C316-TR/C140-TR
e
I Vl\ |
0OG-C316-AF/C140-AF(rR)
0,0 T T T T T T T
0 5 10 15 0 5 10 15

t [ns] t [ns]

Abbildung 5.11: Fluoreszenzanisotropiekurven von Rhodopsin in OG-Mizellen mit (Markierung der
Positionen C140 und C316) und unter Ausschlufl? von Homoenergietransfer (selektive Markierung der
Position C316). Die Abkirzung rR steht fur die reduzierte Schiff-Base in den AF-Proben. Die
Messungen erfolgten unter Standardbedingungen bei 15 ° C.

5.7 Einflul® von Viskositat und Temperatur auf die Fluor eszenzanisotropie

Die Geschwindigkeit von Diffusionsvorgangen ist von der Viskositdt der Umgebung
abhéngig. Die Variation der Viskositét in der Probenl6sung stellt deshalb ein einfaches Mittel
zur Uberprifung dar, ob dis beobaditete Depolarisationsverhalten der Proben auf eine
Rotati onsdiff usionsbewegung zuriickzufiihren ist.

In Abbildung 5.12 sind de Fuoreszenzanisotropiekurven zweier Rhodogsinproben in
verschiedenen viskosen Medien dargestellt. Die unterschiedlichen Anfangsanisotropien der
beiden Mefreihen sind auf die Aufnahme der Daten an den urterschiedlichen Synchrotron
anlagen zurtickzufuhren. Bei den Mesaungen der Probe ROS-C316-AF wurde die Viskositét
durch eine zunehmende Glycerinkoreentration erhéht. Zur Reduzierung von Energietransfer-
prozesen wurde die Probe im MII-Zustand gemessen. Die zunehmende Viskositéat fihrte im
vorderen Zeitbereich zu einem langsameren Zerfall der Anisotropie, wobei die Endanisotropie
konstant blieb. Die Zunahme der D,O-Konzentration zeigte @nen vergleichbaren Effekt auf
das Depd arisationsverhaten vonRhodogsin in OG-Mizellen. Hier wurde der Energietransfer
durch Reduktion der Schiff-Bas unterbunden. Die Mel3kurvender Probe OG-C316-AF fallen
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im vorderen Zeitbereich ebenfall s langsamer ab. Zusétzlich wurde @ne geringfiigige Verlang-
samung der Mizell enrotation beobadbtet. Die relaiven Anderungen dks Anisotropieverhaltens
in D,O waren alerdings kleiner, da sich de Viskositéat beim Ubergang von Wasser zu D,O
lediglich um den Faktor 1,22 andert, wohingegen der Faktor zwischen Wassr und Glycerin
bei 30% (v/v) Glyceringehalt einen Wert von 3 hat (Handbook d Chemistry and Physics,
1986.

0,35
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Glyceringehalt (v/v): ‘ D,0-Gehalt (v/v):
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Abbildung 5.12: Fluoreszenzanisotropiekurven der Proben ROS-C316-AF im MIl-Zustand (A) und
OG-C316-AF mit reduzierter Schiff-Base (B) in Abhangigkeit von der Viskositat der Ldsung. Zur
besseren Ubersicht wurden die MeRkurven tiber 5 Datenpunkte geglattet. Mit Ausnahme des Glycerin-
bzw. D,O-Gehalts erfolgten die Messungen unter Standardbedingungen.

Die Zugabe von Saccharose zur Probenldsung fuhrte bel steigendem Saccharosegehalt eben-
falls zu einer Verlangsamung des Anisotropiezerfalls im vorderen Zeitbereich bei konstanter
Endanisotropie. Die Mesaungen wurden wiederum mit der Probe ROS-C316-AF im MII-
Zustand durchgefuhrt (Abbildung 5.13). Diese Experimente belegen, dal3 de Erhdéhung der
Viskositéat mit unterschiedlichen Mitteln eine reprodwzierbare Verlangsamung der Diffusions-
bewegung verursacht.

Ohne konkrete Modellannahmen (ber die geometrischen Verhdtnise in den komplexen
Systemen (kovalente Kopdung des Fluorophas an de Oberflache des Rhodogsins in
Mizellen bzw. ROS-Membranen) kann aus den verlangerten Rotationskorrelationszeiten kein
direkter Zusammenhang mit konkreten Komporenten einer Diffusionsbewegung abgeleitet
werden (Kinosita @ al., 1977 Lipari und Szabo, 1980. Aus dem Kurzzeitverhaten der
Anisotropiefunktion kann alerdings modellunabhdngig néherungsweise ene mittlere
Diff usionskonstante berechnet werden, die im Gegensatz zu den empirischen Parametern der
Anpasaung mit Exporentialtermen eine rede physikalische Bedeutung hat (Gl. 2.52). Der
reziproke Wert dieser Diffusionskonstante emittelt an Hand der Daten der Probe
ROS-C316-AF in Sacdarose ist in Abbildung 5.13 tber den Quatienten aus Viskositat und
Temperatur aufgetragen. Die Darstellung belegt eine lineare Abhéangigkeit der mittleren
Diffusionskonstante von der Viskositéat. Im Gegensatz zu freiem Fluorescein fuhrt die
Extrapolation der Daten jedoch nicht durch den Koordinatenursprung, sondern ist vertikal
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verschoben. Dieser Effekt konrte in weiteren Viskositéatsreihen mit den Proben OG-C316-AF
(mit reduzierter Schiff-Base), OG-C316-TR (mit und ohre Reduktion der Schiff-Base) und
ROS-C140-AF im MIl-Zustand reprodwziert werden. Aus dem Anstieg der Funktion 1D =
f(n/T) wurden Eigenvolumina der geburdenen Fluorophae mit (6,5+ 1,5) x 10%? cm® und
(8,9+ 1,4 x 10 cm® fir Fluorescein an der Postion C316 kw. C140 und
(12,3+ 1,6 x 10%* cm® fiir Texas Red an der Position C316 ermittelt. Diese Werte stimmen
gut mit den Eigenvalumina der freien Fluorophae tberein (vgl. Tabelle 5.3). Daraus kann
man schlief3en, dald de schnelle Depdarisation der Rhodoygsinproben mit dem Eigenvolumen
der Fluorophore korreliert ist und duch deren Diffusionsbewegung bestimmt wird, obwohl
die konkreten Bewegungsmod selbst unbekannt sind.
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Abbildung 5.13: Fluoreszenzanisotropiekurven der Proben ROS-C316-AF im MIl-Zustand in Abhén-
gigkeit von der Saccharosekonzentration (A). In (B) sind die reziproken Diffusionskonstanten der
Messungen der Probe ROS-C316-AF im MIl-Zustand (Kreise) und von freiem IAF (Quadrate) Uber
dem Quotient aus Viskositat und Temperatur aufgetragen.

Die bislang in desem Abschnitt dargestellten Betrachtungen der Fluoreszenzanisotropie
beruhten auf der Anderung der Viskositét bei konstanter Temperatur. Die Viskositét 143t sich
ebenfalls durch Anderung der Temperatur bei konstanter Probenlsung beenflussen, wobei
eine Erhéhung der Temperatur allgemein zu einer Beschleunigung der Diff usionsbewegung
fahrt. In biologischen Systemen wie Mizellen oder Membranen kémen alerdings in
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Abhangigkeit von der Temperatur Phasenilibergange auftreten, de auf die Bewegungsfreiheit
der Kohlenstoffketten der Lipide zurtickzufihren sind. Die Konformation von Polypeptiden
oder Aminosdureseitenketten kann ebenfalls Temperaturiibergdnge aifweisen. Nishimoto et
a. (1998 beobadteten beispielsweise mit zeitaufgel 6sten Fluoreszenzanisotropiemesaungen
eine &rupte Bewegungszunahme der Tryptophanseitenkette in einer Lysozymmutante
oberhalb von 30°C. Daher kann de Bewegung der Fluorophae an der Oberflache des
Membranproteins Rhodosin neben der Temperaturénderung all ein zusétzlich von sterischen
Bewegungseinschrankungen auf Grund vonTemperaturiibergangen beanflufd werden.

Bei Variation der Temperatur zwischen 5 kis 40°C wurden in der Tat Anderungen des
Anisotropieverhaltens owie der relativen Amplituden der Exporentialterme beobachtet. Im
Fall der Rhodogsinproben OG-C316-AF und OG-C316-AF trat eine Abnahme des Ordnungs-
parameters S, (Gl. 2.55 oberhalb von 20°C auf, was auf eine temperaturabhangige stexisch
Bewegungseinschrénkunghindeutet. In ROS-Membranen wurde dagegen eine kontinuerliche
Zunahme des Ordnungsparameters Uber den gesamten Temperaturbereich festgestellt. Nach
Untersuchungen von Lamba & a. (1999 liegt die Phasenibergangstemperatur von ROS-
Membranen nahe 0 °C. Dies geht in Einklang mit dem hier beobadteten kortinuierlichen
Verlauf des Ordnungsparameters, die Ursache fur den Anstieg des Ordnungsgrades in ROS-
Membranen ist alerdings unkar. Die Temperatur hat demnach einen Einflu? auf die
Anisotropiefunktion, der aber nicht allein auf die Anderung der Viskasitat zuriickzufiihren ist,
sondern zusétzlich von thermischen Einflissen auf die Lipid- bzw. Proteinumgebung des
Fluoropha's tiberlagert wird.

5.8 Lichtinduzierte Anderungen der Fluoreszenzanisotropie

Das Hauptziel dieser Untersuchungen war die Frage, ob sich das Anisotropieverhalten der an
die cytoplasmatische Oberflache gebundenen Fluorophae im Zuge der Lichtaktivierung des
Rhodogsins éndert. Dazu wurde der Anisotropieverlauf verschiedener Rhodogsinproben im
Grundzustand mit dem des MIl-Zustands bei 5 °C und einem pH-Wert von 6,0 vergliche
Diese experimentellen Parameter stellten ein Optimum zur Erzeugung und Stabili sierung des
MII-Intermediats dar undwurden bereits in Abschnit 5.5 ausftihrlich erléutert.

Abbildung 5.14 zeigt exemplarisch de Fluoreszenzanisotropiekurven von Rhodosin in
OG-Mizellen im Grundzustand undMIl-Zustand rach selektiver Markierung der Positionen
C140 undC316 mit Fluorescein bzw. Texas Red. Die Mef3kurven sind auf einer normierten
logarithmischen Skala dargestellt. Unabhéngig von der Art des Fluorophas und der
Bindungsposition sind reprodwzierbare Unterschiede im Anisotropieverlauf zwischen dem
Grundzustand und @m MIl-Zustand deutlich zu erkennen. Die Mef3kuven zeigen eine
erhbhe Bewegungseinschrankung der Fluorophae an der Proteinoberflache im MIl-
Intermediat.

Mit Ausnahme der Probe OG-C316-AF wiesen de Anisotropiekurven bei einer Temperatur
von 5°C nur zwel Zeitkomporenten auf. Die zugehdrigen Fluoreszenzabkli ngkurven wurden
mit drel Exporentialtermen angepaldt, wobei in alen Félen eine Zunahme der mittleren
Fluoreszenzlebensdauern nach Ubergang in den M1I-Zustand beobadhtet wurde (Tabell e 5.6).
Die Verlangerung der Fluoreszenzlebensdauern ist auf den verringerten Heteroenergietransfer
durch de Verschiebung der Retinal absorptionsbande zuriickzufiihren, de mit dem Ubergang
in den MII-Zustand verbuncen ist. Wie in Abschnitt 5.6.2 gezeigt werden konrte, hat der
Heteroenergietransfer jedoch keinen signifikanten Einflul® auf die Anisotropie. Daher kdnnen
die beobaditeten Anderungen des Anisotropieverlaufs tatsadchlich den lichtinduzierten
Anderungen an der Oberflache des Rhodogsins zugeordnet werden.
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Probe <TGrundustand™ / NS | <tmi>/nNs
OG-C316AF 2,30 3,34
OG-Cl140AF 2,35 2,86
OG-C316TR 3,55 4,13
OG-C140TR 3,26 3,97

Tabelle 5.6: Mittlere Fluoreszenzlebensdauern der Rhodopsinproben OG-C316 und OG-C140 im
Grundzustand und MIl-Zustand nach Markierung mit Fluorescein und Texas Red. Die angegebenen
Werte beziehen sich auf die in Abbildung 5.14 dargestellten Anisotropiemessungen.
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Abbildung 5.14: Normierte Fluoreszenzanisotropiekurven von Rhodopsin in OG-Mizellen im Grund-
zustand (durchgezogene Linien) und im MIll-Zustand (gepunktete Linien). Dargestellt sind jeweils die
MelRdaten nach Markierung der Position C316 und C140 mit Fluorescein bzw. Texas Red. Die
Messungen wurden unter Standardbedingungen bei pH 6,0 und 5 ° C durchgefihrt.

In ROS-Membranen wurde nach Markierung der Positionen C140 undC316 mit Fluorescen
ein vergleichbarer Effekt beobachtet (Abbildung 5.15). Die drastische Erhdhung der End-
anisotropie von 0,071auf 0,172 (ROS-C140AF) bzw. 0,074 auf 0,147 (ROS-C316-AF)
belegt eindeutig eine Erhdhung der Bewegungseinschrankung als Folge der Lichtaktivierung.
Neben dem Heteroenergietransfer kann in ROS-Membranen prinzipiell auch Homoenergie-
transfer auftreten. Der Einflu? des Homoenergietransfers auf den Zerfall der Fluoreszenz-
anisotropie kann her jedoch vernadchlassgt werden, da sich dessen Quantitat beim Ubergang
vom Grundzustand in den MI1-Zustand nicht &ndert.
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Abbildung 5.15: Normierte Fluoreszenzanisotropiekurven von Rhodopsin in ROS-Membranen im
Grundzustand (durchgezogene Linien) und im MIl-Zustand (gepunktete Linien) nach Markierung der
Position C316 und C140 mit Fluorescein (Standardbedingungen bei pH 6,0 und 5 ° C).

Die Methode der zetaufgelbsten Fluoreszenzanisotropie emdglicht an Hand der in
Abbildung 2.5 lkeschriebenen einfahen geometrischen Verhéltnise bereits ohre konkrete
Annahmen Uber die tatsdcdlichen Bewegungskomponenten des Fluoropha's die Bestimmung
des Ordnungsparameters S, (Gl. 2.55. Der Ordnungparameter S, stellt ein Mal3 fur die
Bewegungsfreiheit eines Fluorophas an der Oberflache @nes Makromolekils dar. Die
entsprechenden Werte sind reben den Mizellenrotationskorrelationszeiten in Tabelle 5.7
zusammengestellt.

Die Ordnungsparameter der Rhodogsinproben in OG-Mizellen liegen nahe ens und zeigen
geringe Unterschiede zwischen der Position C140 undC316. Diese Werte sind relativ hach.
Die Ursache hierfir liegt in der Aufnahme der Anisotropiekurven an der Synchrotronanlage
BESSY |. Die Breite der Anregungspulse von ks zu 900ps am BESSY | verursachte auf
Grund dr eingeschrankten Auflésung im Kurzzeitbereich relativ niedrige Anfangsaniso-
tropiewerte von 0,31flr Fluorescein bzw. 0,28 fir Texas Red. Am HASYLAB wurden
dagegen fur Fuorescein-markierte Rhodosinproben Anfangsanisotropiewerte von 0,37
bestimmt. Da die Anfangsanisotropie in de Bestimmung des Ordnungsparameters eingeht,
fuhrt dies zwangslaufig zu hokeren S,-Werten. Dennoch konren die unter identischen
Bedingungen ermittelten Parameter der Rhodopsinintermediate untereinander verglichen
werden.

Die Daten beider Fluorophae deuten darauf hin, dald in OG-Mizellen bereits die Umgebung
der Detergensmolekile die Bewegung der Fluorophae gegentiber der nativen Umgebung in
ROS-Membranen einschrankt. Im Fall der Fluorescein-markierten Rhodogsinproben wurde
eine Erh6hung des Ordnungsparameters im MII-Zustand festgestellt, die in ROS-Membranen
deutlich hoter ist, als in OG-Mizellen. Den héchsten Ordnungsparameter wies Rhodogsin in
OG-Mizdllen mach Markierung mit Texas Red auf. Hier wurde aufferdem keine weitere
Erhohurg des Ordnungsparameters in Folge der Lichtaktivierung beobachtet, sondern
lediglich eine Verlangerung der Gesamtrotationskorrelationszeit. Die reprodwzierbare
Verlangerung der Gesamtrotationskorrelationszeit in Mizellen in Folge der Lichtaktivierung
des Rhodoysins |a3t sich mit einer Zunahme des Rotationsvolumens erkléren. Dieser Befund
ist in Einklang mit zeitaufgelosten phdoakustischen Experimenten von Stral3buger et al.
(1997. Die Autoren beobadteten ebenfalls eine Zunahme des Rhodogsinvolumens nach
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Photolyse, wobei allerdings die Volumenanderung (31+ 3ml/mol fir den Ubergang von
Rhodoysin im Grundzustand zu Lumirhodogsin) zeitli ch nach vor der M11-Bildung auftrat.

@ot / NS S
Grundzustand MII-Zustand Grundzustand MII-Zustand
OG-C316TR 36 57 0,93 0,92
OG-C140TR 48 60 0,96 0,95
OG-C316AF 44 50 0,84 0,88
OG-C140-AF 64 74 0,89 0,92
ROS-C316-AF 0,43 0,61
ROS-C140-AF 0,53 0,71

Tabelle 5.7: Vergleich der modellunabhangigen Ordnungsparameter S, unterschiedlicher Rhodopsin-
proben im Grundzustand und MIl-Zustand. Zusatzlich sind die Rotationskorrelationszeiten fur die
Gesamtbewegung der Mizellenrotation angegeben. Die maximalen Fehler betrugen A@q =11 ns
bzw. AS, = + 0,02.

Aus dem Kurzzeitverhalten der Fluoreszenzanisotropie kann ebenfalls modell unabhdngig in

Néaherung eine mittlere Diffusionskonstante Dm nach (Gl. 2.52) bestimmt werden. Die ent-
sprechenden Werte sind fur die Fluorescein-markierten Rhodogsinproben in Tabelle 5.8
zusammengestellt. Auch hier flhrt die Pulsbreite von 900ps der Synchrotronanlage BESSY |
auf Grund der eingeschrankten Auflosung im Kurzzeitbereich zu relativ unsicheren Ergeb-
nisen. Der Fehlerbereich der mittleren Diffusionskonstante wurde an Hand von hbs zu adt
Wiederholungsmesaungen an Fluorescein-markierten Baderiorhodosinmutanten abgeschéatzt
und tetrug ADy; =+ 0,16[1L0°s". Die mittlere Diffusionskonstante des Fluoresceins liegt
nach Koppung an de Oberflache des Rhodogsins im Bereich von 0,070,56[(1L0°s™, wobei
eine Tendenz zu einer Zunahme der Rotationsgeschwindigkeit nach Ubergang in den M-
Zustand zu beobachten ist. Die Rotationsdiffusionskonstante des freien IAF wurde zum
Vergleich mit 0,88 110°s™ bestimmt.

5M / 109 S-l
Grundzustand | MII-Zustand
OG-C316AF 0,15 0,26
OG-C140AF 0,07 0,14
ROS-C316-AF 0,24 0,56
ROS-C140-AF 0,08 0,51

Tabelle 5.8: Mittlere Diffusionskonstanten bei 5 ° C der Fluorescein-markierten Rhodopsinproben im
Grundzustand bzw. Mll-Zustand.
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5.9 Diskusgon
5.9.1 Seitenkettenspezfische Markierung der Position C140und C316

Wie bereits in Abschnitt 4.5.2im Zusammenhang mit den Experimenten zur Schweratom-
markierung der cytoplasmatischen Cysteinreste C140 undC316 dskutiert wurde, ermdgli cht
die Re&ktivitéat der beiden Seitenketten im Dunkeln urter milden Reé&ktionsbedingungen eine
Markierung mit sulfhydrylspezifischen Reagenzien (De Grip und Daemen, 1983. Weiterhin
ist die Seitenkette der Position C316 ceutlich resktiver als die Seitenkette der Position C140
(Chen und Hubkbell, 1978. Unter Ausnutzung dieser Redktivitatsunterschiede konrte bei
niedriger Re&tionsstéchiometrie zwischen dem jeweiligen Fluoropha und Rhodogsin und
bei einer kurzen Reaktionszeit die Position C316 selektiv markiert werden. Im Falle des
Fluoresceins fuhrte die Reaktion in Abwesenheit von NaCl zu einer Erhéhung der Selektivi-
tét, was auf die Wechselwirkungen zwischen dem protonierbaren Fluoropha und der Ober-
flachenladung des Rhodosins zurlickzufiihren ist (DeLange & al., 199). Eine niedrige
Temperatur senkt drastisch de Reaktivitét der Position C140 gegentber C316 (Chen und
Hubbell, 1978. Dieser Effekt wurde ausgenutzt, um C316 selektiv mit TR bzw. IAEDANS
zu markieren.

Zur Markierung der Position C140wurde die Position C316 zunachst durch eine Reaktion mit
4,4 -Dithiodipyridin auf Eis blockiert. Dabei blieb de Sulfhydrylgruppe der Position C140f0r
die Re&ktion mit den gewiinschten Fluoreszenzmarkern zuganglich, de anschlief3end bei
hoher Re&ktionsgdchiometrie und langen Redktionszeiten duchgefiihrt wurde. Eine ver-
gleichbare Strategie wurde bereits von Albert et a. (1997 angewandt, um die Seitenkette von
C140selektiv mit Spin-reaktiven Reagenzien zu markiere

Die selektive Kopdung der Fluorophore an C140 lzw. C316 kontte durch limiti erte Proteo-
lyse des markierten Rhodogsins mit Thermolysin und glelektrophoretischer Analyse der
Spaltfragmente e@ndeutig nachgewiesen werden. Hierbel entstehen zwei Peptidfragmente, von
denen das groRBer F1-Fragment (24-30kDa) die Position C140, das kleinere F2-Fragimen
(14-18kDa) die Position C316 enthdt (Pober und Stryer, 1975 Pober 198). Nach
Markierung der Position C140 konne dementsprechend de Fluoreszenz der Marker
aus<chliefdlich im F1-Fragment, nach Markierung der Position C316im F2-Frament detektiert
werden.

5.9.2 Der Zerfall der Anisotropie nach Kopplung der Fluorophore an Rhodopsi

Die Fluoreszenzanisotropiemesaingen wurden nach dem Prinzip der zeitkorrelierten Einzel-
phaonenzdhlung mit einer Apparatur durchgefiihrt, die speziell auf die Verwendung von
Synchrotronstrahlungsquellen als Anregungslicht ausgelegt war (Glasel, 200Q. Ein grof3er
Vortell liegt hierbei in der Durchstimmbarkeit der Anregungswellenlénge, woduch de
Verwendung unterschiedlicher Fluorophae eméglicht wird. Die Aufnahme der Daten
erfolgte im sogenannten “single bunch”-Betrieb bei einer Wiederholrate der Anregungspulse
von 5 MHz. Dies war erforderlich, da die Wiederhdrate im “multi burch®-Betrieb von
500MHz wegen der Totzeit der Mef3elektronik zu einem hohen Verhdltnis zwischen den
Anregungspulsen und @n registrierten Photonen im Bereich vonca. 10%:1 gefiihrt hétte. Dies
wirde im Fall des lichtempfindichen Rhodogsins zu einem starken Ausbleichen der Proben
im Verlauf der Mesaung fahren. Mit Hilfe von Absorptionsgektren konrte gezeigt werden,
dald im “single bunch“-Betrieb weniger als 5 % der Probe durch das Anregungslicht gebleicht
wurde und somit zeitaufgeloste Anisotropiemesaungen an Rhodogsin mit ausreichender
Zahlstatistik durchgefuhrt werden konrten. Die Notwendigkeit des “single bunch*-Betriebs
limitierte auf der anderen Seite die ar Verflgung stehende Melizeit. Die meisten
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Experimente wurden daher lediglich mit Fluorescein und Texas Red duchgefiihrt. Die
Ubrigen Fluorophore wurden im all gemeinen verwendet, um zusétzlichen Aufschlufd Glker den
Eigenanteil der gebundenen Fluorophae am Anisotropieverhalten zu gewinnen.

Die Kopdung der Fluorophae an de Oberflache des Rhodogsins flihrte zu einem komplexen
Fluoreszenzabklingverhalten, das in der Regel eine Anpasuung mit drei Exporential-
funktionen erforderte. Ein derartiges Abklingverhalten wird in der Literatur haufig far
extrinsische undintrinsische Fluorophae in biologischen Makromd ekiilen beschrieben (siehe
z.B. Tanaka @ al., 1994 Dong et al., 1997 Nishimoto et a., 1998. Mesaungen an
Baderiorhodogsin- und Rhodosinmutanten, die an derselben Apparatur durchgefihrt
wurden, zeigten ein vergleichbares Ergebnis (Glasel, 20M). Als Ursache fur das komplexe
Fluoreszenzverhaten in Proteinen werden Energietransferprozess, eine statistische Vertei-
lung der Fluoreszenzlebensdauern sowie Wedselwirkungen zwischen dem Fluoropha und
angrenzenden Aminosauren diskutiert (Wahl, 1975 Alcda @ a., 1987 Wu undBrand, 199%).
Bel den hier untersuchten Rhodogsinproben mit kovalent gebundenen Fluorophaen spielen
Energietransferprozese @ne besondere Rolle; die im Abschnitt 5.9.3 ausfuhrlich diskutiert
wird.

Die empirische Anpasaung der Anisotropiekurven der Rhodosinproben erfolgte mit einer
Summe von ks zu drel Exporentiatermen. Die Anpassungen enthielten einen Term mit einer
schnellen Rotationskorrelationszeit im Subnanosekundenbereich (@ = 0,12-0,5ns), einen
zweiten Term mit einer mittleren Rotationskorrelationszeit (¢ = 1,4-6,2ns) und im Fall der
OG-Mizellen eine zusétzliche Langzeitkomporente (@;=30-74ns). Im Fal der ROS
Membranen bestand der dritte Term aus einer konstanten Endanisotropie mit Werten
zwischen 0,07 und 0,20.Die von Null verschiedene Endanisotropie weist auf eine
verbleibende Ordnung der Ubergangsdipomomente hin undwurde ds eine d@ngeschrankte
Bewegungsfreiheit der Fluorophae interpretiert.

Die schnelle Zeitkomporente ¢ wird allgemein der schnellen Eigenbewegung der Fluoro-
phae um deren Bindungsdelle zugeordnet (Haran et al., 1992 Dong et al., 1997 Doring et
al., 1997%. Diese Interpretation wird duch de Rotationskorrelationszeiten der freien
Fluorophae gestiitzt, die éenfals im Subranosekundenbereich lagen. Die Langzeitkompo-
nente wurde der Gesamtrotation der Rhodogsinmizellen zugeordnet. Die Gréfenordnung
dieser Komporente kann mit Hilfe des Mizellenvolumens in grober Néherung abgeschétzt
werden. Hierzu wurde fir Rhodogsin eine Zylinderform mit einem Radius von 15A zu
Grunce gelegt und de Detergensumgebung als Zylindermantel um das Protein simuliert. Mit
einer Lange der OG-Molekiille von ca 15A und einer Hohe des Zylinders von ca 40A
(dieser Wert entspricht ungefahr der Hohe des Transmembranbereichs von Rhodogsin nach
Baldwin et al., 199) ergibt sich fir dieses einfache Modell nach (Gl. 2.50) und(Gl. 2.51)
eine Rotationskorrelationszeit von 31ns. Die beiden Gleichungen gelten streng genommen
nur fir kugelférmige Rotoren. Dennoch zeigt diese grobe Abschétzung, dald de GrofRen-
ordnurg der beobadteten Langzeitkomporente in der Tat der Gesamtrotation der Mizellen
zugeordnet werden kann.

Obwohl die verwendeten Fluorophae keine ideal kugelformigen Rotoren darstellen, zeigten
die Anisotropiekurven der freien Fluorophae in waldriger Lésung einen monoexporentiellen
Verlauf. Eine Aufspaltung der Rotationsbewegung in mehrere Bewegungskomporenten auf
Grund cer Asymmetrie der Molekile wurde ausschlieflich in extrem viskosen Medien
beobadttet. Daraus folgt, da? de nach Kopdung an Rhodogin beobachtete mittlere
Zeitkomporente ¢ nicht auf eine Komponente der Eigenbewegung der Fluorophae
zurickzufuihren ist. Esist viel mehr anzunehmen, dal3 es sch hierbei um einen Bewegungs-
beitrag der Bindungsdelle zur Depdarisation handelt. Vergleichbare Rotationskorrelations-
zeiten wurden bei Untersuchungen des Anisotropiezerfalls intrinsischer und extrinsischer
Fluorophae in Proteinen bereits friher beschrieben. Je nach Art der untersuchten Systeme
ordnen de Autoren dese Komponente ener Bewegung einer Proteindoméne (Hamman et al.,
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1996, eines einzelnen Looplereichs (Juszczak et a., 1997 oder Fluktuationen der Orientie-
rung des Fluorophorsrelativ zu seiner Proteinumgebung (Ddring et al., 1997 zu.

Von dcn im Rahmen deser Arbeit untersuchten Proben wiesen de Fluorescein-markierten
Rhodosinproben in der Regel ale drei oben beschriebenen Anisotropiekomponenten auf.
Ebenfalls drei Zeitkomporenten wurden mit dem Fluoropha 4-Chlor-7-hydroxycoumarin
nach Kopdung an Rhodopin beobachtet (Glasel, 200Q. Bel den Fluoreszenzmarkern
IAEDANS und TR fehlte die mittlere Zeitkomporente. Auch Haran et a. (1992 konrten
nach Kopdung von IAEDANS an die 3-Phosphoglyceratkinase éenfalls nur eine schnelle
Rotationskorrelationszeit im Subranosekundenbereich detektieren. Der Abstand zwischen
dem konjugierten TeElektronensystem des Fluorophas und der Sulfhydrylgruppe der
markierten Cysteine betragt fir TR ca 15A bzw. fir IAEDANS ca 10A im Vergleich zu ca
5A fur IAF. Die groRen Absténde fiihren vermutlich zu einer Entkoppung der Diffusions-
bewegung der Fluorophamolekile von der Bewegung der Bindungsdelle. Nach Koppung
von DNZ an Rhodogsin konrte dagegen keine Kurzzeitkomporente detektiert werden.
Schneider et al. (1988 konrten urter Verwendung des Dansylmarkers ebenfall s keine Piko-
sekundenkomporente bel Anisotropiemesaingen an Immunglobuinen nachweisen. Vermut-
lich liegt die schnelle Eigenbewegung des Dansylmarkers unter der Aufldsungsgrenze oder
wird duch de Kopdung an de Proteinoberflache unterburden. Bel der empirischen
Anpasaung der Anisotropiekurven der Fluorescein-markierten Rhodogsinproben mit drel
Exporentialtermen konrte jedoch keine signifikante Abhéngigkeit der Amplituden und
Rotationskorrelationszeiten von dr Position der Bindungsgelle nachgewiesen werden. Die
Ursache hierfir liegt einerseits darin, dal3 dese empirischen Parameter nicht voneinander
unabhéngig sind und andererseits die Bewegung des Fluoropha die Rotationsdiffusion
dominiert.

Untersuchungen an Baderiorhodogsin, de an der gleichen Apparatur durchgefihrt wurden,
fihrten zu vergleichbaren Ergebnisen (Glésel, 2000. Nadc Markierung verschiedener
Positionen in den interhelikalen Loopbereichen des Bacteriorhodogsins mit Fluorescein wies
die Anisotropieabklingkurven ebenfalls drei Komporenten auf, wobei die Rotationskorre-
lationszeit der mittlere Komporente zwischen 1,86,0ns lag. Mit Texas Red bzw. IAEDANS
konnte dagegen auch dat keine mittlere Komporente, mit dem Dansylmarker keine schnelle
Pikosekundenkomponrente nachgewiesen werden.

Zur weiteren Charakterisierung des Anisotropiezerfalls wurden &@ufl3ere Parameter der
Mesaung variiert. Die Erhohung der Viskositét der Probenlsung durch Zugabe von D-0O,
Glycerin oder Sacdarose fuhrte in allen Falen zu einer signifikanten Verléangerung der
Rotationskorrelationszeiten im vorderen Zeitbereich undzu einer Herabsetzung der mittleren
Diffusionskonstante. Bei OG-Mizellen wurde zusétzlich eine geringfligige Verlangsamung
der Gesamtrotation festgestellt. Diese Beobadhtungen stehen in Einklang mit einer Interpre-
tation der Anisotropiekomporenten als unterschiedli che Bewegungskomponenten der Fluoro-
phare an der Oberfldche as Rhodogsins

Bel Variation der Temperatur wurde in OG-Mizellen eine Abnahme des Ordnungsparameters
S, oberhalb von 20°C beobadtet, was auf eine erh6hte Fluorophabeweglichkeit oberhalb
dieser kritischen Temperatur hinweist. Als Ursache hierfir kommen ein Phaseniibergang der
Detergensmol ekiile oder ein temperaturabhéngiger Konformationsiibergang im ProteingerUst
in Frage (Nishimoto et a., 1998. Dieser Temperatureffekt trat jedoch unabhangig von der
Bindungsstelle und cer Art des Fluorophas auf. Ein vergleichbarer Effekt wurde auch nach
Kopdung von Fluorophaen an urterschiedliche Positionen im Loopbereich zwischen den
Helices 1 und 2in Rhodogsinmutanten sowie in Bacteriorhodopsinmizellen und Purpurmem-
branen beobadtet (Glasel, 200Q. Fir einen thermischen Ubergang einer Polypeptidkette
wirde man dagegen ein urterschiedliches Temperaturverhalten in Abhangigkeit von der
jewelli gen Proteinumgebung erwarten. In ROS-Membranen liegt die Phaseniibergangstempe-
ratur nahe 0 °C (Lamba ¢ al.,1994. Demnach sollte in ROS-Membranen keine Temperatur-
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schwell e in dem urtersuchten Bereich zwischen 5 und 40°C auftreten. Bel den Mesaungen a
ROS-Membranen wurde zwar in der Tat keine Temperaturschwelle beobadtet, all erdings
wurde hier eine kontinuierliche Zunahme des Ordnungsparameters mit steigender Temperatur
festgestellt. Dies deutet auf eine Zunahme der Bewegungseinschrankung hin. Die Ursache
hierfir ist unkar. Moglicherweise efordert die extrem niedrige Rate der Dunkelaktivierung
des Rhodoysins in der nativen Membranumgebung unter physiologischen Temperaturen eine
aul¥erst starre Konformation des Rezeptors.

5.9.3 Der Einflul3 von Energietransferprozessen

Die Uberlagerung der Rotationsdiffusion mit Energietransferprozessen fiihrt im all gemeinen
zu einem komplexen Verlauf der Fluoreszenzanisotropie (Szabo, 1984 Tanaka, 1998. Mit
Ausnahme des DNZ-Fluorophas wiesen all e verwendeten Fluoreszenzmarker eine spektrae
Uberlagerung der Absorptionsbande mit der jeweili gen Emissonsbande auf. Dies ermdgli cht
das Auftreten von Homoenergietransfer, sobald der Abstand zwischen den Fluoropha-
molekllen ausreichend Ken ist (der Abstand zwischen Donator und Akzeptor muld dabei
kleiner als ca. 100A sein; Lakowicz, 1999. Die spektrale Uberlagerung der Fluoropha-
emisson mit der Absorptionsbande des Retinals fuhrt zusétzlich zum Auftreten von Hetero-
energietransfer. Um aus dem Verlauf der Fluoreszenzanisotropiekurven Aussagen lber die
Bewegung der Fluorophae an der Oberfléche des Rhodogsins treffen zu kénren, muf3e daher
der Einflul3 des Energietransfers auf die Anisotropie untersucht werden. Dies war um so mehr
erforderlich, da die Lage der Retinalabsorptionsbande in Folge der Lichtaktivierung des
Rhodogsins von A = 498 nm im Grund zustand rad Apmax = 380nm im MII-Zustand ver-
schoben wird, wodurch sich de Transferverhéltnisse drastisch éndern kémen.

Der Vergleich zwischen Anisotropiemessingen an Rhodogsin mit und urter Auschlufd von
Heteroenergietransfer ergab alerdings, da? der Heterotransfer keinen signifikanten Einflufd
auf die Fluoreszenzanisotropie hatte. Die Experimente wurden mit dem Fluorescenmarker
durchgefiinrt, der im Grundzustand des Rhodogsins die starkste spektrale Uberlagerung mit
der Retinalbande aufwies. Im Kontroll experiment wurde der Energietransfer durch Reduktion
der Schiff-Base mit Natriumborhydrid urterbunden. Dies flhrte zwar zu einer deutlichen
Verlangerung der mittleren Fluoreszenzlebensdauern, signifikante Veranderungen im Verlauf
der Anisotropiekurven traten all erdings nicht auf. Dasselbe Ergebnis wurde mit Anisotropie-
mesaungen an Fluorescein-markierten Baderiorhodogsinmutanten erhalten. Auch hier konrte
in Mizellen und Purpurmembranen eine Beeinflussung des Anisotropiezerfalls durch
Heteroenergietransfer ausgeschlosen werden (Glasel, 2000Q. Diese experimentellen Ergeb-
nise stimmen in ausgezeichneter Weise mit einem theoretischen Modell von Tanaka und
Mataga (198) Uberein. Die Autoren sagten fur ein Makromolekdl mit einem starr
gebundenen Akzeptor und einem Donator, der interne Diff usionsbewegungen ausfiihren kann,
einen vernadlassgbaren Einfluld des Heteroenergietransfers auf die Anisotropie voraus. Im
Fal der beiden Retinalproteine Rhodopsin und Baderiorhodogsin ist der Akzeptor, der
Retinalchromopha, in der Transmembranregion eingebettet und kann sich deshalb, dem
Modell entsprechend, richt frei bewegen.

Im Gegensatz dazu wurde én starker Effekt des Homoenergietransfers auf den Zerfall der
Anisotropie festgestellt. Die Experimente zur Untersuchung des Homotransfers wurden mit
Rhodoin in OG-Mizellen nach Markierung der beiden Cysteinreste C140 undC316 mit
Fluorescein bzw. Texas Red durchgefiihrt. Als Vergleich dieneen Rhodopsnproben,bei denen
nur die Position C316 markiert war. Der TR-Fluoropha weist nur eine geringe spektrale
Uberlagerung mit der Absorptionsbande des Retinals auf. Infolgedessen ist der Heterotransfer
hier vernadlassgbar. Im Fale der Fluoresceinproben wurde der Heterotransfer durch
Reduktion der Schiff-Base mit Natriumborhydrid urterbunden. Somit stand ein Proben-
ensemble zur Verfligung, mit dem der intramolekulare Homoenergietransfer als isolierter
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Prozef3 urtersucht werden konrte. In beiden Falen wurde ene drastische Beschleunigung des
Anisotropiezerfals in Gegenwart von Homoenergietransfer beobachtet. Dieses Ergebnis
stimmt wiederum mit Anisotropiemesaungen an Bacteriorhodogsinmutanten in Purpurmem-
branen Uberein (Glasel, 2000Q. In desem System wurde der intermolekulare Homoenergie-
transfer nach Koppung von Fluorescan an de Oberflache des Baderiorhodogsins und
Bleichen des Retinals mit Hydroxylamin als isolierter Prozef3 urtersucht. Mit steigender
Markierungsg6chiometrie wurde dort ein beschleunigter Zerfall der Fluoreszenzanisotropie
festgestellt. Blackman et al. (1998) beobachteten einen vergleichbaren Effekt des Homotrans-
fers bei Anisotropiemesaingen an einem Erythrozyten-Anion-Austausch-Protein (AEl), das
mit Eosin-5-maleimid markiert wurde.

Im Rahmen deser Arbeit wurden de Energietransferprozes= lediglich empirisch urtersucht.
Eine wetergehende Analyse des Energietransfers in Rhodogsin wurde von Matthias Glasel
durchgefihrt (Glasel, 2000. Nach einem Modell von Karolin et a. (1998 fur den Speziafall
des intramolekularen Homoenergietransfers und Abschézung minimaler und maximaler
Werte fir den mittleren Orientierungsfaktor <k®> zwischen den Ubergangsdipol momenten
von Donator und Akzeptor konnten hierbei minimale und maximale Abstéande zwischen den
Fluorophaen an Position C140 und C316 in OG-Mizellen bestimmt werden. Nach
Markierung mit Fluorescen lag der Abstand zwischen C140 und C316 im Bereich von
22-32 A, nach Markierung mit Texas Red im Bereich von 2639A. GemaR der Rontgen-
diffr aktionsexperimente, die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit durchgefuhrt wurden,
betragt der Abstand zwischen den Cysteinresten C140 undC316 27+ 2A (vgl. Abschnitt
4.5.9. Die mit Hilfe des Homoenergietransfers bestimmten Abstande liegen somit in einem
sinnvdlen Bereich, de starken Schwankungen der Werte zeigen aber zugleich de Grenzen
der Fluoreszenzmethode auf. Ohne genaue Kenntnis des Orientierungsfaktors snd nu relativ
grobe Abstandsschéatzungen magli ch.

Eine vergleichbare Vorgehensweise @mogli chte die Abschdtzung der Absténde zwischen der
Fluorophabindungsdelle an der Oberflache und cem Retina in der Transmembranregion
durch Analyse der Heteroenergietransferparameter. Demnach betragen de Abstande zwischen
den a-Kohlenstoffatomen von C140 undC316 und @m C;o-Atom des Retinals 26,343 A
bzw. 28,532,2A (Glasel, 200Q. Nadch dem theoretischen Strukturmodell von Pogozheva @
al. (1997 betragt der Abstand zwischen dem o-Kohlenstoffatom von C140 und é@m
Cio-Atom des Retinals 34,6A. Die mit Hilfe der Heteroenergietransferparameter ermittelten
Abstandsbeziehungen liegen somit wiederum in einem redi stischen Bereich. Die von Gléasel
(2000 bestimmten Abstandswerte sind jedoch insgesamt kleiner als die von Wu und Stryer
(1972 angegebenen Abstandsbeziehungen. Wu und Stryer (1972) ermittelten fir drei unter-
schiedliche Bindurgsgellen in Rhodogsin Abstéande von 75, 55 bw. 48 A zum Retinal. Die
Autoren konrten die Position der Bindungsdellen nicht ndher spezifizieren, schlossen aber
aus der Art der verwendeten Fluoreszenzmarker, dald es sch bel den ersten beiden
Bindungsdellen um Cysteinreste handelte. Nach dem gegenwaértigen Stand der Erkenntnis
Uber die Re&tivitét der Cysteine in Rhodogsin muld es sch dabei um die Positionen C140
undC316 handeln.

5.9.4 DielLichtaktivierung des Rhodopsins

Die im Rahmen deser Arbeit durchgefihrten Fluoreszenzanisotropiemesaungen im Grund
zustand und MII-Zustand des Rhodogsins wurden in OG-Mizellen tew. ROS-Membranen
nach selektiver Markierung jeweil s eines Cysteinrests durchgefiihrt. Der Homoenergietransfer
konrte daher lediglich in ROS-Membranen auftreten, wurde &er durch eine niedrige
Markierungsstochiometrie moglichst reduziert. Da sich de Abstandsverhédltnisse zwischen
einzelnen Rhodosinmolekilen in ROS-Membranen zudem im Zuge der Lichtaktivierung
nicht &ndern, wird das Anisotropieaklingverhalten der Rhodogsinintermediate in gleichem
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Mal3e vom Homoenergietransfer beanfluld, so dald ein Vergleich der Anisotropiekurven ohre
Quantifizierung des Homotransfers moglich ist. Der Heteroenergietransfer hatte dagegen
keinen signifikanten EinfluR auf die Fluoreszenzanisotropie. Daher konnen die Anderungen
der zeitaufgelosten Anisotropie in Folge der Lichtaktivierung des Rhodopsins auf die
Veranderungen der cytoplasmatischen Oberflache zurtickgefiihrt werden.

Die Durchfuhrung der Mesaungen bel einer Temperatur von 5°C und einem pH-Wert von 6,0
ermogli chte die Stabili sierung des li chtaktivierten MII-Intermediats Gber einen Zeitraum, der
fur die Aufnahme der Anisotropiekurven mit ausreichendem Signal-Rausch-Verhdltnis
ausreichend war. Die Anisotropiekurven von Rhodogsin in OG-Mizellen zeigten nach Mar-
kierung mit Fluorescein und Texas Red signifikante Veranderungen nach Ubergang in den
MII-Zustand. Die Erhéhung der Gesamtrotationskorrelationszeit kann mit der Zunahme des
Proteinvolumens erklart werden undsteht in Einklang mit phaoakustischen Untersuchungen
der Rhodogsinaktivierung (StralRbuger et a., 1997. Diesen Untersuchungen zur Folge
resultiert die Volumenzunahme aus der Isomerisierung des Retinalchromophars, tritt zeitli ch
alerdings noch var der MII-Bildung auf. Im Fall der Fluorescein-markierten Rhodogsin-
proben wurde in OG-Mizellen eine geringfligige Zunahme des Ordnungsparameters S,
beobadtet, was auf eine erhbhe sterische Einschrénkung der Fluorophabeweglichkeit
hindeutet. Die drastische Erhéhung der Endanisotropie in der nativen Membranumgebung der
ROS-Membran madt deutlich, dal3 es sch hierbel nicht um einen Effekt der Detergens-
moleklle handelt, sondern tatsachlich um Verénderungen an der Proteinoberflache. Zusétzlich
wurde in ROS-Membranen nach Ubergang in den MII-Zustand eine schnellere Diffusions-
bewegung beobadtet. In OG-Mizellen lagen de Anderungen dagegen innerhalb des Fehler-
bereichs.

Bel alen Fluorescein-markierten Proben wurde @ne héhere Bewegungseinschrankung des
Fluoropha's an der Position C140im Vergleich zu der Position C316 keobadtet. Nadh dem
Sekundérstrukturmodell des Rhodogsins besitzen de hier untersuchten Loopbereiche ane
vergleichbare Lange, wobel jewells ca 10-11 Aminosduren zur waldrigen Umgebung hin
exponert sind (vgl. Abbildung 15). Die Aminosaure C140 lefindet sich nach den hislang
vorliegenden Strukturdaten bzw. Strukturmodellen am Ende der Helix 3, wohingegen K311
die letzte direkt zugangliche Aminosdure der Helix 7 ist (Baldwin et a., 1997 Pogozheva d
a., 1997. Demnach befindet sich C316 rehezu in der Mitte des Looplereichs zwischen
Helix 7 und @n C-terminalen Pamitoylierungsgellen. Neuere ESR-Daten deuten all erdings
daraufhin, dal3 Helix 7 zwar die Membran-Wasser-Grenzflade bereits auf Hohe von M309
durchstofd, die Helix aber vermutlich erst auf Hohe der Aminosaure R314 endet (Altenbach et
al., 19991). Die im Rahmen deser Arbeit durchgefihrten Rontgendiffraktionsexperimente
belegen einen Abstand vonca. 10A zwischen der Position vonC316 und @ém Zentrum der
Helix 7 (vgl. Abschnitt 4.5.6. Auf Grund der groferen Entfernung von C316 zu der
benadchbarten Transmembranhelix sollte man daher auch eine geringere Bewegungsein-
schrankung an dieser Bindungspositionim Vergleich zu C140erwarten.

Die beobachtete Zunahme des Ordnungsparameters simmt gut mit der Vorstellung Uberein,
dal3 erst die Lichtaktivierung des Rhodogsins die Bindung und Aktivierung des visuellen
G-Proteins Transducin an der cytoplasmatischen Oberflache ermdglicht. Aus der Literatur ist
bekannt, dal3 de hier untersuchten Looplereiche zwischen Helix 3 undHelix 4 bzw. Helix 7
und cen C-terminalen Palmitoyli erungsdellen an der Interaktion mit Transducin betelli gt sind
(Konig et al., 1989 Franke & al., 1993. Eine mogliche Erklarung besteht darin, dal3 de
Aminocsduren der cytoplasmatischen Oberflache in Folge der Lichtaktivierung einen starrere
Konformation einnehmen, was <hliefdlich zur Ausbildung der Transducinbindungsgelle
fahrt.

Die bislang durchgefihrten Experimente belegen, dal3 mit der Methode der zeitaufgel dsten
Fluoreszenzanisotropie lichtindwzierte Anderungen an der Oberflache des Rhodopsins
detektiert werden konren. Eine weitergehende Interpretation der Anisotropiedaten erfordert
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alerdings die Anpasaung der Mef3kuven urter Verwendung geeigneter Modelle, mit denen
die konkreten Bewegungskomporenten des Fluoropha's beschrieben werden kémen. In der
Literatur werden verschiedene derartige Bewegungsmodell e diskutiert (siehe zB. Kinosita &
a., 1977 Lipari und Szabo, 1980 Szabo, 1984 van der Meg €t a., 1984 Fujiwara und
Nagayama, 1985, deren Ziel die Beschreibung der Verteilungsfunktion f(8) der Ubergangs-
dipdmomente der Absorption kew. Emisgon in Abhdngigkeit von den Bewegungs-
komporenten des Fluoroplors id.

Die Eignung dieser Modelle zur Beschreibung des Anisotropieverhaltens von Rhodogsin
wurde von Glésel (2000 uberpruft, wobei vor alem das erweiterte Bewegungsmodell von
van der Meer et a. (1984 zur Anwendung kam. Das Modell beruht auf der Annahme eéner
schnellen Rotation des Fluorophas um eine Symmetrieatise, wobel die Symmetrieadhse
selbst eine langsamere Schwankungsbewegung vollzieht. In dem hier untersuchten System
kann de Schwankungsbewegung der Symmetrieadise ds eine Bewegung der Loopkereiche
interpretiert werden. Die Anpasaung liefert dabei einen direkten Zugriff auf die Diffusions-
konstanten bzw. Ordnurgsparameter der beiden Bewegungskomponenten. Die Anpassung der
MelRkuven von Fluorescein-markiertem Rhodopsin in ROS-Membranen zeigte @ane
Erhohurg der Ordnungsparameter nach Ubergang in den MII-Zustand, was auf eine sterische
Einschrankung sowohl der Rotationsbewegung des Fluorophas, als auch der Schwankungs-
bewegung der Looptereiche hindeutet. Die Lichtaktivierung fuhrte aifRerdem zu einer
schnelleren Rotationsdiffusion des Fluorophas, die Geschwindigkeit der Schwankungs-
bewegung blieb jedoch unwerandert.

5.9.5 Zusammenfasuung und Ausblick

Im Rahmen deser Arbeit wurden de lichtinduwzierten Anderungen der cytoplasmatischen
Oberflache des Rhodogsins mit der Methode der zeitaufgelosten Fluoreszenzanisotropie
untersucht. Hierzu wurden de nativen Cysteinreste C140 undC316 selektiv mit unterschied-
lichen Fluorophaen markiert. Die Mesaung der Anisotropiekurven erfolgte nach der Methode
der zeitkorrelierten Einzelphaonenzéhlung mit einer Apparatur, die speziell fur den Einsatz
von Synchrotronstrahlungsquell en entwickelt wurde (Glésel, 200Q. Es konrnte gezeigt wer-
den, dal3 mit diesem Mel3prinzip auf Grund der niedrigen Anregungsintensitdt zeitaufgel 6ste
Anisotropiemesaungen an Rhodogsin moglich sind, ohre den phdolabilen Rezeptor bereits
durch das Anregungslicht zu beichen.

Die Mesaungen wurden in ROS-Membranen undOG-Mizellen duchgefihrt. Die enpirische
Anpasaung der Mel3kurven erfolgte mit einer Summe von s zu drei Exporentialtermen. Die
resultierenden Rotationskorrelationszeiten wurden der Eigenbewegung der Fluorophae
(Pikosekundenbereich), der Bewegung der Bindungdelle (mittlerer Zeitbereich, 1,46 ns)
oder der Gesamtrotation der Rhodogsinmizellen (30-75ns) zugeordnet. Im Fal der ROS-
Membranen wurde ene konstante Endanisotropie beobachtet, die aif die e@ngeschrénkte
Bewegung der Membranfragmente aif der Fluoreszenzzeitskala zurtickzufihren ist. Die
Abhangigkeit des Anisotropieverlaufs von der Viskositét belegt, dald de Bewegung der
Fluorophae an der Oberflache des Rhodogsins snsitiv auf Verdnderungen der Umgebung
reagiert.

Der Vergleich der Anisotropiekurven von Rhodogsin im Grundzustand undim MII-Zustand
ergab, da3 mit der Methode der zeitaufgelbsten Fluoreszenzanisotropie lichtindwzierte
Anderungen auf der cytoplasmatischen Oberflache des Rhodosins nachweisbar sind. Der
EinfluR von strahlungslosen Energietransferprozessen zwischen Fluoropha und Retinal-
chromopha (Heteroenergietransfer) bzw. zwischen gleichartigen Fluorophamolekulen
(Homoenergietransfer) wurde durch Kontrollexperimente darakterisiert und konrne ds
Ursache fiir die beobachteten Anderungen des Anisotropiezerfalls ausgeschlossen werden.
Die asten Ergebnisse zur Untersuchung der Rhodoysinaktivierung deuten vor allem auf eine
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Zunahme der Bewegungseinschrankung in Folge der Lichtaktivierung hin. Diese Beobad-
tung ist konsistent mit der Modellvorstellung, dal3 de Photoaktivierung des Rezeptors eine
Konformationsanderung an der cytoplasmatischen Oberfladhe indwziert, die est die Bindurg
und Aktivierung des G-Proteins Transducin ermdgli cht. Eine weitergehende Beschreibung der
Bewegungsvorgange auf der cytoplasmatischen Oberfléache erfordert die Verwendung bzw.
Entwicklung von geeigneten Modell en zur Anpasaung der Mef3daten, mit denen die konkreten
Bewegungskomporenten des Fluorophas genauer analysiert werden kénren.

Die bisang durchgefihrten Experimente ergaben, dal3 de Detektion der einzelnen
Bewegungskomporenten auch von der Art der verwendeten Fluorophae @héngt. Mit Texas
Red konrte beispielsweise die mittlere Zeitkomporente der empirischen Anpasaung nicht
nachgewiesen werden. Es muld dgher Uberpriift werden, ob de Anayse der Bewegungs-
komporenten duch geeignete Fluorophae verbessert werden kann. Diese sollten vor allem
einen moglichst geringen Abstand zu der Bindungsdelle aifweisen, um einer Entkoppung
der Fluorophorbewegung von der Bewegung der Bindurgsdelle entgegenzuwirken. Denkbar
ist hierbel auch de Verwendung von intrinsischen Fluorophoren wie z.B. Tryptophanreste,
die durch gezielte Mutagenese an urterschiedlichen Positionen in de interhelikalen Loop
bereiche angefuhrt werden konren. Zur Zeit wird in der AG Heyn ein Pikosekunden-
lasersystem zur Durchfiihrung von zeitaufgeldsten Anisotropiemessungen aufgebaut. Damit
kann richt nur die Qualitdt der Mel3daten duch eine bessere Auflosung im Kurzzeitbereich
verbessert werden, sondern auch de Limitierung der Mef3zeit durch die Notwendigkeit des
“single bunch”-Betriebs der Synchrotronanlagen aufgehoben werden. In Zukurft kdnren
detailli erte Kenntnisse tber die Dynamik der cytoplasmatischen Oberfladhe des Rhodoysins
dazu beitragen, das Verstandns der Rezeptoraktivierung auf molekularer Ebene zu
verbessern.



