Bacteriorhodopsin: Ein Modellsystem der molekularen Biophysik

Licht-getriebene Protonenpumpe Bacteriorhodopsin im Halobacterium salinarum

Purpurmembranen

Bei Nahrstoffmangel:
Phototrophe Energieversorgung

Protonenmotorische
Energie z.B. zum Antrieb
des Flagellenmotors

Protonengradienten in der Biologie:
Zentrales Prinzip der Energie-
umwandlung (Mitchell-Hypothese) !
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Bacteriorhodopsin

Bacteriorhodopsin ist ein integrales Membranprotein, dass seit nahezu 30 Jahren mit
zahlreichen Methoden untersucht wird. Deshalb stellt esim Bereich der molekularen
Biophysik ein wichtiges ModelIsystem dar.

Einsatz Biophysikalischer M ethoden im Falle des Bacteriorhodopsins

« Strukturuntersuchung (Beugung am 2D Gitter, 3-D Proteinkristallographie,
Elektronenmikroskopie, Neutronenbeugung), Messungen von Konformationsanderungen,
zeitaufgel Oste Strukturanderungen, Lokalisation von Labeln und Wassermolekiilen

o Zeitaufgel 0ste UV-Vis- Spektroskopie: Photozyklus

» FTIR-Spektroskopie und Raman-Spektroskopie: Lokalisation von Protonierung,
Strukturanderung, zeitaufgel 6ste Studien

 Fluoreszenz- Spektroskopie mit gebundenen Farbstoffen: Untersuchung und L okalisation

von Protonen wahrend des Photozyklus

» Neutronenspektroskopie, MD-Simulation: schnelle Proteindynamik
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Bacteriorhodopsin

Model- Struktur
Richtung der

C-terminus

Protonenbewegung
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BR bildet mit den Lipiden in der
Purpurmembran ein natlrliches
2-dimensionales Gitter, das sich
fur Diffraktionsmessungen eignet.
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Absorptionsspektroskopie

Lichtabsorption (Lambert-Beer Gesetz) Elektronische Ubergénge in Proteinen
- eCd Chromophor A max (NM) € bei A max
1 (d) =1,40* (1-mol~"- cm™)
1(d): Intensitét des von der Sgg::g T .- ;gg ~7 ?88
Probe durchgelassenen Lichts Phenylalanin ggg 9388
lo:  Intensitét des einfallenden Lichts 188 60000
. Tyrosi 274
C: Konzentration der yrosin 2;2 ;388
: . 193 48000
absorbierenden Molekile [mol/I] Tryptophan 080 5600
e: molarer Extinktions- R 219 47000
. denosi 259 14900
koeffizient [I/mol/cm] Gu‘;’r‘,‘;i'.’,‘, 276 9000
Do : Cytidin 271 9100
d: Lichtstreckein der Probe [cm] Thymidin o657 9700
Uridin 261 10100
. : : FAD 438 14600
Die Absorption wird angegeben durch Chiorophyll 62 60000
die Optische Dichte 780 85000
OD =log I¢/I(d) = eCd Bacteriorhodopsin MO
Beispiel: OD = 1 ®  Refinal:
=> 90% des Lichts wurde absorbiert e~ 47.000 bel i
Messbereich: OD = 10-3— 0.5 | max = 570 M AR
0
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Der Photozyklus von Bacteriorhodopsin
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Wie mif3t man Absorptionsspektren ?
Zweistrahl-Photometer

Diodenarray-Spektrometer

Licht- Strahl- .
quelle teiler .
O— Ref. [------ -\ Detektor (¥
Mono- ~ g
chromator Gitter,
Sam. Prisma
Spiegel
\
| und I, werden simultan gemessen Q J
p z.B. flr Bestimmung von Grating

Proteinkonzentrationen Cell holder

K orrekturen: Lamp

-Empfindlichkeit des Detektorsals * Sehr gute Zeitauflosung ber Absorptionsdifferenzen

Funktion der Wellenlange die wahrend eines Arbeitszyklus des Proteins auftreten

«Streulicht, Winkel abhangigkeit  bel Differenzmessungen ist keine Referenzstrahl-
des gestreuten Lichts messung notig.
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Messanordnung in der Fluoreszenzspektroskopie

Schema eines Das Anregungslicht ist gegentiber dem Emissiondlicht
Fluor eszenzspektrometers spektral nur geringfiigig verschoben. daher wird die
@ Fluorszenzemission im Winkel von 90 ° zum Anregungslicht
<L gemessen.
g

Emissionsspektrum: M, wird auf eine feste

@ M,: Monochromator fir ~ Wellenlange fixiert (im Bereich der Absorption)
e Anregungslicht und der Monochromator M, tastet das Emissions-
R | SPodumab,
|| Anregungsspektrum: M, wird auf eine feste
e Wellenlange fixiert (im Bereich der Emission)
7| O M ]: und der Monochromator M tastet das Anregungs-
7 oM spektrum ab. Das Anregungsspektrum ist nicht
S i notwendigerwel se das A bsorptionsspektrum
(=>Konkurrenzprozesse zur Fluoreszenz).
Korrekturen

» Empfindlichkeit des Photomultipliers und Intensitét der Lichtquelle sind Funktionen
der Wellenlange
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Der Photozyklus von Bacteriorhodopsin .

Beobachtung der gepumpten Protonen tber 0l Kso,
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Schwingungsspektroskopie

Die Ubergangsenergie zwischen den Schwingungszustanden innerhalb eines el ektronischen
Niveaus sind viel kleiner als die zwischen elektronischen Niveaus. Aus diesem Grund sind
die Energien fur die Strahlung die diese Ubergange charakterisieren (Absorption) in der
Groéfenordnung von 2,000 nm (5,000 cntt) und 50,000 nm (200 cmrt), also Strahlung
jenseits des sichtbaren Lichts im Infraroten.

| nfrarotspektroskopie

Die Molekl schwingungen tragen zum Ubergangsdipolmoment bei, das schon bei den
elektronischen Ubergangen definiert wurde. Da die Kernschwingungen von den
Schwingungen der Elektronenhtille separiert werden kdnnen (unterschiedliche
Zeitskalen: Born-Oppenheimer Naherung), kann die Anderung des Dipolmomentes das
nur von den Kernschwingen im Molekil hervorgerufen wird isoliert betrachte werden:

M= <pIR> = e><rK> = e’fy *rKy dt

In der Infrarotspektroskopie werden gerade diese Ubergange gemessen. Allerdingsist
Extinktion des Lichts aufgrund solcher Ubergange um ca. eine GroRenordnung kleiner al's
bei elektronischen Ubergangen (=> groRer Probenmengen).
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| nfrarotspektroskopie

Wahrend der elektronische Anteil der Wellenfunktion die Anderung des per manenten
(zeitlich gemittelten) Dipolmoments beschreibt, wir in der IR-Absorption die die zeitliche
Anderung des Dipolmoments gemessen. Anhand einer Molekilstruktur kann man haufig
erkennen, ob bestimmte Schwingungen | R-aktiv sind oder nicht.

Beispiele der Anderung des Dipolmoment fiir ausgewéahlt Schwingungen

symmetric stretch «O0=C=0-— infrared inactive Jdp/éR =0
" _} -(_
asymmetric stretch O0=C=0— infrared active  «—=du/cR
I
bending i)ﬂc:(f infrared active [ op/dR

In der Biologie hat man bel der | R-Spektroskopie neben den Intensitétsproblemen auch
Probleme damit, dass Wasser (allgegenwartiges Losungsmittel fir Biomolekile) in vielen
Bereichen des | R-Spektrum relative starke Absorptionsbanden besitzt.

Strategien

e H,O durch D,O ersetzen  * Oberflachenmessungen statt tibliche Transmissionsmessungen
* Differenzspektren (=> ATR-IR: Attenuated Total-Reflection-IR)
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|R- Schwingungsspektroskopie

 |IR-Strahlung wird von

Bindungsel ektronen absorbiert
. f_ur I R-Abso_rptl on muss ?ch das Elementare @ © 0 3
Ubergangsdipolmoment andern v,

Schwingungen

» Anzahl der Schwingungsfreiheitsgrade
ist 3N-6 fur ein nichtlineares Mol ekl ©
(N = Anzahl der Atome)

Infrarot aktive Schwingungen in Biomolekilen

Frequency Type of vibration Mainly observed in
(cm™)

2900 C—H stretching lipids

2850 C—H stretching lipids

1740 C=0 stretching in esters, lipids, amino acid

carboxylic acids side chains

1650 C=0 stretching in amides, (amide I) proteins

1540 N-H bending in amides, (amide II) proteins

1460 C—-H bending lipids

1400 C-O stretching in carboxylates amino acid side chains,

lipids
1235 P=0 stretching in phosphate lipids, nucleic acids
esters
1100 C—-O stretching carbohydrates
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FT-IR-Spektrometer (I nterferometer)

LASER REFERENCE

INTERFEROMETER
thermische Detektoren: ““‘[B— (HeNe-Laser)
z.B. infrarot sensitive :
moving mirror
Photodioden DETECTOR rﬁ | 9
DE TECTOR fixed mirror
INFRARED
,‘\ INTERFEROMETER
(Michelson)
SAMPLE L _
IR beamsplitter
7 SOURCE
Schwingungsspektren werden
meist als Absor ptionsspektren |R-Quelle:thermische Strahler
untersucht (spontane Emission aus Nernst-Stift (85% ZrO,; 15% Y ,03)
angeregten Zustanden hat geringe Globar (SIC auf 1500 K)

Wahrscheinlichkeit)
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Prinzip der FT-Interferometrie

Spektrum | | nter ferogramm
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Vortelleder FT-Spektroskopie:

- gesamtes Spektrum wird auf einmal
gemesssen

- volle Intensitét der Strahlungsquelle
wird genutzt (z.B. kein Verlust in
M onochromatoren)

- HeNe-L aser als Freguenzstandard

- FT-Methode schlieft andere
Freguenzen strikt aus (z.B. Streulicht)

» Zetersparnis

»  besseres
Signal/Untergrund
Verhdtnis

»  Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit

> keine Artefakte
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Spiegel-
position

<~

beweglicher
Spiegel

Prinzip der Fourier-Transform-Methode

fester
Spiegel
Michelson-
Interferometer
< \
Lichtquelle°Q
< yA
Strahlteiler
vV ¥ |
Hohlspiegel
Probe

v

v

Detektor

Zeitaufgel 0ste FTIR-Spektroskopie

 rapid-scan (Zeitauflésung limitiert durch max. Geschwindigkeit des Spiegels)
« step-scan (nur durch Detektorelektronik limitiert, setzt aber streng wiederholbare Prozesse voraus)

Bei monochromatischer Lichtquelle gilt fur die
Intensitét am Detektor folgende Abhangigkeit
von der Wegstrecke des beweglichen Spiegels:

| (p) =1 (7) cos(2prip)
fur gesamtes Frequenzband der
Strahlungsquelle gilt:

1 (p) = ¢ (V) cos{2prip)dri

Fourier-Transformation liefert aus
dem Interferogramm ein Spektrum:

| (V) = ¢ (p) cos(2pAp)dp

Biospektroskopie 0



Reaktionsinduzierte Differenzspektroskopie

Problem: 3N-6 Schwingungsfreiheitsgrade
b in Proteinen viele Banden (N sehr groR !) mit starker Uberlappung

Ldsung: Differenzspektrum zwischen 2 Arbeitszustanden eines Proteins
P estauchen nur solche Banden auf, die von Gruppen stammen, die i hre Schwingungen wahrend

der Aktion eines Proteins andern
Beispiel: M-BR Differenzspektrum von Bacteriorhodopsin

BR => M |
.01 4 Asp—85 Amide I :
Asp-212
/ Asp-96 Tyr-185
0-
Asp-96 // |
Asp-115
g P Pro-186 / Trp—86
g T / Tyr-185 Bandenzuor dnung:
g Amide | , - Schwingungsfreguenz (tentativ)
<
-.02 Ret (C-C) - Normal modenanalyse
Ret (C=N)
Lya-216 - Isotopen-Ersatz (D, 13C, BN, 180)
034 - “dite-directed mutagenesis’
- ortsspezifischer | sotopenersatz
Ret (C=C) —
—.04 . Y r r T T
1800 1600 1400 1200 1000 800

J. Heberle WAVENUMBERS(crr™ 1) .



Ausschnitt der BR Struktur
Im Grundzustand BRsgs

Bestimmte Seitengruppen spielen
bel der Protonenleitung eine
wichtige Rolle.

Negativ geladene Seitengruppen
(Asp, Glu) kénnen Protonen binden
und wieder abgeben. Dieses
Verhalten wird durch den lokalen
pK-Werte dieser Gruppen gesteuert.
Zeitliche Anderungen der lokalen
pK-Werte kdnnen durch Konfor-
mationsanderung der Protelnstruktur
hervorgerufen werden und sind
ursachlich fir die Lichtinduzierte
Protonentrans| okation.




|R-Differenzspektren von

. Lo O
BR Intermediaten X 2

D115
--------D212

Protonierungsander ungen einiger
Asparaginsauren wahrend
des Photozyklus

C=0 Streckschwingung M-BR

Wenn protoniert: gekoppelt mit
O-H Biegeschwingung

» Protonen-Akzeptor D85

» Protonen-Donor D96 O-BR

— ' [ " [ ' ' " 1 1
1800 1780 1760 1740 1720 1700
wavenumber / cm-1 J. Heberle
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Kombination von Zeitaufgel 6ster IR und Vis - Spektroskopie

IR: C=0 of D85

Vis: Fluorescein at Lys-129 (EC surface)

Biospektroskopie %)



Charakterisierung von BR im Kristall

Zeigt BR auch im Kristall die gleiche Photozyklus Kinetik wie unter
Physiol ogischen Bedingungen? => Ja !!
Zur Strukturbestimmung von BR Intermediaten muf3 die Intermediatanreicherung
direkt im Kristall gemessen werden !
Absorptionseigenschaften des BR Kristalls

wavelength / nm wavelength / nm
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700

4 I b 1 " 1 . L 4 1 14 I L] L]

M, 240K i

Vis |

1FT-IR 11 FT-IR |
2000 1800 1600 1400 1200 10002000 1800 1600 1400 1200 1000
Heberle et al. 1997 wavenumber / cm™’ wavenumber / cm!

Biospektroskopie 95



