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eines Phot-Blaulichtrezeptors

DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.) der Fakultät IV

-Chemie und Pharmazie-

der Universität Regensburg

vorgelegt von

Tilman Kottke

aus Tübingen
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1 Einleitung

Photorezeptoren sind Proteine, die aus einem lichtempfindlichen Chromophor

als Kofaktor und einem Apoprotein aufgebaut sind. In der Natur spielen sie bei

der Energieerzeugung eine große Rolle, hier insbesondere das Chlorophyll und

das Proteorhodopsin. Während Chlorophyll in der pflanzlichen Photosynthese

zur Umwandlung von Lichtenergie in chemisches Potential dient [1], findet man

das Proteorhodopsin in vielen marinen Bakterien, die mit Hilfe von Licht einen

Protonengradienten erzeugen [2]. Photosensorische Rezeptoren dagegen haben

eine andere Funktion, sie ermöglichen die Anpassung der Organismen an die

Lichtverhältnisse in der Umgebung. Dabei wird je nach Intensität und Farbe des

Lichts ein entsprechendes Signal erzeugt und weitergeleitet. Derartig gesteuerte

Vorgänge sind neben dem Sehprozess unter anderem der zirkadiane Rhythmus

und das Wachstum von Pflanzen zum Licht hin (Phototropismus). Der für den

Phototropismus verantwortliche Rezeptor, das Phototropin, wurde erst vor we-

nigen Jahren identifiziert [3]. Er gehört aufgrund seiner spektralen Empfindlich-

keit zur Gruppe der Blaulichtrezeptoren. Phototropin und seine Analoga, die

sog. Phot-Proteine, spielen allerdings auch in einer ganzen Reihe anderer Pro-

zesse eine wichtige Rolle. So regulieren die Phot-Proteine in höheren Pflanzen

neben dem Phototropismus [4, 5] auch die Bewegung der Chloroplasten [6–8]

und das Öffnen der Stomata (Spaltöffnungen) [9]. In der Alge Chlamydomonas

reinhardtii steuert der Phot-Rezeptor mehrere blaulichtabhängige Prozesse bei

der Bildung von Keimzellen unter Stickstoffmangel (Gametogenese) [10].

Die Effizienz, Empfindlichkeit und Stabilität der natürlichen Photorezeptoren

konnte in künstlichen Systemen bis heute nicht erreicht werden. Dies gilt sowohl

für den Bereich der Sensorik als auch den der Photovoltaik. Umso wichtiger ist

es, die Funktionsweise und den Aufbau der Photorezeptoren im Detail zu verste-

hen. Die entscheidenden Prozesse lassen sich zu einem Photozyklus zusammen-

fassen, in welchem nach Belichtung ein angeregter Zustand gebildet wird, der
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2 Einleitung

dann in den Signalzustand übergeht. Nach Weiterleitung des Signals wird der

Rezeptor wieder regeneriert. Zur Aufklärung der molekularen und photophysika-

lischen Abläufe in diesem Zyklus müssen die Erkenntnisse verschiedener Metho-

den kombiniert werden. Mit Hilfe der Elektronenanregungs-, Schwingungs- und

Kernspinresonanzspektroskopie lassen sich die verschiedenen Zustände zeitlich

einordnen und charakterisieren. Die Kristallstrukturanalyse erlaubt eine Zu-

ordnung der Zustände zu Strukturänderungen im Protein. Mit theoretischen

Methoden lassen sich die mechanistischen Vorschläge weiter absichern.

In dieser Arbeit wurde hauptsächlich die transiente Absorptionsspektroskopie

eingesetzt. Mit ihrer Hilfe lassen sich selektiv und zeitaufgelöst Änderungen des

Chromophors nach Anregung durch einen Lichtpuls messen. Die erhaltenen Ab-

sorptionsspektren dienen der Identifizierung von Intermediaten im Photozyklus.

Aus der Kinetik der Bildung und des Zerfalls dieser Intermediate erhält man

wertvolle Hinweise auf mechanistische Abläufe. Untersucht wurde das Verhal-

ten der LOV1-Domäne aus dem Phot-Protein der Grünalge Chlamydomonas

reinhardtii. Die LOV1-Domäne ist eine der beiden lichtempfindlichen Domänen

im Photorezeptor, die beide ein Flavin-Mononucleotid als Chromophor enthal-

ten. Zunächst wurden die grundlegenden Eigenschaften der Domäne im Dun-

keln charakterisiert (Kapitel 4). Bei Belichtung bilden sich zwei Intermediate im

Photozyklus, die im Detail untersucht wurden (Kapitel 5+6). Demnach erhält

man nach Anregung zunächst den Triplettzustand des Chromophors, der dann

mit einer benachbarten Aminosäure im Protein photochemisch ein Addukt bil-

det. Durch Variation der Umgebungsbedingungen und die Erzeugung geeigneter

Mutanten konnten mechanistische Vorstellungen zur Bildung und zum Zerfall

dieses Addukts erarbeitet werden (Kapitel 7-9).



2 Transiente

Absorptionsspektroskopie

2.1 Einführung

In der transienten Absorptionsspektroskopie nutzt man die Tatsache, dass die

Extinktion laut Lambert-Beerschem Gesetz der Konzentration einer Substanz

direkt proportional ist. Da sich gewöhnlich Edukt und Produkt in einer Reak-

tion in ihrem Absorptionsspektrum unterscheiden, lässt sich ein Reaktionsver-

lauf über die Änderung der Extinktion verfolgen. Detektiert man mit ausrei-

chender Zeitauflösung, so lassen sich auch Zwischenprodukte identifizieren und

charakterisieren. Die Zeitauflösung der Messung hängt im Wesentlichen davon

ab, wie schnell die Reaktion gestartet werden kann. Im Falle der Photoreak-

tion entspricht dies der Pulsdauer der verwendeten Lichtquelle. Aus techni-

schen Gründen wird die Absorption entweder in Abhängigkeit von der Wel-

lenlänge zu einem festen Zeitpunkt aufgenommen (spektrale Information) oder

in Abhängigkeit von der Zeit bei einer festen Wellenlänge (kinetische Informati-

on). Die Standardmethode zur Untersuchung kurzlebiger Intermediate in Pho-

toreaktionen ist die Blitzlichtphotolyse, die 1949 von Norrish und Porter vorge-

stellt wurde [11]. Hier wird die Probe durch einen intensiven Lichtblitz angeregt

und die Absorptionsänderung bei einer festen Wellenlänge in Abhängigkeit von

der Zeit aufgezeichnet. Aus den erhaltenen Abklingkurven lassen sich durch die

Anpassung eines kinetischen Modells die Zeitkonstanten der ablaufenden Prozes-

se ermitteln. Misst man diese Kinetiken bei vielen verschiedenen Wellenlängen,

so lässt sich aus den Amplituden zu einem Zeitpunkt auch das Spektrum eines

Intermediats gewinnen.
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4 Transiente Absorptionsspektroskopie

2.2 Aufbau

2.2.1 Laserblitzlichtphotolyse

Die Blitzlichtphotolyseapparatur wurde in wesentlichen Teilen bereits in einer

früheren Arbeit aufgebaut [12]. Zur Untersuchung der Photorezeptor-Proteine

wurde die Apparatur um einige Komponenten erweitert. In Abbildung 2.1 be-

findet sich eine schematische Darstellung des Aufbaus.

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau der Blitzlichtphotolyseapparatur

Die Anregung der Probe erfolgte dabei senkrecht zum Messstrahlengang. Als

Anregungslichtquelle wurde ein Farbstofflaser (Lambda Physik Scanmate 2E)

verwendet, der durch die dritte Harmonische eines Nd:YAG Lasers gepumpt

wurde (Spectron Laser Systems SL-803). Der erzeugte Lichtpuls mit einer Länge

von 15 ns wurde auf eine Fläche von 5 x 10 mm aufgeweitet und traf mit einer

Energie von ca. 1 mJ auf die Probe. Als Messlichtquelle diente eine über eine

Pulseinheit (Müller MSP-05) für die Dauer von 3 ms gepulste 150 W Xenon-

Lampe. Ein Monochromator mit einer Auflösung von 3 nm selektierte vor der

Probe die Messwellenlänge und minimierte damit die Belastung der Probe.

Der zweite Monochromator diente der Abtrennung von Fluoreszenz- und Streu-

licht. Die Detektion erfolgte über einen Photomultiplier (Hamamatsu R446 bzw.
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R128). Das Signal wurde in einem digitalen Speicheroszilloskop (Tektronix TDS

744A) mit einer Bandbreite von 500 MHz aufgezeichnet und an einen PC weiter-

geleitet. Dort wurde vor der Auswertung jeweils über 50 Messungen gemittelt.

Die Triggerung der Messungen erfolgte durch den Anregungspuls über eine Pho-

todiode. Einzelne Pulse wurden aus dem 20 Hz Takt des Lasers mit Hilfe von

Verschlüssen selektiert. Um eine Anreicherung von Intermediaten im Photozy-

klus zu vermeiden, musste die Messrate in einigen Fällen bis auf 0.03 Hz gesenkt

werden. Die Probe wurde auf 20 °C thermostatisiert. Auf eine Polarisierung des

Messlichts im
”
Magic Angle“ zum Anregungslicht konnte verzichtet werden, da

die Rotations-Korrelationszeit der untersuchten Proteine mit 11-14 ns schnell

genug ist, um keinen Beitrag zur aufgenommenen Kinetik zu leisten [13]. Ei-

ne detaillierte Darstellung des Aufbaus mit den optischen Elementen und dem

Strahlengang befindet sich im Anhang.

2.2.2 Spektren und Langzeitkinetiken

Die Absorptionsspektren wurden mit einem kommerziellen Absorptionsspektro-

meter (Perkin Elmer Lambda 9) aufgezeichnet. Für Reaktionsverläufe, die im

Zeitbereich von Sekunden ablaufen, benötigt man nicht die hohe Zeitauflösung

der Blitzlichtphotolyse. Hier wurde mit einer 50 W Wolframlampe durch einen

435 nm Kantenfilter (Schott GG435) in das Spektrometer eingestrahlt und nach

Abblocken des Lichts der Zeitverlauf der Absorption bei einer Wellenlänge ge-

messen. Zur Aufnahme von Sequenzen von Spektren mit einem Zeitabstand

von 2 s wurde ein Diodenzeilenspektrometer (Analytik Jena Specord S100B)

verwendet.

2.3 Auswertung

2.3.1 Blitzlichtphotolysekinetiken

Um aus dem im Einstrahlaufbau erhaltenen Intensitätsverlauf IS(t) die Absorp-

tionsänderung zu berechnen, wurde jeweils eine Referenzmessung IR(t) ohne

Laseranregung durchgeführt. Bei stark fluoreszierenden oder streuenden Pro-

ben wurde zur Korrektur weiterhin ein Signal IF (t) mit Anregung aber ohne
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Messlicht und ein Verlauf IB(t) ohne jegliche Lichtquelle aufgenommen. Aus

den vier erhaltenen Spannungsverläufen lässt sich die Absorptionsänderung der

Probe in Abhängigkeit von der Zeit anhand von Gleichung (2.1) berechnen.

∆E(t) = − log
IS(t) − IF (t)

IR(t) − IB(t)
(2.1)

Die Reaktion eines Chromophors mit seiner Proteinumgebung kann als mono-

molekularer Prozess angesehen werden, da hier die Reaktionspartner isoliert

von der Umgebung bereits in der notwendigen Anordnung zueinander vorliegen.

Daraus ergibt sich eine Reaktion erster Ordnung, die sich mit einem monoex-

ponentiellen Verlauf E(t) = E0 · e−t/τ beschreiben lässt. Durch Anpassung der

Funktion an die Abklingkurve erhält man die Zeitkonstante τ des Zerfalls einer

Spezies. Die Messung liefert allerdings nur eine Gesamtzeitkonstante

1/τges = 1/τ1 + 1/τ2 + . . . , (2.2)

da zur Absorptionsänderung einer beobachteten Spezies alle Zerfallskanäle bei-

tragen.

2.3.2 Sequenzen von Spektren

Untersucht man den Verlauf einer Reaktion durch Aufnahme einer Sequenz von

Spektren, so lassen sich daraus über die sog. Singulärwertzerlegung (Singular

Value Decomposition SVD) die beitragenden Komponenten extrahieren [14].

Im Folgenden wird eine kurze Einführung in diese Methode gegeben: Die Ab-

sorptionsspektren zu verschiedenen Zeitpunkten bilden eine Messmatrix D. In

den Zeilen der Matrix stehen die gemessenen Extinktionen zu den verschiedenen

Zeiten und in den Spalten steht die Abhängigkeit der Extinktionen von der Wel-

lenlänge. Da die gemessenen Spektren zumeist ein Gemisch der verschiedenen

Komponenten in einem wechselnden Verhältnis zueinander darstellen, würde

man die Messmatrix gerne in ein Produkt der Matrizen S und C zerlegen.

D = SC (2.3)
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Dabei befinden sich in den Spalten der Matrix S die gesuchten Absolutspektren

von Edukten, Intermediaten und Produkten. Die Zeilen der Matrix C zeigen die

kinetische Gesetzmäßigkeit, nach der diese Spektren kombiniert werden müssen,

d.h. ein Konzentrationsprofil der beteiligten Spezies.

Bei der Singulärwertzerlegung verwendet man hierzu ein äquivalentes mathe-

matisches Konstrukt. Man beschreibt die Messmatrix D als ein Produkt

D = UWV t (2.4)

wobei die Matrix U die spektrale Information und die Matrix V die kinetische

Information enthält, geordnet nach ihrer Relevanz für die Rekonstruktion der

Messmatrix. Der Gewichtungsfaktor ist in der quadratischen Diagonalmatrix W

enthalten. Für gewöhnlich enthält die Messmatrix D mehr Spektren, als für ei-

ne eindeutige Beschreibung des Systems nötig ist, sie ist überbestimmt. Daher

befinden sich die entscheidenden Informationen für ihre Rekonstruktion nur in

einigen wenigen Spalten von U und V . Alle weiteren Spalten in U und V ent-

halten nur Rauschen und können abgetrennt werden. Der kritische Punkt ist

dabei die Bestimmung der Anzahl der signifikanten Komponenten. Betrachtet

man die Matrix W in Abhängigkeit von der Zeilenzahl, so kann man die Anzahl

an Komponenten (den Rang der Matrix) erkennen, die notwendig ist, um das

System komplett zu beschreiben.

Im nächsten Schritt gibt man eine kinetische Gesetzmäßigkeit wie zum Beispiel

Exponentialfunktionen e−kit vor. Diese werden einzeln in die Zeilen einer Ma-

trix F eingesetzt zuzüglich einer 1 für das konstante Hintergrundspektrum. Es

gilt:

C = MF (2.5)

Die Matrix M enthält ein Modell des Reaktionsablaufs, wobei jede Zeile eine

Linearkombination festlegt, nach der aus den Exponentialfunktionen der Ma-

trix F eine Konzentrationabhängigkeit von der Zeit in der Matrix C berechnet

wird. Setzt man V t = Y F , so lassen sich mit Hilfe der aus der SVD-Analyse

erhaltenen Matrix V die Parameter der Matrix F , d.h. die Geschwindigkeits-

konstanten, ermitteln. Da sie die nichtlinearen Parameter im Gleichungssystem
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darstellen, erhält man sie durch ein iteratives Least-Square-Verfahren aus

∣∣V t − Y F
∣∣ = min. (2.6)

Die Messmatrix lässt sich somit schreiben als:

D ≈ UWY F = UWY M−1MF (2.7)

und mit C = MF ist UWY M−1 = S. Um nun die Parameter in der Mo-

dellmatrix M festzulegen oder zu optimieren, benötigt man neben dem Modell

des Reaktionsablaufs weitere Randbedingungen wie z.B. die Anfangskonzentra-

tionen der beteiligten Spezies. Dies ermöglicht eine Bestimmung der gesuchten

Matrix C und damit auch der Matrix S.

Der Vorteil der SVD gegenüber einer Analyse der Messmatrix A
”
von Hand“ ist

die Berücksichtigung der gesamten in der Messung enthaltenen Information bei

der Anpassung und damit ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhältnis der Spektren

bzw. ein geringere Standardabweichung für die kinetischen Parameter. Ist die

Information nicht ausreichend, um die Absolutspektren zu rekonstruieren, so

erhält man zumindest eine Aussage über die Anzahl der beteiligten Spezies.

Zur Durchführung der SVD wurde ein im Arbeitskreis entwickeltes Programm

verwendet [15].

2.4 Standardmessungen an Bacteriorhodopsin

Um nach der Überarbeitung der Blitzlichtphotolyse-Anlage ihre Eignung für

biochemische Proben zu untersuchen, wurden Messungen an Bacteriorhodop-

sin durchgeführt. Bacteriorhodopsin (bR) ist ein Membranprotein, das dem

Archaebakterium Halobacterium salinarum zur Energieerzeugung dient. Dabei

werden bei Lichteinfall Protonen vom cytoplasmatischen zum extrazellulären

Bereich gepumpt und die Energie des Gradienten dann zur ATP-Synthese ver-

wendet [16]. bR gehört zu den bestuntersuchten Photorezeptoren, so gibt es

Kristallstrukturen mit atomarer Auflösung [17] und eine Vielzahl an spektro-

skopischen Studien. Der Photozyklus des bR ist im Detail bekannt und es eignet

sich daher als Standardprobe zur Evaluierung von Aufbauten.
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Das Absorptionsspektrum des bR im lichtadaptierten Dunkelzustand B570 zeigt

eine breite Bande mit Maximum bei 570 nm. Vereinfacht dargestellt durchläuft

das bR nach Anregung die kurzlebigen Intermediate J620, K590 und L550 bis zum

langlebigen Intermediat M410, das bei 410 nm absorbiert. Über die Intermediate

N530 und O640 wird dann der Dunkelzustand innerhalb von wenigen Millisekun-

den zurückgebildet. In Abbildung 2.2 ist der Photozyklus dargestellt [18–21],

Abb. 2.2: Vereinfachter Photozyklus des Bacteriorhodopsin

wobei die Zeitkonstanten und der Ablauf stark von den Umgebungsbedingungen

und dem gewählten kinetischen Modell abhängen. Mit der Blitzlichtphotolyse-

Apparatur konnten die Übergänge K → L und L → M im Mikrosekundenbe-

reich sowie der Übergang M → B im Millisekundenbereich untersucht werden.

Der verwendete Aufbau unterscheidet sich von dem in Kapitel 2.2.1 beschrie-

benen in einigen Punkten. So wurde zur Anregung die zweite Harmonische

des Nd:YAG Lasers bei 532 nm verwendet, die auf 180 µJ Pulsenergie abge-

schwächt wurde. Statt eines zweiten Monochromators wurden zur Abtrennung

des Streulichts Interferenzfilter (AHF AG) mit einer Halbwertsbreite von 20 nm

bei 590 und 410 nm verwendet. Bei Messungen im Millisekundenbereich wurde

das Messlicht nicht gepulst und ein passiv beschalteter Photomultiplier (Ha-

mamatsu 1P28) eingesetzt [22]. Die Proben wurden nicht thermostatisiert. Es
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wurde jeweils über 10 Messungen gemittelt, wobei eine Streulichtkorrektur der

erhaltenen Absorptionsverläufe nach Gleichung (2.1) nicht durchgeführt wur-

de. Die bR-Purpurmembran war in 25 mM Tris-HCl-Puffer pH 7.8 suspendiert

und wurde vor der Messung durch Belichtung durch einen 530 nm Kantenfilter

(Schott OG530) lichtadaptiert.

Im Zeitbereich der ersten 50 µs nach Anregung wurde bei 590 nm eine leichte

Abnahme der Absorption mit einer Zeitkonstante von ca. 2 µs beobachtet, die

allerdings von einem starken Streulichtsignal überlagert war. Dies lässt sich dem

Übergang K590 → L550 zuordnen, der laut Literatur unter diesen Bedingungen

bei 3 °C eine Zeitkonstante von 2.8 µs zeigt [20]. Misst man bei 590 nm über

einen Zeitraum von einer Millisekunde, so zeigt sich eine weitere Abnahme der

Absorption mit einer Zeitkonstante von 56 µs (siehe Abbildung 2.3). Nach 300 µs

ist wieder eine leichte Erholung zu erkennen, die auf den nächsten Übergang

hindeutet. Als Referenzwert ist hier eine Zeitkonstante von 48 µs bei 22 °C zu

finden, die den Übergang L550 → M410 charakterisiert [20]. Wechselt man nun

zur Messwellenlänge von 410 nm, so lassen sich die Bildung und der Zerfall

des M410-Intermediats beobachten (siehe Abbildung 2.4). Der Zerfall zeigt eine

Zeitkonstante von 5 ms, laut Literatur ist hier ein Wert von 4.5 ms bei 22 °C
zu erwarten [20]. Die Intermediate N530 und O640 lassen sich nicht so einfach

charakterisieren, da sie während der Bildung bereits weiterreagieren [23].

Die Abweichungen von den Literaturwerten liegen im erwarteten Bereich für

biochemische Proben, zumal ohne Thermostatisierung gemessen wurde. Die

Zeitkonstante im frühen Mikrosekundenbereich konnte aufgrund der starken

Streuung der Purpurmembranen nicht ausreichend aufgelöst werden. Für die

nachfolgenden Messungen wurde daher ein zweiter Monochromator zur Unter-

drückung von Streulicht und Fluoreszenz eingebaut. Durch Einführung einer

separaten Messung der Störsignale und ihre Einbeziehung in die Auswertung

wurde die Zeitauflösung erheblich verbessert. Ein wesentlich höheres Signal-zu-

Rausch Verhältnis in den bR-Messungen hätte man durch eine höhere Anre-

gungsenergie als 180 µJ erreichen können. Es wurde aber darauf verzichtet, da

die Auflösung der Apparatur bei geringer Signalintensität untersucht werden

sollte. Unter Verwendung des bR konnte somit gezeigt werden, dass sich mit

Hilfe der Apparatur sowohl im Mikrosekunden- als auch Millisekundenbereich

die relevanten Übergänge korrekt erfassen lassen.
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Abb. 2.3: Ausbleichen des Bacteriorhodopsin nach Anregung gemessen bei
590 nm (Übergang L550 → M410)

Abb. 2.4: Bildung und Zerfall des M410-Intermediats gemessen bei 410 nm



3 Die LOV1-Domäne des

Phot-Proteins

3.1 Phot-Proteine im Überblick

Blaues Licht und Ultraviolett A-Strahlung lösen eine Vielzahl von Reaktionen

in Pflanzen aus. Dabei dienen einige dieser Prozesse der Optimierung der Pho-

tosynthese bei schwachem Licht und dem Schutz vor zu hoher UV-Belastung.

Aktionsspektren für diese Prozesse sind schon lange bekannt und weisen auf ein

Flavoprotein als Photorezeptor hin [24]. Erst 1998 konnte allerdings ein entspre-

chendes Protein identifiziert werden, das Phototropin [3]. Durch den Vergleich

von DNA-Sequenzen wurden in den nächsten Jahren viele Phototropin-ähnliche

Proteine gefunden, die daraufhin als
”
Phot“ bezeichnet wurden. Diese werden

sowohl in höheren Pflanzen wie Arabidopsis, Hafer oder Reis, als auch in der

Grünalge Chlamydomonas reinhardtii exprimiert. Im Farn Adiantum capillus-

veneris wurde ein chimäres Protein aus Phot und Phytochrom entdeckt (Phy3).

Die Phototropine der höheren Pflanzen wurden aufgrund einer Sequenzanaly-

se in zwei Gruppen eingeteilt, Phot1 und Phot2 [25], die aber in ihren Funk-

tionen Redundanzen zeigen. Alle Phot-Proteine sind aufgebaut aus zwei licht-

sauerstoff- und spannungsempfindlichen LOV-Domänen (von Light, Oxygen,

Voltage) und einer Serin/Threonin-Kinase. Die Kinase autophosphoryliert das

Protein bei Lichteinfall, wie durch Studien an Phot1 aus Arabidopsis thalia-

na gezeigt wurde [3]. Beide LOV-Domänen enthalten nicht-kovalent gebunden

ein Flavin-Mononucleotid (FMN) als Chromophor [26]. Untersuchungen an der

LOV2-Domäne aus Avena sativa (Hafer) Phot1 zeigten, dass bei Belichtung

ein kovalentes Addukt zwischen FMN und einem benachbarten Cystein gebil-

det wird [27, 28]. Dieses Addukt ist metastabil und zerfällt im Zeitbereich von

12
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Minuten wieder in den Ausgangszustand. Die Adduktbildung führt aber zu kei-

nen wesentlichen konformativen Änderungen in der LOV-Domäne, wie in den

Kristallstrukturen einer LOV2-Domäne aus A. capillus-veneris Phy3 zu sehen

ist [30, 31]. Durch Untersuchungen mit dreidimensionaler Kernresonanzspek-

troskopie (NMR) konnte gezeigt werden, dass eine außerhalb liegende alpha-

Helix im Dunkelzustand mit der LOV2-Domäne assoziiert ist [29]. Bei Belich-

tung geht diese Interaktion verloren, was nach Meinung der Autoren zu einer

Aktivierung der Kinase führt. Von der weiteren Signalkaskade vom Protein zur

physiologischen Reaktion ist noch wenig bekannt. In Arabidopsis zumindest wird

ein Calcium-Kanal in Zellen des Blattgewebes durch das Phototropin gesteu-

ert [32]. Es ist anzumerken, dass die Diversität der untersuchten Organismen

eine Interpretation der gewonnenen Daten erschwert. Ein Vergleich zwischen

LOV-Domänen aus höheren Pflanzen, Farnen und Algen aus Phot-Proteinen

mit unterschiedlicher Funktion ist nur unter Vorbehalt möglich.

3.2 Sequenz und Struktur

Im Genom der Grünalge Chlamydomonas reinhardtii befindet sich ein einzel-

nes Gen, das für ein Phot-Protein kodiert [33]. Die Aminosäuresequenz zeigt

Homologie zu Phot-Proteinen aus höheren Pflanzen, allerdings ist das Prote-

in deutlich kleiner. Berechnet wurde eine Größe von 81.4 kDa, das isolierte

Protein zeigte eine Masse von 75 kDa. In der Algenzelle ist das Protein ver-

mutlich an endogene Membranen assoziiert. Wie die Phototropin-Analoga aus

höheren Pflanzen ist das C. reinhardtii Phot aus zwei LOV-Domänen und einer

Serin/Threonin-Kinase aufgebaut (siehe Abbildung 3.1). In dieser Arbeit wur-

de die LOV1-Domäne des Proteins untersucht. Hierzu wurden die Aminosäuren

16 bis 133 separat exprimiert. Die Homologie der LOV-Domänen zu Phot1 aus

höheren Pflanzen ist mit 70% bis 80% sehr hoch [33]. In Abbildung 3.2 wird

ein direkter Vergleich der Sequenzen gezeigt, wobei die mit der LOV1-Domäne

identischen Aminosäuren in Fettdruck hervorgehoben sind. Insbesondere sind

die Aminosäuren konserviert, die die Bindungstasche für den FMN-Chromophor

bilden (in Abbildung 3.2 mit Sternen markiert) [34]. Im vollständig konservier-

ten Bereich NCRFLQG befindet sich auch das reaktive Cystein 57.



14 Die LOV1-Domäne des Phot-Proteins

Abb. 3.1: Aufbau des Phot-Proteins aus Chlamydomonas reinhardtii

Abb. 3.2: Aminosäuresequenz der LOV1-Domäne des C. reinhardtii Phot-
Proteins im Vergleich mit anderen Domänen
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Die Kristallstruktur der LOV1-Domäne wurde mit atomarer Auflösung (1.9 Å)

bestimmt [34]. Wie in Abbildung 3.3 gezeigt, befindet sich der Isoalloxazinring

des Flavins im Inneren der Domäne, während der Phosphatrest an der Ober-

fläche liegt. Die LOV-Domänen stellen eine Untergruppe der großen und man-

nigfaltigen Per-ARNT-Sim (PAS)-Domänen Überfamilie der sensorischen Pro-

teine dar. Charakteristisch für eine PAS-Domäne ist die Sekundärstruktur des

Proteins mit einer fünfsträngigen beta-Faltblattstruktur, drei kleineren alpha-

Helices und einem langen helikalen Verbindungsstück [35]. Die Thiolgruppe des

Abb. 3.3: Sekundärstruktur der LOV1-Domäne (PDB Nr. 1N9L)

reaktiven Cysteins 57 zeigt in der Kristallstruktur zwei Konformationen mit

einem Abstand von 3.5 Å bzw. 4.4 Å zu der C(4a)-Position des Flavins (zur

Nomenklatur siehe Abbildung 4.1). Der FMN-Chromophor ist durch Wasser-

stoffbrücken an das Apoprotein gebunden. Hierbei interagiert das Arg58 mit

der Phosphatgruppe, während die Ribitylkette durch Gln61 und Asn56 gebun-

den ist. Die Heteroatome N(1), O(2), N(3), O(4) und N(5) des Flavins bilden

Wasserstoffbrücken zu Gln61, Asn89, Asn99 und Gln120. Das reaktive Cys57

befindet sich dabei in einer unpolaren Umgebung ohne geladene Gruppen oder

Wassermoleküle in der Nähe.
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3.3 Expression und Aufreinigung

3.3.1 Wildtyp

Die Probenpräparation erfolgte freundlicherweise durch T. Schireis, Univer-

sität Regensburg. Der cDNA-Klon des vollständigen C. reinhardtii phot wur-

de von C. F. Beck und K. Huang, Universität Freiburg, zur Verfügung ge-

stellt. Das Genfragment, das für die Aminosäuren 16-133 kodiert, wurde durch

die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert und zwischen die XhoI- und

BamHI-Schnittstellen des Expressionsvektors pET16 (Novagen) eingefügt. Das

Protein wurde in E. coli Strang BL21 exprimiert und über eine Nickel-Nitrilo-

triessigsäure(NTA)-Säule (Qiagen) durch Affinitätschromatographie gereinigt.

Es enthält am N-terminalen Ende ein Glycin, ein His-Tag mit 10 Histidinen

und eine Schnittstelle für die Protease Faktor Xa.

Außer mit einem His-Tag wurde das Protein auch in Fusion mit einem Mal-

tosebindeprotein hergestellt. Hierbei wurde das LOV1-Genfragment mit Oligo-

nukleotidprimern amplifiziert, die EcoRI und HindIII-Schnittstellen enthielten.

Das PCR-Produkt wurde entsprechend verdaut und in den pMALC2-Vektor

(New England Biolabs) kloniert. Eine für 10 Histidine kodierende DNA-Sequenz

wurde in die EcoRI-Schnittstelle eingefügt. Das pMal-Fusionsprotein wurde in

E. coli BL21 exprimiert und über Amylose-Harz (New England Biolabs) säulen-

chromatographisch gereinigt. Alle Proben wurden gegen 10 mM Phosphatpuffer

pH 8 mit 10 mM Natriumchlorid dialysiert.

3.3.2 Mutanten

Die Mutationen wurden durch ortsspezifische Mutagenese erzeugt und die er-

haltene cDNA mit überlappender PCR amplifiziert. Die für die Blitzlichtpho-

tolyse verwendete C57S-Mutante wurde mit His-Tag auf die gleiche Weise wie

der Wildtyp exprimiert und aufgereinigt. Die Mutanten C57M, C57H, C57Y,

R58K, D31N, D31Q, D31QR58K und W98F, sowie die für die Photoreduktion

verwendete C57S-Mutante wurden als pMal-Fusionsprotein wie oben beschrie-

ben dargestellt. Für massenspektrometrische Untersuchungen wurde das Mal-

tosebindeprotein durch Inkubation mit Faktor Xa (Roche) abgetrennt und die

Probe über eine Nickel-NTA-Säule gereinigt.
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4.1 Flavin als Kofaktor

Flavin ist in biologischen Systemen weit verbreitet und kommt in Form von Ri-

boflavin (Vitamin B2), Flavin-Mononucleotid (FMN) und Flavin-Adenin-Dinu-

cleotid (FAD) vor. Aufgrund seiner chemischen Vielseitigkeit ist es in vielen

Proteinen als Kofaktor eingebaut, dabei zumeist nicht-kovalent gebunden. So

steuern Flavoproteine als Photorezeptoren blaulichtabhängige Prozesse, deren

Mechanismen noch weitgehend ungeklärt sind. Mehr bekannt ist über die Betei-

ligung von Flavoproteinen an Redoxprozessen im Dunkeln. In den Katalysezy-

klen der Dehydrogenasen, Disulfidreduktasen und Monooxygenasen durchläuft

der Isoalloxazinring drei Redoxzustände (siehe Abbildung 4.1) und kann dabei

sowohl Elektrophil als auch Nukleophil darstellen [36].

Der stabile, oxidierte Zustand des Flavins, das Flavochinon, zeigt eine charakte-

ristische, gelbe Farbe, die durch eine Absorption des konjugierten Ringsystems

bei 450 nm hervorgerufen wird. Über eine Einelektronenreduktion gelangt man

zum Flavinradikal (Flavosemichinon). In Lösung ist dieses schwer zugänglich,

wird aber durch eine Proteinumgebung stabilisiert. Man unterscheidet zwei For-

men, das blau erscheinende Flavinradikal in seiner Neutralform mit Absorptions-

maxima bei 570 und 620 nm, und die rötliche, anionische Form, die bei 490 nm

absorbiert [37]. Die meisten Flavoproteine bilden unabhängig vom pH-Wert je-

weils nur eine der beiden Radikalformen aus. Das zweielektronen-reduzierten

Flavin wird als Dihydroflavin oder Flavohydrochinon bezeichnet. Das konju-

gierte System ist dabei meist durch eine Winkelung der Struktur unterbrochen.

Das Dihydroflavin ist daher farblos und absorbiert in einer unpolaren Umgebung

wie im Protein bei 340-365 nm [38].

Das Absorptionsspektrum des FMN ist weitgehend unempfindlich gegenüber

17
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Abb. 4.1: Redoxzustände des Flavin-Mononucleotid: Oxidiertes Flavin,
Flavosemichinon-Radikal (neutral und anionisch) und Dihydroflavin.
Im Kasten die Nummerierung laut IUPAC

pH-Änderungen, da der Isoalloxazinring des oxidierten Flavin über weite Berei-

che in seiner neutralen Form vorliegt. Er zeigt nur eine relevante Protonierungs-

stufe mit einem pKa von 10.3, die einer Deprotonierung an der N(3)-Position

entspricht. Der Phosphatrest des FMN ist bei neutralem pH-Wert aufgrund sei-

ner pKa-Werte von 2.1 und 6.2 vollständig deprotoniert [39].

Die Fluoreszenzintensität des FMN ist dagegen vom pH-Wert abhängig. In neu-

traler, wässriger Lösung fluoresziert es relativ stark mit einem Maximum bei

520 nm und einer Quantenausbeute von 26% [41]. Im pH-Bereich von 4 bis 9 ist

diese Fluoreszenz konstant, wie anhand des Riboflavins gezeigt wurde [42]. Über

pH 9 bildet sich die nur schwach fluoreszierende anionische Form, während unter-

halb pH 4 die Emission durch Protonierung im angeregten Zustand gequencht

wird [42]. Flavoproteine jedoch fluoreszieren oft nur schwach, was durch eine

Komplexbildung mit benachbarten Aminosäuren erklärt wird (statisches Quen-

chen) [40]. Auch eine Reduktion des Flavins führt zum Verlust der Fluores-

zenz [38].
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4.2 Absorption und Emission der LOV1-Domäne

Vor der Untersuchung der Photoreaktion der LOV1-Domäne aus C. reinhardtii

Phot wurde zunächst der Dunkelzustand im Detail charakterisiert. Zum Beginn

dieser Arbeit waren nur wenige Informationen verfügbar, da sich die einzige Stu-

die mit der Photoreaktion der LOV-Domänen aus A. sativa Phot1 befasste [27].

4.2.1 Wildtyp

Das Absorptionsspektrum der LOV1-Domäne zeigt zwei Absorptionsbanden im

blauen und nahen UV-Bereich des Spektrums (siehe Abbildung 4.2). Diese Ban-

den stellen die S0 → S1 und S0 → S2 Übergänge des Isoalloxazins dar, die

π → π*-Charakter besitzen [40]. Die Absorptionsmaxima liegen bei 474, 447,

370 und 354 nm mit einer zusätzlichen Schulter bei 425 nm. Eine weitere star-

ke Bande im UV-Bereich bei 272 nm wird durch die Absorption von Trypto-

phan und Tyrosin im Apoprotein überlagert. Gemäß den Konventionen wird

der Dunkelzustand nach der längstwelligen Absorptionsbande benannt, in die-

sem Falle LOV1-447. Das Spektrum des freien FMN in Wasser ähnelt dem des

Proteins, besitzt allerdings nicht dessen ausgeprägte Schwingungsfeinstruktur.

In der LOV1-Domäne wird die Feinstruktur vermutlich sowohl durch die un-

polare Umgebung als auch durch die Einschränkung der Bewegungsfreiheit im

Apoprotein verursacht. So entsprechen die Spektren von Flavinen in unpola-

ren Lösungsmitteln (z.B. CCl4) weitestgehend dem Spektrum des Proteins. In

diesem sollten allerdings die Wasserstoffbrückenbindungen zu den benachbarten

Aminosäuren die Feinstruktur wieder weitestgehend verschmieren [43]. Nicht in

allen Flavoproteinen ist die Feinstruktur so stark ausgeprägt wie in der LOV1-

Domäne.

Die Feinstruktur des Spektrums ist ein guter Indikator für die Integrität des Pro-

teins, da sie bei Denaturierung durch die Freisetzung des Chromophors verloren

geht. Misst man die Absorptionsspektren der LOV1-Domäne in Abhängigkeit

des pH-Wertes, so zeigt sich keinerlei Änderung in einem pH-Bereich von 3.5

bis 8, erst unter pH 3.5 beginnt die Denaturierung. In Abbildung 4.2 ist ein

Spektrum der LOV1-Domäne bei pH 3 im Vergleich mit derselben Probe im

nativen Zustand bei pH 8 dargestellt. Das Spektrum der denaturierten Probe
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Abb. 4.2: Absorptionsspektrum der nativen LOV1-Domäne im Vergleich mit ei-
ner denaturierten Probe bei pH 3 und freiem FMN

entspricht in seiner Struktur dem des FMN und zeigt eine vergleichbare Ex-

tinktion zu dem der nativen Domäne. Daher kann davon ausgegangen werden,

dass sich der Extinktionskoeffizient von freiem FMN von 12500 l/(cm·mol) [44]

nicht wesentlich durch Einbau des Flavins in das Protein ändert. Zu einem ge-

nauen Vergleich der Koeffizienten müsste man allerdings sicherstellen, dass das

Protein nach Denaturierung wirklich entfaltet vorliegt und der Chromophor alle

Wechselwirkungen mit dem Apoprotein verloren hat.

Anhand der Spektren des Dunkelzustands lässt sich feststellen, dass das reak-

tive Cystein 57 in der LOV1-Domäne protoniert vorliegen muss. Da sich das

Cystein nahe am Isoalloxazinring befindet, wäre im Falle eines Thiolats die

Ausbildung einer Charge-Transfer-Bande im Bereich von 500 bis 600 nm zu

erwarten [45, 46], die nicht beobachtet wurde. In einer Quecksilber-Reduktase,

einem vergleichbaren System, konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Fein-

struktur der 450 nm-Bande bei Deprotonierung des dem FMN benachbarten

Cysteins verschwindet [45]. Alle anderen in der Reduktase essentiellen Cysteine

waren vorher durch Alanin ersetzt worden. Ein Beleg für ein protoniertes Cys-
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tein lieferte die Infrarotspektroskopie der LOV1-Domäne [47]. So konnte eine

S-H-Bande bei 2567 cm−1 identifiziert werden, die bei Belichtung verschwindet.

Dies steht im Widerspruch zu der Interpretation von Swartz et al., die aufgrund

von Fluoreszenzmessungen ein deprotoniertes Cystein in der LOV2-Domäne aus

A. sativa Phot1 postulierten [48].

Abb. 4.3: Normierte Emissionsspektren der LOV1-Domäne und des freien FMN
in Wasser bei Anregung mit λ = 350 nm

Die LOV1-Domäne fluoresziert im Gegensatz zu vielen anderen Flavoprotei-

nen relativ stark mit einer Quantenausbeute von 17% [13]. Das Spektrum zeigt

bei Anregung mit 350 nm Wellenlänge eine breite, grüne Emission mit einem

Maximum bei 495 nm und einer Schulter bei 520 nm (siehe Abbildung 4.3).

Der Unterschied zum Emissionsspektrum des freien FMN lässt sich wie bei der

Absorption mit der Ausbildung einer Schwingungsfeinstruktur und einer Ver-

schiebung der Franck-Condon-Faktoren zugunsten des S0
0 ← S0

1 - Übergangs

erklären [49]. Bei Aufnahme der Fluoreszenzspektren der LOV1-Domäne kann

eine gleichzeitige Photoreaktion nicht ausgeschlossen werden. Allerdings fluo-

resziert das Photoprodukt nicht oder nur schwach [13], daher wird die Form

des Spektrums nicht verfälscht. Zeitaufgelöste Messungen ergaben eine Fluores-
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zenzlebensdauer von 2.9 ns [13], woraus sich mit Hilfe der Quantenausbeute eine

effektive Strahlungslebensdauer von 17 ns berechnen lässt.

4.2.2 Mutanten

Die Einführung von Mutationen in Photorezeptoren ist ein wertvolles Mit-

tel, um mechanistische Vorstellungen zur Photoreaktion zu bekommen und zu

überprüfen. Dabei ist es wichtig, dass sich diese nur gezielt in einzelnen Eigen-

schaften vom Wildtyp unterscheiden, so z. B. in ihrer Reaktionskinetik oder der

Anzahl der gebildeten Intermediate. Unterscheidet sich hingegen schon ihr Ab-

sorptionsspektrum grundlegend von dem des Wildtyps, so stellt die Mutante oft

kein geeignetes Vergleichssystem mehr dar. Die hier untersuchten Mutationen in

Abb. 4.4: Absorptionsspektren verschiedener Mutanten der LOV1-Domäne

der LOV1-Domäne haben keine oder nur geringe Auswirkungen auf das Absorp-

tionsspektrum, wie in Abbildung 4.4 zu sehen ist. Sowohl bei einer peripheren

Mutation (W98F), wie auch bei einem Austausch in der Bindungstasche des

FMN (D31QR58K, R58K, D31N, D31Q) erhält man ein dem Wildtyp entspre-
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chendes Spektrum. Ersetzt man das reaktive Cystein 57, so ist dies im Spektrum

erkennbar. Das Einführen eines Serins (C57S) führt zu einer leichten Blau-

verschiebung des Absorptionsmaximums von 447 auf 443 nm. Ein Methionin

(C57M) hingegen erzeugt eine geringe Rotverschiebung auf 448 nm. Zusätzlich

verliert das Spektrum der C57M-Mutante weitgehend seine Feinstruktur bei

350 nm, diese wird durch ein breites Maximum bei 354 nm ersetzt.

Dies ist im Einklang mit der Beobachtung, dass die Absorptionsbande bei 350 nm

ein sehr empfindlicher Indikator für die lokale Umgebung des Chromophors ist.

So zeigen die Spektren der LOV2-Domänen von A. sativa [27], A. capillus-

veneris [50] und A. thaliana [51] eine dem freien FMN ähnliche Struktur mit

einem einzelnen Maximum um 380 nm. Mutiert man allerdings das reaktive

Cystein in A. sativa LOV2 zu Serin oder Alanin, so erhält man einen Verlauf

mit zwei Maxima [48] entsprechend den LOV1-Domänen von C. reinhardtii,

A. sativa [27] und A. thaliana [51]. Dies ist überraschend, da in der Mutation

vom Cystein zum Serin effektiv nur ein Schwefel-Atom durch einen Sauerstoff

ersetzt wird. Einige Mutationen führen dazu, dass der Chromophor nicht oder

nur noch zu geringer Menge gebunden wird. Dies ist der Fall sowohl in der

C57H- als auch der C57Y-Mutante. Zurückführen lässt sich dies möglicherweise

auf sterische Konflikte der voluminösen Aminosäuren Histidin und Tyrosin mit

dem FMN. Allerdings zeigt eine Studie an A. sativa LOV2, dass auch ein kon-

servativer Austausch von Aminosäuren die Bindungsaffinität stark beeinflussen

kann [27].



5 Angeregter Triplettzustand

5.1 Flavin

Die photochemische Reaktion eines Moleküls erfolgt nach Anregung entweder

vom Singulettzustand aus, oder nach einem Intersystem Crossing aus dem Trip-

lettzustand. Als Konkurrenzprozesse treten sowohl die Fluoreszenz bzw. Phos-

phoreszenz als auch die strahlungslose interne Konversion auf. Im Falle des Fla-

vins geht man davon aus, dass die Reaktion zumeist aus dem angeregten Trip-

lettzustand erfolgt [52]. Dieser wird mit einer relativ hohen Quantenausbeute

gebildet, so zeigt das Riboflavin in Wasser eine Ausbeute von 40-60% [53–55].

Für das FMN wurde dieser Wert nie bestimmt, es liegen nur falsche Zita-

te vor [50, 56–58]. Die Lebensdauer des Triplettzustands hängt stark von der

Konzentration ab und liegt zwischen einer Millisekunde und wenigen Mikro-

sekunden. Erklären lässt sich dies durch das Auftreten von Triplett-Triplett-

Annihilation und einem Quenchen durch Moleküle im Grundzustand, wie eine

Studie zum Lumiflavin zeigt [59]. Auch der Substituent an N(10) hat einen

großen Einfluss, so verkürzt sich beim FMN mit seiner langen Seitenkette die

Lebensdauer des Triplettzustands auf 200 µs [60]. Beim Zerfall des Triplettzu-

stands dominieren nichtstrahlende Prozesse. Die Quantenausbeute der Phospho-

reszenz ist im Gegensatz zur Fluoreszenz sehr niedrig, selbst bei 77 K in Etha-

nol beträgt sie nur 1‰ [61]. Der Triplettzustand zeigt eine erhöhte Basizität

im Vergleich zum Grundzustand des Moleküls. So findet man im Grundzustand

einen pKa von 0 an der N(1)-Position, wohingegen für den Triplettzustand des

Lumiflavins ein pKa-Wert von 4.4 bestimmt wurde [62]. Die Protonierung er-

folgt wahrscheinlich am N(5), da ab-initio-Rechnungen an dieser Position eine

erhöhte Protonenaffinität zeigen, wohingegen der N(1) an Affinität verliert [63].

Das Spektrum des angeregten FMN zeigt eine Triplett-Triplett-Absorption im

24
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roten Bereich mit zwei Maxima bei 710 und 660 nm und weitere Banden bei 494

und 377 nm [64]. Bei Protonierung verändert sich das Spektrum und zeigt nun

eine breite Absorptionsbande mit einem Maximum bei 675 nm, eine Schulter

bei 635 nm und weitere Maxima bei 485 und 395 nm [64].

5.2 Zeitaufgelöste Spektroskopie an der

LOV1-Domäne

Die meisten Photorezeptoren zeigen in ihrem Photozyklus eine Vielzahl von In-

termediaten. Diese lassen sich durch zeitaufgelöste Methoden identifizieren und

charakterisieren. Ausgangspunkt zur Untersuchung der LOV1-Domäne mit tran-

sienter Absorptionsspektroskopie war eine Studie, die die Bildung eines Addukts

zwischen dem FMN und einem Cystein in den LOV-Domänen bei Belichtung po-

stulierte [27]. Die Einzelschritte dieser Reaktion waren allerdings nicht bekannt

und sollten daher untersucht werden. Während der hier gezeigten Messungen an

der LOV1-Domäne wurde eine detailliertere Untersuchung publiziert, die an der

LOV2-Domäne aus dem Phot1-Protein des Hafers durchgeführt worden war [48].

Sie zeigte die Bildung eines Intermediats (LOV2L
660) wenige Nanosekunden nach

Anregung, das dem angeregten Triplettzustand des Chromophors zugeordnet

wurde. Das Intermediat zerfällt mit einer Zeitkonstante von 4 µs. Trotz der

Unterschiede in Sequenz und Eigenschaften zwischen der LOV1-Domäne aus

C. reinhardtii und der LOV2-Domäne aus A. sativa lässt sich diese Studie zu

einem Vergleich heranziehen.

5.2.1 Mutante LOV1-C57S

Der langsame Photozyklus der LOV-Domänen erschwert die zeitaufgelöste Ab-

sorptionsspektroskopie, da dies eine niedrige Repetitionsrate und damit ein

schlechtes Signal-zu-Rausch-Verhältnis bedingt. Um dennoch detaillierte Un-

tersuchungen durchführen zu können, wurde eine Mutante mit der Vorgabe

erzeugt, dass das langlebige Photoprodukt nicht mehr gebildet werden kann.

Hierzu wurde das reaktive Cystein durch ein Serin ersetzt (C57S), da man sich

hiervon eine Verringerung der Reaktivität erhoffte.
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Abb. 5.1: Absorptions-Differenzspektren der C57S-Mutante der LOV1-Domäne
nach Anregung mit einem 450 nm Laserpuls (übernommen aus [67])

Abb. 5.2: Abklingkurve des Intermediats LOV1-715 in der C57S-Mutante auf-
genommen bei 650 nm nach Anregung mit einem 446 nm Laserpuls
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In Abbildung 5.1 sind Absorptions-Differenzspektren der C57S-Mutante abge-

bildet, die nach Anregung mit einem blauen ns-Laserpuls aufgenommen wur-

den (freundlicherweise überlassen von J. Heberle, Forschungszentrum Jülich).

Zu erkennen ist die Bildung einer Spezies, die eine breite Absorptionsbande mit

Maxima bei 715 und 648 nm zeigt.Im Bereich zwischen den isosbestischen Punk-

ten ist das Ausbleichen des Dunkelzustands der C57S-Mutante mit Maxima bei

470 und 442 nm zu erkennen. Im nahen UV-Bereich absorbiert das Intermedi-

at stärker als der Dunkelzustand, was zu einer Bande bei 379 nm führt. Alle

transiente Absorption ist nach 100 µs verschwunden, was bedeutet, dass in der

C57S-Mutante tatsächlich kein langlebiges Intermediat mehr gebildet wird. Ei-

ne SVD-Analyse des Zerfalls zeigt nur eine signifikante Spezies, die nach ihrer

langwelligen Absorption LOV1-715 benannt wird. Aufgrund ihrer Lebensdauer

und ihres Spektrums lässt sich LOV1-715 dem Triplettzustand des Chromophors

FMN zuordnen. Das Spektrum ähnelt sehr dem des Triplettzustands von freiem

FMN in Wasser.

Die Kinetik des Zerfalls wurde mit Blitzlichtphotolyse näher untersucht. Zu-

nächst wurden Abklingkurven bei verschiedenen Wellenlängen aufgenommen.

Die Verhältnisse der gemessenen Differenzabsorption bei 390, 510, 650 und

710 nm entsprechen dabei qualitativ dem gezeigten Differenzspektrum. Da bei

650 und 710 nm die Störung durch Fluoreszenz klein ist bei gleichzeitig hoher

Differenzabsorption, wurden die weiteren Messungen bei diesen Wellenlängen

durchgeführt. Bei 650 nm zeigt LOV1-715 in der C57S-Mutante einen biexpo-

nentiellen Zerfall mit Zeitkonstanten von 27 µs (75%) und 3 µs (25%) (siehe

Abbildung 5.2). Für ein Intersystem Crossing des Triplettzustands zum Grund-

zustand wäre zunächst kein biexponentieller sondern ein monoexponentieller

Verlauf zu erwarten. Zur Interpretation der Kinetik waren daher weitere Unter-

suchungen notwendig.

5.2.2 Einfluss von Sauerstoff und Xenon auf die

Zerfallskinetik

Ein Konkurrenzprozess zum Intersystem Crossing eines Triplettzustands ist das

Quenchen durch Zusätze wie molekularer Sauerstoff. Da die Messungen an der

LOV1-Domäne in aerober Lösung durchgeführt wurden, wurde der Einfluss des



28 Angeregter Triplettzustand

Sauerstoffs auf die Kinetik des LOV1-715-Zerfalls in der C57S-Mutante unter-

sucht. Hierzu wurde Stickstoff für 15 Minuten durch die Lösung geleitet. Wie

in Abbildung 5.3 zu sehen ist, zeigten die Abklingkurven bei 650 nm daraufhin

keinen biexponentiellen Verlauf mehr, sondern eine einfache monoexponentielle

Abhängigkeit mit einer Zeitkonstante von 27 µs. Demnach bleibt die dominie-

rende, langsame Komponente des Zerfalls bestehen, während die schnelle Kom-

ponente mit 3 µs Zeitkonstante in anaerober Lösung verschwindet. Interpretiert

werden kann dies als ein Quenchen des Triplettzustands in einem kleinen Teil

der Flavine durch ein benachbartes, gelöstes Sauerstoffmolekül. In den übrigen

Flavinen dagegen zerfällt der angeregte Zustand mit seiner intrinsischen Lebens-

dauer. Diese Beobachtung bestätigt die Zuordnung des LOV1-715 zum Triplett-

zustand des FMN. Ein Quenchen des FMN-Triplettzustands durch Sauerstoff

wurde auch bereits in anderen Studien beobachtet [64], sogar mit einer vergleich-

baren Zeitkonstante von 1-4 µs [57]. Möglicherweise verläuft das Quenchen unter

Bildung von Singulett-Sauerstoff, wie in der photokatalysierten Oxidation von

einigen Aminosäuren [65] und ungesättigten Fettsäuren [66].

Außer durch Quencher kann die Zerfallszeit von Triplettzuständen auch durch

einen Schweratomeffekt beeinflusst werden. So stellt sich die Frage, ob bei einem

Übergang von Serin in der Mutante auf das Cystein des Wildtyps der Schwefel

einen signifikanten, externen Schweratomeffekt ausüben kann. Um dies in der

Mutante zu untersuchen, wurde Xenon als nicht reaktives Schweratom durch

20-minütiges Einleiten in die Lösung eingeführt. Die anschließenden Messun-

gen der Kinetik zeigten einen monoexponentiellen Verlauf des Abklingens von

LOV1-715 bei 650 nm mit einer Zeitkonstante von 27 µs (siehe Abbildung 5.4).

Dies lässt sich wie beim Stickstoff mit einem Entfernen des Sauerstoffs aus der

Lösung erklären. Ein externer Schweratomeffekt auf die Kinetik konnte demnach

nicht direkt festgestellt werden. Allerdings waren sowohl das Fluoreszenzsignal

als auch die Differenzabsorption von LOV1-715 in der Messung verringert im

Vergleich zur aeroben wie Stickstoff-gesättigten Lösung. Dies weist auf ein er-

leichtertes Intersystem Crossing durch das Xenon sowohl bei Bildung als auch

Zerfall des Triplettzustands eines Teils der Moleküle hin. Eine entsprechende

Abklingzeit läge aber dann außerhalb der Zeitauflösung des verwendeten Mess-

aufbaus, der Effekt wurde daher nicht weiter quantifiziert.
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Abb. 5.3: Abklingkurve von LOV1-715 in der C57S-Mutante bei 650 nm nach
Spülen mit Stickstoff

Abb. 5.4: Abklingkurve von LOV1-715 in der C57S-Mutante bei 650 nm nach
Spülen mit Xenon
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5.2.3 Wildtyp

Der Wildtyp der LOV1-Domäne wurde mit Hilfe der transienten Absorptions-

spektroskopie untersucht. In Abbildung 5.5 ist das Absorptions-Differenzspek-

trum nach Anregung mit einem blauen ns-Laserpuls abgebildet (freundlicher-

weise überlassen von J. Heberle, Forschungszentrum Jülich). Das nach einer

Mikrosekunde aufgenommene Spektrum zeigt Absorptionsbanden bei 390 und

510 nm und eine breite Bande im roten Bereich von 600 bis 750 nm. Die nega-

tiven Peaks bei 447 und 475 nm entsprechen einem Ausbleichen des Dunkelzu-

stands LOV1-447. Die später aufgenommenen Spektren zeigen im Zeitbereich

von 10 µs bis 1 ms keine transiente Absorption mehr über 500 nm. Die anderen

Banden sind weiterhin stark ausgeprägt und weisen auf die Bildung einer lang-

lebigen Spezies hin. Hierbei handelt es sich um das in Kapitel 6 näher beschrie-

bene Photoaddukt LOV1-390. Aus einem Vergleich des Transientenspektrums

mit dem der C57S-Mutante lässt sich das kurzlebige Intermediat dem angereg-

ten Triplettzustand des Chromophors FMN zuordnen. Die Feinstruktur in der

roten Absorptionsbande bei 650 und 715 nm ist im Wildtyp nicht so deutlich

ausgeprägt, was an dem schlechteren Signal-zu-Rausch-Verhältnis liegen kann.

Weiterhin ist es möglich, dass durch Änderung der Polarität von Serin zum

Cystein auch die Feinstruktur verändert wird. Allerdings gibt es hierfür kei-

nerlei Hinweise aus der Literatur, alle Referenz-Spektren wurden in wässriger

Lösung aufgenommen und zeigen eine Feinstruktur [50, 64, 68]. Erst kürzlich

wurden die LOV2-Domänen aus A. sativa Phot1 und A. capillus-veneris Phy3

mit transienter Absorptionsspektroskopie mit Femtosekunden-Auflösung unter-

sucht [50]. Die Autoren interpretieren die geringe Feinstruktur im Spektrum

des Triplettzustands mit einer Protonierung von 60% der Flavinmoleküle durch

das benachbarte Cystein. Leider verwenden die Autoren zur Anpassung als Ver-

gleichssystem Spektren des freien FMN in Wasser. So weiß man bisher nicht, wie

im Protein das Spektrum des protonierten Triplettzustands des FMN aussieht.

Auch stützen sich die Autoren bei der Betrachtung der Ausbeuten an Trip-

lettzustand und Photoaddukt auf nicht vorhandene bzw. grobe Referenzwerte.

Eine genauere Betrachtung ist hier dringend notwendig, da die Protonierung im

Widerspruch zu einem radikalischen Mechanismus steht, wie er in Kapitel 9 im

Detail diskutiert wird.
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Abb. 5.5: Absorptions-Differenzspektren des Wildtyps der LOV1-Domäne nach
Anregung mit einem 450 nm Laserpuls (übernommen aus [67])

Abb. 5.6: Abklingkurve des Intermediats LOV1-715 im Wildtyp aufgenommen
bei 710 nm nach Anregung mit einem 446 nm Laserpuls
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Interessanterweise gibt es im Transientenspektrum der LOV1-Domäne einen

Hinweis auf die Beteiligung von radikalischen Intermediaten. So ist die Absorp-

tionsbande bei 500 nm stärker ausgeprägt, als aufgrund der Referenzspektren

von freiem FMN in Wasser zu erwarten wäre. Auch in den Untersuchungen zur

LOV2-Domäne musste bei der Anpassung der Spektren 10% an Neutralradikal-

form des Flavins mit eingerechnet werden [50].

Um die Zerfallskinetik des kurzlebigen Intermediats näher zu untersuchen, wur-

de mit Blitzlichtphotolyse eine Abklingkurve bei 710 nm aufgenommen (siehe

Abbildung 5.6). Das Intermediat bildet sich demnach in einem Zeitbereich von

wenigen Nanosekunden, der nicht aufgelöst werden konnte. Eine Analyse des

Zerfalls ergibt einen biexponentiellen Verlauf mit Zeitkonstanten von 800 ns

(80%) und 4 µs (20%). Demnach ist der Prozess bereits nach wenigen Mikrose-

kunden beendet, was erklärt, warum nach 10 µs im Spektrum nichts mehr zu

sehen ist.

Um die Temperaturabhängigkeit des Prozesses zu untersuchen, wurden die Ab-

klingkurven anstatt bei 20 °C bei 5 °C aufgenommen. Die Kurven zeigen auf-

grund ihrer schlechteren Auflösung eine monoexponentielle Kinetik, die Sum-

menzeitkonstante beträgt allerdings wie bei Raumtemperatur 1.4 µs. Die Tem-

peraturänderung scheint demnach die Reaktion nicht wesentlich zu verlangsa-

men. Analog zur Untersuchung an der C57S-Mutante wurde der Einfluss von

Sauerstoff auf den Zerfall gemessen. Dabei konnte im Rahmen der Messgenau-

igkeit keine wesentliche Änderung der Zeitkonstanten von 800 ns und 4 µs fest-

gestellt werden. Demnach spielt das Quenchen des Triplettzustands durch Sau-

erstoff im Wildtyp keine größere Rolle. Der schnelle Zerfall des Triplettzustands

im Wildtyp im Vergleich zur Mutante C57S bedeutet entweder eine schnelle und

effiziente Reaktion zum Photoprodukt, oder eine starke Verkürzung der Triplett-

lebensdauer durch den Wechsel vom Serin zum Cystein durch einen externen

Schweratomeffekt. Allerdings konnte ein derartiger Schweratomeffekt auf die Ki-

netik in der Mutante nicht festgestellt werden. Weiterhin zeigen die transienten

Spektren, dass auch nach Zerfall des Triplettzustands nach 10 µs der Grund-

zustand LOV1-447 nicht in größerem Maße zurückgebildet wird. Daraus lässt

sich schließen, dass im Wildtyp der Triplettzustand effizient zum Photoprodukt

reagiert. Eine Quantenausbeute der Photoproduktbildung lässt sich allerdings

nicht berechnen, da bisher bestimmte Werte für die Triplettquantenausbeute
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der LOV1-Domäne zwischen 26% [53] und 63% [69] variieren.

Der biexponentielle Zerfall des LOV1-715 weist auf die Beteiligung von zwei

unabhängigen Spezies hin. Im einfachsten Falle beruht dies auf einer konseku-

tiven Bildung dieser Spezies. Allerdings gibt es im Protein neben dem Trip-

lettzustand keine weitere Flavinspezies, die bei 710 nm nennenswert absorbiert.

Weiterhin wird trotz einer Zerfallskonstante von 800 ns der ersten Spezies auch

nach 1 µs noch ein Triplettzustand beobachtet. Daraus kann geschlossen werden,

dass nach Anregung zwei Triplettspezies gleichzeitig gebildet werden, die glei-

che Spektren, aber unterschiedliche Zerfallszeiten zeigen. Tatsächlich wurden in

der Kristallstruktur der LOV1-Domäne zwei Konformere gefunden, die sich im

Abstand des reaktiven Cysteins zum Flavin unterscheiden [34]. Eine Interpreta-

tion könnte demnach sein, dass das reaktive Konformer mit einer Zeitkonstante

von 800 ns mit dem Flavin reagiert, während die zweite Konformation sich vor

der Reaktion noch mit einer Zeitkonstante von 4 µs in das reaktive Konformer

umwandeln muss. Eine direkte, langsamere Reaktion des zweiten Konformers

kann aber anhand der kinetischen Daten nicht ausgeschlossen werden.

In dem vergleichbaren System der LOV2-Domäne aus A. sativa Phot1 wurde nur

eine Zeitkonstante von 2 µs für den Zerfall des Triplettzustands gefunden [48].

Die Kinetik wurde so interpretiert, dass dieser mit einer Zeitkonstante von 4 µs

das Addukt bildet, wobei allerdings 50% der Moleküle ohne Reaktion mit der

gleichen Zeitkonstante in den Grundzustand zurückkehren. In einer Mutante

dieser Domäne, in der die Adduktbildung durch Einfügen eines Alanins ver-

hindert wird (LOV2C39A), wurde die Zeitkonstante zu 72 µs bestimmt. Die

Autoren erklären den großen Unterschied zwischen den Zerfallszeiten mit einem

Schweratomeffekt des Schwefels. Dabei muss allerdings angenommen werden,

dass die Geschwindigkeitskonstante für den Zerfall zum Grundzustand durch

den Schweratomeffekt zufälligerweise identisch ist zur Geschwindigkeit der Ad-

duktbildung und dass die Adduktbildung mit 50% wenig effektiv verläuft. Im

Gegensatz zur LOV1-Domäne genügen laut Aussage der Autoren sowohl im

Wildtyp als auch in der Mutante eine monoexponentielle Anpassung zur Be-

schreibung des Systems. Demnach unterscheiden sich nicht nur die Kinetiken

von LOV1 und LOV2 sondern auch ihre Interpretation deutlich voneinander.
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5.2.4 Mutante LOV1-W98F

In vielen Proteinen spielt das Tryptophan eine wesentliche Vermittlerrolle bei

einer Elektronenübertragung von der Umgebung in das Zentrum. So erfolgt in

dem Flavoprotein Photolyase aus E. coli die Photoreduktion des Chromophors

über eine Kette von Tryptophanen [70]. Um herauszufinden, ob ähnliche Prozes-

sen an der Photoreaktion in der LOV1-Domäne beteiligt sind, wurde das einzige

vorhandene Tryptophan durch ein Phenylalanin ausgetauscht. Es hat die Posi-

tion 98 und ist über 11 Å von dem Chromophor entfernt. Die Mutante W98F

wurde daraufhin mit Hilfe der Blitzlichtphotolyse untersucht. Die Abklingkurve

bei 710 nm zeigt eine biexponentielle Kinetik mit Zeitkonstanten von 900 ns

(91%) und 4.4 µs (9%). Demnach verursacht die Mutation keine wesentliche

Änderung in der Zerfallszeit des Triplettzustands im Vergleich zum Wildtyp.

Eine Elektronenübertragung über das Tryptophan z. B. zur Aktivierung des

Flavins ist daher unwahrscheinlich.
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6.1 Photoreaktionen des Flavins

Mit einer Vielzahl von Substraten reagiert das Flavin unter Photoreduktion zu

C(4a)-, N(5)- oder C(8)-substituierten Photoaddukten [40]. Bis auf wenige Aus-

nahmen wurden stabile Produkte nur dann erhalten, wenn die Anbindung an

das Flavin über einen Kohlenstoff erfolgte [71]. Bei einigen Substraten wird der

Substituent sofort wieder eliminiert, was zu einer Bildung des Dihydroflavins

führt. Die Photoaddukte zeigen ein Absorptionsmaximum bei 340 bis 360 nm.

In Konkurrenz zur Photoreduktion reagiert das Flavin auch intramolekular. So

reagieren N(10)-substituierte Flavine wie Riboflavin unter Dealkylierung zum

Alloxazin Lumichrom [72]. Auch eine interne Photoaddition ist bekannt, wobei

eine Hydroxy-Gruppe der Seitenkette mit dem Ringsystem reagiert. In Flavo-

proteinen hingegen ist das Flavin meist photochemisch inert. Sowohl die Fluo-

reszenz als auch die Bildung des Triplettzustands wird durch die Einbindung

in das Protein gequencht [40]. Durch externe Elektronendonatoren wie z. B.

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) lassen sich Flavoproteine allerdings pho-

toreduzieren [37], wie in Kapitel 8.7.1 anhand der LOV1-Domäne gezeigt wird.

In vielen Katalysezyklen der Flavoproteine sind C(4a)-Addukte mit Sauerstoff

oder Sulfiden beteiligt. Diese bilden sich allerdings nicht photochemisch, son-

dern im Dunkeln in einer Reaktion mit dem reduzierten Dihydroflavin [36]. Die

Photochemie des Flavins im Protein ist daher wenig untersucht. Als Ausnahme

ist hier die Photolyase zu sehen, bei der das Flavin über eine Photoreduktion

aktiviert wird, um Thymin-Dimere in der DNA zu spalten [73]. Die Identifizie-

rung einer ganzen Reihe von flavinbasierenden Photorezeptoren in den letzten

Jahren hat allerdings die Aufmerksamkeit auf die Bildung von Photoaddukten

im Protein gelenkt.

35
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6.2 Photoaddukt in der LOV1-Domäne

6.2.1 Vorarbeiten

Nach der Identifizierung des Phototropins im Jahre 1997 gelang es, die LOV2-

Domäne aus A. sativa Phot1 in größeren Mengen heterolog zu exprimieren. Bei

Belichtung des Proteins wurde die Bildung einer langlebigen Spezies beobachtet,

die im Dunkeln mit einer Zeitkonstante von 39 s wieder zerfällt [27]. Dieses In-

termediat zeigt eine breite Absorptionsbande mit einem Maximum bei 390 nm.

Eine derartige Bande wurde in Flavoproteinen bereits einmal beobachtet, in ei-

ner Studie über die Quecksilber-Reduktase [45]. In dieser Studie wurden drei der

vier für die Katalyse essentiellen Cysteine durch Alanin ersetzt. In der Mutante

bildete sich im Dunkeln bei pH 5 unter Zugabe von NADP+ ein permanentes

Addukt zwischen dem Flavin und einem benachbarten Cystein. Damit gelang es,

ein Intermediat im Katalysezyklus der Reduktase zu isolieren. Das Absorptions-

spektrum des Intermediats zeigt im Vergleich zu C(4a)-alkylierten Photoadduk-

ten eine Rotverschiebung von 40 nm. Es ähnelt weitaus mehr dem Spektrum von

synthetischen Addukten des Flavins mit Sauerstoff an der C(4a)-Position [38].

Daher wurde das Intermediat als Flavin C(4a)-Thiol Addukt identifiziert. Ana-

log wurde auch für die LOV2-Domäne die Bildung eines derartigen Addukts

postuliert und als LOV-390 bezeichnet (siehe Abbildung 6.1) [27].

Abb. 6.1: Bildung des Flavin C(4a)-Thiol Addukts LOV-390 in der LOV2-
Domäne

Inzwischen konnte dieses Addukt sowohl durch NMR-spektroskopische Unter-

suchungen [28] als auch durch Kristallstrukturen des belichteten Zustands in



6.2 Photoaddukt in der LOV1-Domäne 37

anderen LOV-Domänen nachgewiesen werden [31,34].

6.2.2 LOV1-390

Nicht nur für die LOV2-, sondern auch für die LOV1-Domäne aus A. sativa

wurde ein entsprechendes LOV-390-Intermediat postuliert [27]. Da die LOV1-

Domäne allerdings durch Belichtung nicht vollständig konvertiert werden konn-

te, konnte ein entsprechendes Absorptionsspektrum als Beleg nicht gezeigt wer-

den. In der hier untersuchten LOV1-Domäne aus C. reinhardtii war ebenfalls

eine vollständige Konversion in das Intermediat nicht möglich. Nimmt man al-

lerdings eine Sequenz von Spektren nach Belichtung auf, die die Rückbildung

des Dunkelzustands zeigen, so lässt sich daraus über die im Methodenteil be-

schriebene Singulärwertzerlegung (SVD) das Intermediatspektrum extrahieren.

In Abbildung 6.2 ist eine entsprechende Sequenz an Absorptionsspektren abge-

bildet. Dazu wurde die Probe mit einem Xenon-Blitz belichtet und anschließend

alle 20 Sekunden ein Spektrum mit einem Diodenzeilenspektrometer aufgenom-

men. Bei der SVD-Analyse wurde die erhaltene Datenmatrix unter Verwendung

einer steigenden Anzahl an Komponenten rekonstruiert und die Abweichung

von den Messdaten in Form der Standardabweichung berechnet. Im Inset der

Abbildung 6.2 ist zu sehen, dass die Standardabweichung mit der dritten und

allen folgenden Komponenten nur noch geringfügig abnimmt (freundlicherwei-

se überlassen von B. Dick, Universität Regensburg). Demnach tragen nur zwei

Komponenten relevante Information zur Rekonstruktion bei, während die ande-

ren Komponenten nur Rauschen enthalten. Trennt man die überflüssige Infor-

mation ab, so erhält man die Spektren der beiden Komponenten. Diese entspre-

chen dem Dunkelzustand der LOV1-Domäne und einem Differenzspektrum zum

Intermediaten. Da sich die beiden Spektren im gesamten Bereich überlappen,

müssen zusätzliche Rahmenbedingungen gesetzt werden, um daraus durch Line-

arkombination das abgebildete Spektrum des Intermediats zu generieren. So darf

das Spektrum des Intermediats keine negative Absorption haben und soll das

Maximum des Dunkelzustands bei 475 nm nicht mehr enthalten. Das erhaltene

Spektrum des Intermediats zeigt wie das des Homologen in der LOV2-Domäne

ein breites Absorptionsmaximum bei 390 nm und wird daher dem Addukt eines

Cysteins mit dem FMN zugeordnet.
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Abb. 6.2: (Oben) Sequenz von Absorptionsspektren der LOV1-Domäne nach
Belichtung. Der Inset zeigt die bei der SVD-Analyse gewonnene An-
zahl an relevanten Komponenten. (Unten) Das erzeugte Spektrum des
Intermediats LOV1-390
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In der LOV1-Domäne befinden sich drei Cysteine, von denen sich allerdings laut

Kristallstruktur nur das Cystein 57 nahe genug am Flavin befindet, um das Ad-

dukt zu bilden [34]. Da weiterhin durch Mutation des Cysteins 57 zu Serin eine

Adduktbildung verhindert wird (siehe Kapitel 5.2.1), kann geschlossen werden,

dass das Cystein 57 die reaktive Aminosäure ist. Dies wurde später durch eine

Kristallstruktur des belichteten Zustands bestätigt [34]. Dort ist zu sehen, dass

die Bindungslänge zwischen Flavin-C(4a) und dem Schwefel der Thiolgruppe

1.89 Å beträgt. Das Flavin verliert seine planare Geometrie aufgrund der sp3-

Hybridisierung des C(4a). Im Vergleich zur Struktur des Dunkelzustands gibt

es keine größeren Positionsänderungen im Protein. Nur die Aminosäuren Leu34,

Asn56 und Arg58 in der Nähe des reaktiven Cysteins bewegen sich bei Addukt-

bildung.

6.2.3 Vergleich zu FMN und Cystein in Lösung

Um einen Vergleich mit der Reaktion im Protein vornehmen zu können, wurde

die Photoreaktion des FMN mit Cystein in wässriger Lösung untersucht. Eine

äquimolare Lösung beider Komponenten wurde durch 20-minütiges Einleiten

von Argon von Sauerstoff befreit und in einem Phosphatpuffer bei pH 8 mit einer

50 W Wolframlampe durch einen 435 nm Kantenfilter belichtet. Die Absorption

des Flavins bei 445, 373 und 267 nm nahm dabei ab. Nach langer Belichtungszeit

wurde ein Produkt sichtbar, das eine Schulter im Spektrum bei 350 nm aufweist.

Dies kann dem reduzierten Dihydroflavin zugeordnet werden [38], das bei diesem

pH-Wert in wässriger Lösung im anionischen Zustand vorliegt. So zeigen die

Spektren von mit EDTA photoreduziertem FMN denselben Verlauf bei nicht

vollständiger Konversion (siehe Kapitel 8.7.2). Man erhält drei isosbestische

Punkte bei 255, 289 und 337 nm, woraus geschlossen werden kann, dass keine

weiteren Produkte außer dem Dihydroflavin entstehen. Ein Photoaddukt wie in

der LOV-Domäne mit einer Absorption bei 390 nm wird demnach nicht gebildet,

oder nur als kurzlebiges Intermediat.

Bekannt ist über die Photoreaktion, dass zunächst Flavin- und Cysteinradi-

kal gebildet werden [74], bevor das Dihydroflavin entsteht. Die Produkte der

Photoreaktion mit Cystein wurden allerdings nie genauer bestimmt. So ist nur

ein Literaturzitat zu finden, in dem die Autoren auf einen uneinheitlichen Re-
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aktionsverlauf hinweisen [71]. Im Dunkeln bilden Thiolate mit Flavinanaloga

ein Flavin C(4a) Addukt, das von einem weiteren Thiolat nukleophil attackiert

wird [75]. Die Reaktionsprodukte sind hier ein reduziertes Flavin und ein Di-

sulfid. Dieser Mechanismus lässt sich wahrscheinlich auch auf die Photoreaktion

übertragen (siehe Abbildung 6.3). Allerdings ist es auch möglich, die Reaktion

Abb. 6.3: Mechanistischer Vorschlag für die Photoreaktion von FMN und Cys-
tein in anaerober Lösung

ohne Adduktbildung als reine Redoxreaktion zu formulieren [76]. Ob dabei aber

das Cystein decarboxyliert wird oder ein Disulfid gebildet wird, ist unklar. Für

diesen Ansatz spricht, dass bisher das Addukt in dieser Photoreaktion nicht

nachgewiesen werden konnte. Die Adduktbildung in der LOV-Domäne kann al-

so nicht einfach in Lösung simuliert werden. Die Proteinumgebung fixiert nicht

nur die Reaktionspartner in einer bestimmten Geometrie und schließt Nebenre-

aktionen aus, sondern verhindert auch den Angriff von weiteren Molekülen aus

der Lösung.
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7.1 Regenerierung eines Photorezeptors

Es lassen sich drei Konzepte für die Regenierung eines Photorezeptors unter-

scheiden, die alle in der Natur verwirklicht sind. Im einfachsten Falle wird der

Sensor nur einmal verwendet, nach Umwandlung durch das Licht und Signal-

weiterleitung muss er neu aufgebaut werden. Ein Beispiel hierfür ist der Seh-

prozess im menschlichen Auge, bei dem das 11-cis-Retinal nach Isomerisierung

zum all-trans-Retinal aus dem Rhodopsin gelöst wird [77]. Neu synthetisiertes

11-cis-Retinal wird daraufhin wieder in das Apoprotein eingebaut. Problema-

tisch an diesem Konzept ist die vergleichsweise lange Zeit, die die biochemische

Regenerierung benötigt. Für eine gewisse Zeit ist der Rezeptor daher blind. Sy-

steme, in denen der Photorezeptor thermisch oder photochemisch regeneriert

wird, nennt man photochrom. Im Falle der photochemischen Rückreaktion liegt

dabei ein bistabiler Zustand vor, der eine sehr schnelle Regenerierung des Sensors

ermöglicht. Der Rezeptor wird jeweils durch ein Photon aus dem Ruhezustand in

den Signalzustand und wieder zurück befördert. So konnte gezeigt werden, dass

sich das Keimen von Pflanzensamen durch Infrarot-Photonen mit unterschiedli-

cher Wellenlänge induzieren und wieder inhibieren lässt. Verantwortlich hierfür

ist das PhyB, eines der pflanzlichen Phytochrome [78]. Das dritte Konzept ist

im hier beschriebenen Phot-Protein verwirklicht, dabei verläuft die Erholung

des Rezeptors nach Signalerzeugung thermisch aktiviert. Der Signalzustand ist

nur metastabil und reagiert je nach Aktivierungsenergie unterschiedlich schnell

wieder zurück. Die Regenerierungsdauer lässt sich demnach über die Umgebung

des Rezeptors variieren. Der Einfluss der Struktur des Apoproteins wie auch

der Bedingungen in der Lösung auf die Rückkehrkinetik wurde daher im Detail

untersucht.

41
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7.2 Kinetik der thermischen Rückreaktion

Um die Rückkehrkinetik der Proben zu untersuchen, wurde nach Belichtung

die Absorptionsänderung bei 475 nm aufgezeichnet (siehe Kapitel 2.2.2). Un-

ter Standardbedingungen bei 20 °C in einem Phosphatpuffer mit pH 8 und

einer 10 mM NaCl-Konzentration zeigte die LOV1-Domäne einen monoexpo-

nentiellen Verlauf der Rückreaktion mit einer Zeitkonstante von 200 s (siehe

Abbildung 7.1). Misst man hintereinander mehrere Kinetiken an einer Probe,

Abb. 7.1: Absorptionsänderung der LOV1-Domäne bei 475 nm unter Belichtung
und bei anschließender Erholung im Dunkeln (der Inset zeigt eine
logarithmische Auftragung der Rückreaktion)

so zeigen die jeweils bestimmten Zeitkonstanten eine maximale Abweichung von

3% von ihrem Mittelwert. Allerdings differiert die mittlere Zeitkonstante je nach

Charge der Probe und ist demnach nicht als Absolutwert zu sehen. So zeigten

andere Chargen unter identischen Bedingungen einen leicht biexponentiellen

Verlauf bei neutralem und alkalischem pH-Wert, was die Interpretation und

den Vergleich von Werten erschwert. In der Literatur findet sich ein Wert von

168 s, bei dem allerdings die Messbedingungen nicht angegeben sind [51].
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Im Vergleich zu anderen separaten LOV1- und LOV2-Domänen der Phot-Prote-

ine zeigt die LOV1-Domäne aus C. reinhardtii Phot die mit Abstand lang-

samste Rückkehrkinetik [51]. Dies weist auf einen strukturellen Unterschied

hin. Tatsächlich zeigt ein Sequenzvergleich, dass zwei Aminosäuren, Leu34 und

Thr108, in allen anderen Domänen als Ile bzw. Asp konserviert sind (siehe

Abbildung 3.2). Über das Leucin/Isoleucin ist dabei bekannt, dass es sich in

räumlicher Nähe zum reaktiven Cystein befindet und bei Belichtung bewegt

[31,34]. Anhand der LOV2-Domäne aus Arabidopsis Phot1 wurde gezeigt, dass

eine Mutation dieses Isoleucin zu Valin die Rückkehrkinetik drastisch beschleu-

nigt [79]. Eine Mutation des Leucin 34 in der hier untersuchten LOV1-Domäne

zu Valin oder Isoleucin wurde allerdings noch nicht durchgeführt.

7.2.1 pH- und Salzabhängigkeit

Die Rückkehrkinetik hängt sehr stark vom pH-Wert und der Salzkonzentration

der Lösung ab. In Abbildung 7.2 sind die Zeitkonstanten angegeben, die bei

verschiedenen pH-Werten im Bereich von 4 bis 7 und bei Salzkonzentrationen

von 10 und 90 mmol/L gemessen wurden. Dabei nimmt die Geschwindigkeit der

Reaktion zu saurem pH-Wert hin stark ab. Im Bereich zwischen pH 3.8 und 5.4

führt eine Erhöhung der Salzkonzentration zu einer erheblichen Zunahme der

Zeitkonstanten.

Um den Verlauf der pH-Abhängigkeit beschreiben zu können, wurde ein ki-

netisches Modell entworfen. Hierfür nimmt man an, dass ein Säure-Base-Paar

BH/B− einen Einfluss auf die Kinetik hat. So verläuft die Reaktion in Gegenwart

der protonierten Base BH mit der Ratenkonstante k1, wohingegen man bei De-

protonierung eine Ratenkonstante k2 beobachtet. Befinden sich beide Zustände

in einem schnellen Gleichgewicht im Verhältnis zur Reaktionsgeschwindigkeit,

so erhält man einen monoexponentiellen Verlauf der Rückkehrreaktion mit der

sichtbaren Ratenkonstante

k = k1x + k2(1 − x), (7.1)

wobei x die relative Besetzung der protonierten Form darstellt.
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Abb. 7.2: pH- und Salzabhängigkeit der thermischen Rückreaktion

Diese steht in folgender Beziehung zum Konzentrationsverhältnis an Säure und

Base:

[B−]

[BH]
= 10(pH−pKa) =

1 − x

x
. (7.2)

Setzt man nun Gleichung (7.2) in Gleichung (7.1) ein, so erhält man die Abhän-

gigkeit der Zeitkonstante vom pH-Wert:

τ =
1

k
=

10(pH−pKa) + 1

10(pH−pKa)k2 + k1

. (7.3)

Passt man die Gesetzmäßigkeit von Gleichung (7.3) an die Messwerte an, so

erhält man einen pKa-Wert des Säure-Base-Paars von 5.3 bei 10 mM NaCl und

5.6 bei 90 mM NaCl. Wie in Abbildung 7.2 zu sehen ist, stimmt die Anpassungs-

kurve gut mit den Messwerten überein, obwohl die Gleichung nur drei Parameter

enthält. Die entsprechenden Grenzwerte für die Zeitkonstanten betragen 250 und

950 s bei niedriger bzw. 180 und 1900 s bei hoher Salzkonzentration. Das betei-

ligte Säure-Base-Paar ist auf den ersten Blick nicht leicht zu identifizieren. So
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sind keine Wassermoleküle oder geladene Aminosäuren in der Nähe der Bindung

zwischen Flavin C(4a) und der Cystein Thiol-Gruppe, die im sauren Bereich pro-

toniert werden könnten [34]. Allerdings zeigt das FMN selbst einen pKa-Wert

von 6.2 an der Phosphatgruppe [39]. Diese Phosphatgruppe wiederum ist durch

Wasserstoffbrückenbindungen mit Arginin 58 verknüpft, also mit der zum reak-

tiven Cystein benachbarten Aminosäure. In Abbildung 7.3 ist ein entsprechen-

Abb. 7.3: Ausschnitt aus der Struktur der belichteten LOV1-Domäne mit Was-
serstoffbrückenbindungen in grün (PDB Nr. 1N9O)

der Ausschnitt aus der Kristallstruktur des belichteten Zustands (LOV1-390)

zu sehen. Dabei hat sich im Addukt eine Schleife aus FMN, Arg58 und Cys57

gebildet, die möglicherweise einen Zug auf die gebildete Bindung ausübt. Es

ist nun denkbar, dass bei einem sauren pH-Wert die Wechselwirkung zwischen

der Phosphatgruppe und Arginin 58 durch Protonierung geschwächt wird [34].

Dies würde die Bindung entlasten und damit eine langsamere Rückreaktion er-

klären. Die Lage des Phosphatrests an der Oberfläche des Proteins unterstützt

diese Hypothese, da die Gruppe damit von der Lösung aus zugänglich ist. Eine

Änderung des pKa-Werts der Phosphatgruppe von 6.2 in Lösung auf 5.3 bzw.

5.6 im Protein lässt sich durch eine Änderung der Polarität des Mediums und

die direkten Wechselwirkungen mit den umgebenden Aminosäuren erklären.

Die Auswirkung der Natriumchlorid-Konzentration auf die Rückreaktion ist
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schwierig zu erklären. Ein reiner Oberflächenladungsausgleich kann ausgeschlos-

sen werden, da sich der Effekt bei Gesamtkonzentrationen an Ionen zwischen

100 und 200 mM zeigt, bei der die Ladungen bereits abgesättigt sein sollten.

Messungen der Zeitkonstante in Abhängigkeit der Konzentration an Natrium-

chlorid bei pH 4.7 zeigen keine Stufe, aus der sich direkt eine Bindungsaffi-

nität berechnen ließe. Der Effekt ist nur wenig vom Kation aber deutlich vom

gewählten Anion abhängig, wobei die Auswirkung im Falle des Chloridanions

am Stärksten ist. In Proteinen sind verschiedene Bindungsstellen für Chlori-

de zu finden. So zeigt die Kristallstruktur der Chloridpumpe Halorhodopsin bei

atomarer Auflösung eine direkte Wasserstoffbrückenbindung des Chlorids zu Se-

rin [80], wohingegen in anderen Systemen unter anderem Glutamin bzw. Lysin

diese Bindungen ausbilden [81, 82]. In der LOV1-Domäne weisen allerdings so-

wohl die vorhandenen Serine als auch Lysine aus dem Protein heraus in die

Umgebung und sollten daher keinen Einfluss auf die Kinetik des Rezeptors ha-

ben. Hingegen gibt es zwei Glutamine, Glu61 und Glu120, die direkt mit dem

FMN interagieren [34]. Demnach könnte eine hohe Chloridionen-Konzentration

diese Wechselwirkungen schwächen und damit einen Einfluss auf die Geschwin-

digkeit der Rückreaktion nehmen. Dieser Effekt tritt allerdings nur bei sauren

pH-Werten auftritt. Ist die obige Interpretation der pH-Abhängigkeit korrekt, so

führt eine Protonierung der Phosphatgruppe womöglich zu einer Zugänglichkeit

der Anionen zur Chromophor-Bindungstasche. Es ist allerdings zu beachten,

dass hier Abhängigkeiten untersucht werden, die nicht direkt den physiologi-

schen Bedingungen in den Kompartimenten der Algenzelle entsprechen.

7.2.2 Additive

Nachdem festgestellt werden konnte, dass die Geschwindigkeit der Rückreaktion

durch pH und Ionenkonzentration des Mediums beeinflussbar ist, wurden die

Zusätze Imidazol und Natriumazid auf ihren Einfluss hin untersucht. Zunächst

wurde bei pH 7.7 eine Pufferlösung mit Imidazol schrittweise bis zu einer End-

konzentration von 10 mmol/L zugegeben. Dabei änderte sich die Zeitkonstante

der Rückreaktion von 200 auf 154 s, während sich in einer Vergleichsreihe mit

einer Pufferlösung ohne Imidazol die Zeitkonstante nicht wesentlich änderte.

Da Imidazol bei diesem pH-Wert in seiner Neutralform vorliegt und auch bei
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konstantem pH gemessen wurde, kann es sich nicht einfach um die oben be-

schriebenen Auswirkungen von pH oder Ionenkonzentration handeln. Imidazol

ist bekannt für seine Wirkung als nukleophiler Katalysator in der Esterhydroly-

se [83]. Denkbar wäre demnach ein Angriff des Imidazols auf die C(4a)-Position

im Flavin-Thiol-Addukt unter Abspaltung des Thiolats. Bei einer Eliminierung

des N(5)-Protons würde dann das Imidazol regeneriert werden. Es ist allerdings

fraglich, ob dieses relativ sperrige Molekül an den Reaktionsort gelangen kann,

auch wenn es in hoher Konzentration vorliegt.

Als weiteres Additiv wurde Natriumazid ausgewählt. In Studien zum Photozy-

klus der Protonenpumpe Bacteriorhodopsin wurde gezeigt, dass Azid die Re-

aktionszeiten beeinflusst [84] und in der Mutante D96N in Form von HN3 den

natürlichen Protonendonator Asp-96 ersetzen kann [85]. Zudem wurde vorge-

schlagen, dass es das Netzwerk der Wasserstoffbrückenbindungen in Mutanten

des Bacteriorhodopsins verändert [86]. In der LOV1-Domäne wurde Natrium-

azid bei pH 7.3 bis zu einer Konzentration von 28 mmol/L zugegeben, wodurch

sich die Zeitkonstante der Rückreaktion von 194 s kaum änderte. Die Zugabe ei-

ner Pufferlösung ohne Azid führte hingegen zu einer leichten Verlangsamung auf

214 s. Weitere Erhöhungen der Azidkonzentration verursachten dann ebenfalls

eine leichte Verlangsamung der Rückreaktion. Demnach ist die Auswirkung des

Azids auf die Rückkehrkinetik zumindest in seiner ionischen Form nur gering

und bei 28 mmol/L bereits abgesättigt.

7.2.3 Mutanten

In dem Modell, das die pH-Abhängigkeit der Rückkehrkinetik erklären soll,

spielt das Arginin 58 eine zentrale Rolle (siehe Kapitel 7.2.1). Dieses bildet Was-

serstoffbrückenbindungen zum Phosphatrest des FMN und zum Aspartat 31

aus. Daher wurden eine Reihe von Mutanten erzeugt, in denen diese beiden

Aminosäuren ersetzt wurden. Die gemessenen Spektren der Mutanten sind in

Abbildung 4.4 abgebildet. Die Kinetiken der Rückreaktion wurden unter Stan-

dardbedingungen bestimmt und sind im Vergleich zu einer wildtypischen Probe

in Abbildung 7.4 zu sehen. Zunächst wurde das Aspartat 31 gegen Glutamin

(D31Q) und Asparagin (D31N) ausgetauscht. Dies führte zu einer Beschleuni-

gung der Rückreaktion von einer Zeitkonstante von 200 s auf 137 s (D31Q) bzw.
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Abb. 7.4: Rückkehrkinetik verschiedener Mutanten der LOV1-Domäne im Ver-
gleich zum Wildtyp

132 s (D31N). Die beiden Mutanten zeigten demnach eine sehr ähnliche Kinetik.

Einen weitaus stärkeren Effekt beobachtete man beim Ersetzen des Arginin 58

durch Lysin (R58K). Die Rückreaktion zeigte nun eine Zeitkonstante von 73 s.

Beide Effekte lassen sich kombinieren, so erhielt man bei der Doppelmutante

D31QR58K eine sehr schnelle Rückreaktion mit einer Zeitkonstante von 43 s.

Geht man davon aus, dass die Mutationen die Wechselwirkungen zwischen den

Aminosäuren und dem FMN schwächen, so wäre ein ähnliches Ergebnis wie bei

einer Protonierung der Phosphatgruppe zu erwarten. Die Rückreaktion der Mu-

tanten verläuft allerdings nicht langsamer als beim Wildtyp, sondern deutlich

schneller. Das Ergebnis steht dann im Widerspruch zum oben beschriebenen

Modell der pH-Abhängigkeit. Allerdings muss die Mutation von Arginin 58 zu

Lysin nicht zwangsläufig auch eine Schwächung der Bindungen zum Phosphat

bedeuten. Im Gegenteil, es ist denkbar, dass das Lysin mit seiner endständigen,

ionischen NH+
3 -Gruppe starke Bindungen zum Phosphat eingeht. Nun ist das

Lysin aber um eine Einheit kürzer als das Arginin (siehe Abbildung 7.5). Wird

die NH+
3 -Gruppe nun an das Phosphat herangezogen, so wird im Addukt eine
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Abb. 7.5: Struktur der Seitenketten einiger Aminosäuren im Vergleich

Schleife gebildet, die noch stärker gespannt ist als im Wildtyp, wodurch sich ei-

ne schnellere Reaktion zum Dunkelzustand erklären lässt (siehe Abbildung 7.3).

Entsprechend kann auch die Auswirkung der D31Q- und D31N-Mutation inter-

pretiert werden. Hier wird die Wechselwirkung mit dem Arginin 58 geschwächt,

da die Carboxylatgruppe des Aspartats durch eine Aminogruppe in Asparagin

bzw. Glutamin ersetzt wird. Das Arginin 58 kann nun ein wenig näher an die

Phosphatgruppe heran und erhöht damit die Spannung im Addukt. Im Ein-

klang mit dieser Interpretation ähnelt sich das Verhalten der D31Q- und D31N-

Mutanten, obwohl sie sich in der Länge um eine CH2-Gruppe unterscheiden.

Würde noch eine Interaktion mit dem Arginin bestehen, so müssten die beiden

Mutanten in ihrem Verhalten deutliche Unterschiede zeigen. In der Doppelmu-

tante D31QR58K rückt dann das Lysin noch stärker an das Phosphat heran.

Ob dies durch einen Verlust von ionischen Bindungen zwischen Lysin und As-

partat geschieht oder durch den größeren sterischen Anspruch des Glutamins,

ist so nicht zu entscheiden. Zur Unterstützung dieser Interpretationen wäre es

interessant, eine Mutante zu erzeugen, in der das Arginin 58 durch eine nicht

koordinierende Aminosäure ersetzt wird. Hier wäre dann wie beim Wildtyp bei

einem sauren pH-Wert eine sehr langsame Rückreaktion zu erwarten. Proble-

matisch ist daran allerdings, dass dann auch die Einbindung des Chromophors

in das Protein geschwächt wird.

In Kapitel 5.2.4 wurde die Bildungskinetik des Addukts in der W98F-Mutante

untersucht. Diese unterscheidet sich nicht wesentlich von der des Wildtyps. Die

Rückreaktion der W98F-Mutante zeigt eine Zeitkonstante von 126 s und ist

damit deutlich schneller als im Wildtyp. Vergleichbar ist die Änderung in der
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Zeitkonstante mit der in den Mutanten D31Q und D31N. Gemeinsam haben

diese Mutationen, dass die ausgetauschten Aminosäuren nicht direkt, sondern

nur sekundär mit dem FMN interagieren. So ist das Tryptophan 98 benachbart

zum Asparagin 99, das wiederum eine Wasserstoffbrückenbindung zum O(4) des

FMN ausbildet. Diese Bindung zum FMN erfolgt dabei von hinten bezogen auf

das reaktive Cystein und könnte damit Einfluss auf die konformative Spannung

im Addukt haben.

7.2.4 Mechanismus

Der Ablauf der thermischen Rückreaktion wurde nicht im Detail untersucht.

Aus Studien zur LOV2-Domäne aus A. sativa Phot1 ist bekannt, dass die Kine-

tik der Rückreaktion einen Isotopeneffekt zeigt [48]. Naheliegend wäre es daher

anzunehmen, dass im ersten geschwindigkeitsbestimmenden Schritt das Proton

von der N(5)-Position abstrahiert wird und daraufhin die Bindung zum Cystein

gelöst wird. Allerdings befindet sich keine entsprechende Base in der Nähe des

Reaktionszentrums. Eine weitere Möglichkeit ist die homolytische Spaltung der

S-C(4a)-Bindung und die darauf folgende Übertragung des Wasserstoff-Radikals

auf das Cysteinradikal. Dabei müsste der zweite Schritt die höhere Aktivierungs-

energie aufweisen. Aus quantenmechanische Rechnungen ergibt sich tatsächlich

bevorzugt ein derartiger radikalischer Verlauf [87]. Die Tendenz der Adduktbin-

dung zu einer homolytischen Spaltung wurde bereits experimentell anhand eines

Derivats des 5-Ethyl-4a-methoxy-flavins gezeigt [88].

7.3 Photochemische Rückreaktion

Aufgrund der sehr langsamen Rückreaktion der LOV1-Domäne sollte es bei

entsprechender Lichtintensität leicht möglich sein, sämtliche Proteine in ihren

belichteten Zustand LOV1-390 zu überführen. Um dies zu untersuchen, wurde

die Absorption im photostationären Zustand in Abhängigkeit der Belichtungs-

intensität gemessen. Als Messwellenlänge wurde 475 nm gewählt, da hier das

Addukt kaum noch absorbiert. Zur Belichtung wurde eine 100 W Wolframlampe

mit 435 nm Kantenfilter verwendet und die Intensität mit Hilfe von Neutral-

filtern variiert. Trägt man nun die Absorptionsänderung ∆A bezogen auf den
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Abb. 7.6: Relative Absorptionsänderung der LOV1-Domäne unter Belichtung in
Abhängigkeit der Intensität

Ausgangswert A0 bei 475 nm gegen die relative Intensität auf, so erhält man

den in Abbildung 7.6 gezeigten Verlauf. Man erkennt, dass die relative Ab-

sorptionsänderung auf einen Grenzwert zuläuft, der nicht dem erwarteten Wert

bei einer vollständigen Konversion in das LOV1-390 Intermediat entspricht.

Bei einer rein thermisch aktivierten Rückreaktion müsste die relative Absorp-

tionsänderung bei unendlicher Intensität größer als 0.94 sein. Dies ergibt sich

aus der Annahme, dass der Extinktionskoeffizient von LOV1-390 bei 475 nm

weniger als 6% von dem des Dunkelzustands beträgt, wie in Abbildung 6.1 zu

erkennen ist. Eine Erklärung für die Abweichung wäre, dass neben der thermisch

aktivierten Rückreaktion auch eine photoinduzierte Rückreaktion abläuft und

somit eine vollständige Konversion verhindert wird.

Um den Grenzwert bei unendlicher Intensität aus einer Anpassung bestimmen

zu können, wurden die folgenden Überlegungen angestellt: Der Grundzustand

1 wird photochemisch in das Intermediat 2 überführt. Für die Rückreaktion

müssen sowohl ein thermischer als auch ein photoinduzierten Verlauf in Betracht
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gezogen werden. Daraus lässt sich die folgende Differentialgleichung aufstellen,

die das Verhältnis x zwischen der Konzentration an Intermediat c2 und der

Anfangskonzentration des Dunkelzustands c0 beschreibt:

∂x

∂t
= −(k + α2F )x + α1F (1 − x). (7.4)

Dabei steht F für den Photonenfluss und k für die Geschwindigkeitskonstante

der thermischen Rückreaktion. Der Koeffizient α1 ergibt sich aus dem Extink-

tionskoeffizienten ε1(λ) des Dunkelzustands, der Quantenausbeute der Photore-

aktion zum Intermediat Φ1→2 und der normierten Photonendichte des auftref-

fenden Lichts ρ(λ) durch

α1 = Φ1→2

∫
ε1(λ)ρ(λ)dλ. (7.5)

Entsprechend ist α2 für die photochemische Rückreaktion definiert. Im photo-

stationären Zustand ist ∂x/∂t = 0. Dann lässt sich das Verhältnis der Konzen-

trationen schreiben als

xs =
α1F

k + (α1 + α2)F
. (7.6)

Die Absorption A′ der Probe bei der Messwellenlänge λ′ unter Belichtung be-

trägt

A′ = c2ε
′
2 + (c0 − c2)ε

′
1 = A′

0 + c2(ε
′
2 − ε′1) (7.7)

wobei A′
0 die Absorption vor Belichtung und ε′1 bzw. ε′2 die Extinktionskoeffi-

zienten bei der Messwellenlänge darstellen. Die Absorptionsänderung ∆A′ lässt

dich nun mit Hilfe von Gleichung (7.6) beschreiben als

∆A′ = A′
0 − A′ = c0xs(ε

′
1 − ε′2) = c0(ε

′
1 − ε′2)

α1F

k + (α1 + α2)F
(7.8)

Damit beträgt die relative Absorptionsänderung

∆A′

A′
0

=
ε′1 − ε′2

ε′1

α1F

k + (α1 + α2)F
. (7.9)
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Mit dieser Beziehung der allgemeinen Form

∆A′

A′
0

=
RF

a + F
(7.10)

lassen sich nun die Messwerte in Abhängigkeit der Intensität anpassen, woraus

man zwei Parameter R und a erhält. Dabei stellt R den Grenzwert dar, der

durch die Auftragung bestimmt werden sollte:

R = lim
F→∞

(
∆A′

A′
0

)
=

1 − ε′2/ε
′
1

1 + α2/α1

(7.11)

Führt man nun die Anpassung durch, so erhält man den Wert R = 0.84. Das

bedeutet, dass die Anfangsabsorption der Probe bei 475 nm von 0.37 bei Belich-

tung mit unendlicher Intensität um 84% und damit auf 0.06 abnehmen würde.

Um nun eine quantitative Aussage über die Beteiligung einer photoinduzierten

Rückreaktion zu machen, kann man aus dem Grenzwert R nach Gleichung (7.11)

Wertebereiche für die Koeffizienten ε′i und αi berechnen. Nimmt man an, dass

es keine photochemische Rückreaktion gibt, so ist α2=0 und man erhält

ε′2
ε′1

= 1 − R = 0.16 (7.12)

Das in Abbildung 6.1 gezeigte Spektrum zeigt allerdings ein deutlich geringeres

Verhältnis von 0 ≤ ε′2/ε
′
1 ≤ 0.06 bei 475 nm. Unter Verwendung dieses Werte-

bereichs erhält man nun

0.12 ≤ α2

α1

≤ 0.19 (7.13)

Zusammenfassend bedeutet dies, dass es einen deutlichen Hinweis auf eine pho-

toinduzierte Rückreaktion gibt. Da allerdings nicht mit monochromatischem

Licht belichtet wurde, kann aus dem Verhältnis der Koeffizienten αi kein Rück-

schluss auf das Verhältnis der Quantenausbeuten von Hin- und Rückreakti-

on gezogen werden. Weiterhin ist noch zu klären, in welchen Zeiträumen die

Rückreaktion abläuft, ob also der Bindungsbruch aus einem Singulett- oder er-

neut aus einem Triplettzustand heraus erfolgt. Es stellt sich natürlich die Frage

nach der physiologischen Relevanz einer photochemischen Rückreaktion. Prinzi-

piell kann so verhindert werden, dass der Photorezeptor vollständig konvertiert
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und damit bis zum Ablauf der thermischen Rückreaktion funktionsunfähig ist.

Dies könnte vor allem in Situationen mit hoher Lichtintensität einen Schutzme-

chanismus darstellen.

7.4 Photozyklus des Wildtyps im Überblick

In Abbildung 7.7 ist der Photozyklus des Wildtyps der LOV1-Domäne zusam-

mengestellt (siehe Kapitel 4-7). Nach Anregung des FMN bildet sich der Trip-

lettzustand LOV1-715 in zwei Konformationen. Diese reagieren mit unterschied-

lichen Zeitkonstanten in das Photoaddukt LOV1-390. Ein Zerfall des Triplett-

zustands in den Grundzustand wie in der C57S-Mutante mit 27 µs wird nicht

beobachtet. Das Addukt kann sowohl thermisch als auch photochemisch indu-

ziert wieder in den Dunkelzustand zurück reagieren.
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Abb. 7.7: Photozyklus des Wildtyps der LOV1-Domäne



8 Irreversible Photoreaktionen:

Mutante LOV1-C57M

8.1 Ziel und Erwartungen

Das in der LOV1-Domäne gebildete Intermediat LOV1-390 ist nicht stabil. Für

eine detaillierte Untersuchung wäre es erstrebenswert, eine Mutante zu gene-

rieren, in der das Addukt stark stabilisiert wird. So könnte nicht nur das Ad-

dukt genauer charakterisiert werden, es wäre auch möglich, den Signalzustand

des Rezeptors
”
einzufrieren“ und damit zur Aufklärung der Signalweiterleitung

beizutragen. Dabei bietet es sich an, das reaktive Cystein 57 zu einem Methio-

nin zu mutieren (C57M). Bei einer dem Wildtyp entsprechenden Photoreaktion

Abb. 8.1: Erwartete irreversible Photoreaktion der LOV1-C57M Mutante

würde sich ein an der N(5)-Position methyliertes Addukt bilden (siehe Abbil-

dung 8.1). Dieses würde voraussichtlich eine höhere Stabilität aufweisen, da eine

basenkatalysierte Abstraktion des N(5)-Protons nicht mehr möglich ist und eine

homolytische Spaltung der N(5)-CH3-Bindung eine sehr hohe Aktivierungsbar-

riere aufweisen sollte. Eine derartige Reaktion würde auch Rückschlüsse auf den

56



8.2 Kraftfeldrechnungen zum Dunkelzustand 57

Bildungsmechanismus des Addukts erlauben. Für den Wildtyp wurde ein ioni-

scher Verlauf postuliert, bei dem im ersten Schritt das Thiol-Proton auf das

Flavin übertragen wird [111]. Dieser müsste neu überdacht werden, da in der

Mutante die Übertragung eines CH+
3 -Kations ohne Aktivierung des Methionins

unwahrscheinlich ist. Ein Nachteil der Verwendung von Methionin ist, dass die

Seitenkette der Aminosäure eine CH2-Gruppe länger ist als die des Cysteins.

Dies muss bei der Interpretation berücksichtigt werden. Der Einbau eines me-

thylierten Cysteins wäre sinnvoller, allerdings ist dies sehr aufwendig, da es sich

nicht um eine natürlich vorkommende Aminosäure handelt.

8.2 Kraftfeldrechnungen zum Dunkelzustand

Entscheidend für eine erfolgreiche Photoreaktion der C57M-Mutante ist, dass

sich die Thiomethylgruppe der Aminosäure in einem für die Reaktion geeigne-

ten Abstand zum FMN-Chromophor befindet. Aus den Spektren des Dunkel-

zustands lässt sich dies nicht ableiten. So entspricht das Absorptionsspektrum

der C57M-Mutante im Wesentlichen dem des Wildtyps (siehe Kapitel 4.2.2).

Das Fluoreszenzspektrum der Mutante bei Anregung bei 350 nm zeigt ebenfalls

keinerlei Unterschiede zu dem des Wildtyps. Eine Kristallstrukturanalyse des

Dunkelzustands würde hier Aufschluss geben, ist aber für diese Fragestellung

zu aufwendig. Daher wurden Kraftfeldrechnungen durchgeführt, um die Position

der Thiomethylgruppe zu bestimmen. Ausgangspunkt für die Rechnungen war

dabei die Kristallstruktur des Wildtyps (PDB Nr. 1N9L). Das Cystein 57 wurde

mit Hilfe des Programms Swiss Pdb-Viewer Version 3.7 (GlaxoSmithKline) [89]

durch Methionin ersetzt und die zehn dabei erzeugten Standardrotamere als

Startgeometrien für die Energieoptimierung eingesetzt. Die Kraftfeldrechnung

wurde mit dem Programmpaket Gromacs Version 3.1.4 durchgeführt [90,91]. In

diesem ist das Kraftfeld Gromos 43B1 implementiert, das für Proteine im Vaku-

um parametrisiert ist [92]. Es wurde zunächst ein Steepest Descent Algorithmus

angewandt und die resultierende Geometrie dann mit einem Conjugate Gradi-

ent Algorithmus bis auf eine Kraft < 0.7 kJ/(mol·nm) optimiert. Dabei wurden

dem Protein keinerlei Restriktionen von außen auferlegt, alle Aminosäuren und

auch der Chromophor konnten sich frei bewegen. Um beurteilen zu können, ob
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die Rechnungen sinnvolle Ergebnisse lieferten, wurde die Struktur des Wildtyps

auf die gleiche Weise optimiert, wobei neun Standardrotamere des Cysteins 57

als Startgeometrien verwendet wurden.

Ausschnitte aus den optimierten Strukturen des Wildtyps und der C57M-Mu-

tante sind in Abbildung 8.2 dargestellt. Die berechneten Energien der Kon-

formere und die Abstände zwischen Flavin und Cystein sind in Tabelle 8.1

zusammengefasst. Die Nummerierung der als Startgeometrien verwendeten Ro-

tamere aus dem Swiss Pdb-Viewer wurde dabei beibehalten. Betrachtet man

zunächst die Strukturen des Wildtyps, so konvergierten alle Startgeometrien in

zwei Konformere. Diese stimmen sehr gut mit den beiden in der Kristallstruktur

des Wildtyps gefundenen Konformeren überein. Der Schwefel des Cysteins hat

einen Abstand von 3.3 bzw. 4.5 Å zum C(4a)-Atom des Flavins im Vergleich

zu den experimentell bestimmten 3.5 bzw. 4.5 Å [34]. Die Optimierung lieferte

demnach realistische Geometrien der Konformere. Zusätzlich konnte noch der

Abstand des Thiol-Protons zur N(5)-Position bestimmt werden, was durch die

Kristallstrukturanalyse nicht möglich war. Sie beträgt in den beiden Konforme-

ren 2.5 bzw. 3.4 Å, demnach befindet sich das Proton bereits in einer für die

Reaktion günstigen Position.

Allerdings zeigt eine Betrachtung der Energien der Konformere des Wildtyps,

dass auch bei gleicher Anordnung des Cysteins sehr unterschiedliche Gesamt-

energien bestimmt wurden. Dies ist darauf zurückzuführen, dass die relativ klei-

nen Energieunterschiede zwischen den verschiedenen Rotameren des Cysteins

stark überlagert werden durch sich aufsummierende Geometrieänderungen im

Protein. So erfolgten bei der Optimierung im gesamten Protein kleinere Geo-

metrieänderungen, da sich alle Aminosäuren ohne Beschränkungen frei bewegen

konnten. Eine quantitative Auswertung und demnach eine Aussage über die re-

lative Besetzung der Konformere bei Raumtemperatur ist daher nicht sinnvoll.

Für den Dunkelzustand der C57M-Mutante erbrachte die Energieoptimierung

sechs bevorzugte Konformere. Die Abstände zwischen Methionin und Flavin in

den Konformeren betragen für S-C(4a) 3.5-4.7 Å und für CH3-N(5) 3.5-4.9 Å

(siehe Tabelle 8.2). Dabei befindet sich bei zwei der sechs Konformeren (die

Paare 2/7 und 4/9) die komplette Thiomethylgruppe in einer Entfernung von

weniger als 4 Å vom Flavin, was eine Photoreaktion ohne weiteres ermöglichen

sollte.
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Abb. 8.2: Ausschnitte aus den mit Kraftfeldrechnung optimierten Strukturen
möglicher Konformere von Wildtyp (oben) und C57M-Mutante (un-
ten) der LOV1-Domäne
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Tab. 8.1: Energien der optimierten Strukturen möglicher Konformere des Wild-
typs und die Abstände zwischen Cystein und Flavin. Die Konformere
wurden nach ihrer Energie geordnet, wobei die Nummerierung der
Startgeometrien beibehalten wurde

Wildtyp

Nr. Energie Abstand (Å)

(kJ/mol) S-C(4a) H-N(5) S-N(5)

2 -7566.2 3.34 2.52 3.20
5 -7566.3 3.36 2.54 3.18
8 -7566.3 3.34 2.52 3.20
3 -7541.5 4.52 3.42 3.93
7 -7536.7 4.52 3.42 3.93
6 -7532.7 4.50 3.41 3.92
4 -7529.4 4.59 3.49 3.98
1 -7529.3 4.59 3.49 3.98
9 -7521.7 4.56 3.48 3.96

Tab. 8.2: Energien der optimierten Strukturen möglicher Konformere der C57M-
Mutante und die Abstände zwischen Methionin und Flavin

C57M-Mutante

Nr. Energie Abstand (Å)

(kJ/mol) S-C(4a) CH3-C(4a) CH3-N(5) CH2-C(4a) CH2-N(5)

3 -7595.0 4.68 4.27 3.76 3.34 3.72
2 -7577.6 3.51 3.84 3.70 4.15 4.19
7 -7577.4 3.46 3.79 3.67 4.16 4.25
1 -7576.9 4.58 3.64 3.51 3.78 3.52
10 -7576.8 4.59 3.64 3.51 3.78 3.52
5 -7576.5 4.51 3.59 3.68 3.67 3.38
9 -7556.9 3.70 3.88 3.47 3.44 3.51
4 -7556.3 3.68 3.88 3.48 3.44 3.53
6 -7536.5 4.25 5.35 4.89 4.02 3.91
8 -7524.2 4.27 5.37 4.91 4.05 3.92
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8.3 Untersuchung des Reaktionsablaufs

Belichtet man die LOV1-C57M Mutante mit einem Xenon-Blitz durch einen

435 nm Kantenfilter, so ändert sich das Absorptionsspektrum deutlich. In Ab-

bildung 8.3 ist das Spektrum des Photoprodukts C57M-415 dargestellt. Es zeigt

ein Maximum bei 350 nm und eine Schulter bei 415 nm und ähnelt damit dem

Spektrum eines reduzierten Flavins [38]. Die Mutante ist demnach trotz Aus-

tausch des reaktiven Cysteins weiterhin photochemisch aktiv. Allerdings ist das

Photoprodukt C57M-415 über längere Zeiträume nicht stabil, nach mehreren

Stunden bildet sich ein Folgeprodukt, das im gesamten sichtbaren Bereich des

Spektrums absorbiert. Das Photoprodukt C57M-415 konnte daher nicht rein

isoliert werden, im abgebildeten Spektrum wurden geringe Anteile des Folge-

produkts durch Subtraktion entfernt. Das Folgeprodukt C57M-675 zeigt zwei

Absorptionsmaxima bei 675 und 625 nm im roten spektralen Bereich und drei

Maxima im blauen Bereich bei 450, 370 und 320 nm (siehe Abbildung 8.3). Um

eine vollständige Konversion zu erreichen, wurde die Probe für 60 h bei 40 °C
aufbewahrt.

Die Effizienz der Photoreaktion wurde im direkten Vergleich zu einer wildtypi-

schen Probe untersucht. Dabei wurde die Abnahme der Absorption des Dunkel-

zustands bei 475 nm nach Belichtung mit dem Xenon-Blitz durch einen 435 nm

Kantenfilter gemessen. Um einen Vergleich zu ermöglichen, wurden Temperatur

(20 °C), pH (7.7), Volumen (350 µL), Konzentration (OD 0.5) und Schichtdicke

(1 cm) bei beiden Proben identisch gewählt. Geht man davon aus, dass der

Chromophor FMN im Wildtyp und in der Mutante den gleichen Absorptions-

koeffizienten zeigt, so ist die Absorptionsänderung bei Belichtung der Quanten-

ausbeute der Photoreaktion proportional. Da im Wildtyp das gebildete Addukt

zurückreagiert, wurde die Absorptionsänderung unmittelbar nach Belichtung

aus einer Anpassung an die Rückkehrkinetik berechnet. Auf diese Weise wurde

festgestellt, dass die Mutante C57M ein um den Faktor 10 verringertes Aus-

bleichen bei Belichtung zeigt. Die Photoreaktion ist demnach deutlich weniger

effizient als im Wildtyp.

Betrachtet man nun die Kinetik der thermischen Folgereaktion in der Mutante,

so lässt sich die Bildung des C57M-675 anhand der Absorption bei 675 nm

verfolgen.
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Abb. 8.3: Absorptionsspektren zum Reaktionsablauf der LOV1-C57M-Mutante.
Abgebildet sind der Dunkelzustand (oben), das Photoprodukt C57M-
415 (Mitte) und das Folgeprodukt C57M-675 (unten).
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Das Folgeprodukt bildet sich demnach mit einer Zeitkonstante von 4 h bei 40 °C.

Bei einer genaueren Betrachtung ist ein biexponentieller Verlauf erkennbar mit

einer zweiten Zeitkonstante von 1 min und einem sehr geringen Anteil von 0.3‰.

C57M-675 ist das Endprodukt der Reaktion und ist selbst unter aeroben Bedin-

gungen über mehrere Monate hinweg stabil.

Um Informationen für die Identifizierung der Reaktionsprodukte zu bekom-

men, wurde der Ablauf der Photoreaktion mit Hilfe der Massenspektrometrie

untersucht. Da eine direkte Messung der Probe in Gegenwart von Puffersal-

zen nicht möglich ist, wurde sie vor der Einspritzung gegen Wasser dialysiert.

Daraufhin wurden Teile der Probe in das Photoprodukt und das Folgeprodukt

wie oben beschrieben umgesetzt, wobei das Photoprodukt erst unmittelbar vor

der Messung aus dem Dunkelzustand erzeugt wurde. Die erfolgte Umsetzung

wurde durch Aufnahme von Absorptionsspektren kontrolliert. Die Proben wur-

den mit einer 1:1 Mischung aus Methanol und Wasser mit 0.5% Anteil an Es-

sigsäure auf 5-20 pmol/µL verdünnt. Die Messungen wurden an einem Single-

Quadrupol-Massenspektrometer (SSQ7000, Thermo Finnigan) im Elektrospray-

Modus durchgeführt (zu den Messbedingungen siehe [93]). Die Elektrospray-

Methode erzeugt dabei mehrfach geladene Proteinionen. Die erhaltenen Mas-

senspektren zeigen daher eine Serie von Signalen, die zu den verschiedenen

m/z-Werten gehören, wobei sich benachbarte Signale jeweils um eine Ladung

unterscheiden. Daraus lässt sich durch eine Dekonvolution die Molekülmasse des

Proteins berechnen. Die entsprechend erzeugten Massenspektren des Dunkelzu-

stands, von C57M-415 und von C57M-675 sind in Abbildung 8.4 dargestellt.

Das Spektrum des Dunkelzustands zeigt das intensivste Signal bei einer Masse

von 14959 Da. Dies stimmt sehr gut mit der berechneten Masse des Apopro-

teins von 14963.0 g/mol überein. Da unter den Messbedingungen das Protein

denaturiert, wird der Chromophor herausgelöst. Tatsächlich zeigt sich ein schwa-

ches Signal bei 457.1 Da, das dem protonierten FMN entspricht. Die meisten

Signale werden von zwei Satelliten mit 76 und 98 zusätzlichen Einheiten be-

gleitet. Diese können auf eine Anlagerung von Natrium- bzw. Phosphationen an

das Protein zurückgeführt werden. Das Spektrum des Photoprodukts C57M-415

zeigt ein dem Dunkelzustand entsprechendes Signal bei 14962 Da, das wohl auf

eine unvollständige Umsetzung hinweist. Das Hauptsignal allerdings verschiebt

sich durch die Belichtung der Probe um 460 Einheiten auf 15419 Da. Da das
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Abb. 8.4: Dekonvolutierte ESI-Massenspektren zu C57M-Mutante und Wildtyp.
Die Spektren der Mutante zeigen eine kovalente Bindung zwischen
Apoprotein und FMN nach Belichtung (Verschiebung um 460 Da).
Im Wildtyp-Spektrum fehlt dieses Signal (mit einem Pfeil markiert)

FMN gerade eine Masse von 456 g/mol aufweist, ist dies ein starker Hinweis

auf eine kovalente Bindung zwischen dem Chromophor und dem Apoprotein

in C57M-415. Ein Signal für den Chromophor bei 457 Da wurde entsprechend

nicht gefunden. Nach Umsetzung der Probe zum C57M-675 erhält man ein weit-

gehend identisches Massenspektrum mit einem Hauptsignal bei 15417 Da. Dies

bedeutet, dass die Reaktion von C57M-415 nach C57M-675 trotz der drastischen

Änderung im Absorptionsspektrum keine Auswirkung auf das Massenspektrum

hat. Der Chromophor ist demnach auch in C57M-675 weiterhin an das Prote-

in gebunden. Um zu zeigen, dass die Verschiebung der Signale nicht nur durch

eine unvollständige Denaturierung verursacht wird und damit ein Artefakt der

Messmethode ist, wurde der Dunkelzustand des Wildtyps auf die gleiche Weise

untersucht (siehe Abbildung 8.4). Das Spektrum zeigt nur ein Signal bei einer

Masse von 15609 Da. Dies liegt um 130 Einheiten unter der berechneten Masse

des Apoproteins von 15739 g/mol, was auf eine Abtrennung des N-terminalen
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Methionins hinweist. Die Apoproteine von Wildtyp und Mutante unterscheiden

sich in ihrer Masse, da unterschiedliche Vektoren für die Herstellung verwendet

wurden. Entscheidend ist aber, dass im Spektrum des Wildtyps kein weite-

res Signal zu finden ist. Insbesondere fehlt ein Signal mit einer dem Addukt

entsprechenden Verschiebung von 460 Einheiten, dessen erwartete Position in

der Abbildung mit einem Pfeil markiert wurde. Das zweite Signal im Spek-

trum des Dunkelzustands der C57M-Mutante bei 15419 Da ist demnach dar-

auf zurückzuführen, dass die Probe während der Herstellung bereits schwachem

Licht ausgesetzt war.

Betrachtet man die Massenspektren der C57M-Mutante vor der Dekonvolution,

so fällt auf, dass bei Messungen des Dunkelzustands eine bimodale Verteilung

der geladenen Proteinionen auftritt. In den Produkten C57M-415 und C57M-675

hingegen zeigt sich eine monomodale Verteilung, bei der nur noch die geringer ge-

ladenen Ionen beitragen. Es ist bekannt, dass bei der ESI-Massenspektrometrie

aus der Form der Verteilung auf die tertiäre Struktur des Proteins zurückge-

schlossen werden kann [94]. So erzeugen denaturierte, entfaltete Proteine höher-

geladene Ionen, wohingegen bei nativen Proteine die geringer geladenen Ionen

dominieren. Im Falle der C57M-Mutante gibt dies einen Hinweis darauf, dass

bei kovalent gebundenem Chromophor die Entfaltung des Proteins unter den

sauren Messbedingungen behindert wird.

Alle Proben wurden vor den Messungen gegen Wasser dialysiert, um den Phos-

phatpuffer zu entfernen. Dies ist problematisch, da das Protein bei der Dialyse

leicht ausfällt. Daher wurden Messungen in einem 5 mM Ammoniumacetat-

Puffer pH 8 mit 50% Methanol durchgeführt. Dies ermöglichte zwar direkte

Messungen in Gegenwart des Puffers, führte aber leider auch zu einer starken

Verringerung der Signalintensität. Als Alternative wäre eine Messung mit vorhe-

riger chromatographischer Auftrennung denkbar (Liquid Chromatography and

Mass Spectrometry LC-MS). Dies wurde allerdings nicht durchgeführt, da hier

ein Spektrum nicht mehr die ganze Probe repräsentiert.
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8.4 Intermediat C57M-415

Aus dem Massenspektrum des Intermediats C57M-415 kann geschlossen werden,

dass sich in der Photoreaktion wie erwartet eine kovalente Bindung zwischen

Chromophor und Apoprotein gebildet hat. Das Absorptionsspektrum mit sei-

nem Maximum bei 350 nm und seiner Schulter bei 415 nm erlaubt Rückschlüsse

auf die Art der Verknüpfung. Wie in Abbildung 8.3 gezeigt, ähnelt es nur ein-

geschränkt dem Adduktspektrum des Wildtyps. Dieses zeigt nur eine Absorp-

tionsbande bei 390 nm, die für ein Flavin C(4a)-Thiol-Addukt charakteristisch

ist. Hingegen spricht die Absorptionsbande des C57M-415 bei 350 nm eher für

das Vorliegen einer N(5)- oder C(4a)-Alkylierung des Flavins [95]. Allerdings ist

in den vergleichbaren, synthetisierten Addukten keine weitere Absorption bei

415 nm zu erkennen. In reduzierten Flavinen weist eine Absorptionsbande über

400 nm auf eine koplanare Geometrie des Flavins hin [96] und ist ein Maß für

die sp2-Hybridisierung des N(5) [97]. In einem C(4a)-alkylierten Addukt ist auf-

grund der sp3-Hybridisierung des N(5) demnach keine Absorption über 400 nm

zu erwarten. Dies gilt ebenfalls für die N(5)-alkylierten Addukte, da diese ei-

ne sogenannte Schmetterlings-Konformation einnehmen, bei der das Flavin um

die N(5)-N(10)-Achse geknickt vorliegt. Dabei wird grundsätzlich das stabilere

Tautomer gebildet, bei dem sich das Proton nicht an C(4a), sondern an N(1)

befindet.

Abb. 8.5: Strukturvorschläge für das Intermediat C57M-415 im Vergleich: N(5)-
alkyliertes und C(4a)-alkyliertes Addukt

Das Absorptionsspektrum des C57M-415 weist demnach darauf hin, dass es sich

hierbei zwar um ein N(5)-alkyliertes Addukt handelt (siehe Abbildung 8.5), die-

ses aber nicht geknickt, sondern in einer koplanaren Geometrie vorliegt. Es ist

vorstellbar, dass diese koplanare Geometrie durch die Proteinumgebung erzwun-
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gen wird, da die langen Substituenten an N(5) wie auch an N(10) nicht frei be-

weglich sind. Das Proton muss sich dabei trotz der Wasserstoffbrückenbindung

zu Glutamin 61 an der N(1)-Position befinden, da sonst keine planare Anord-

nung möglich ist. Die Analyse des Spektrums genügt allerdings nicht, um eine

sichere Aussage über die Struktur zu machen, auch kann die zusätzliche An-

wesenheit von C(4a)-alkyliertem Addukt nicht ausgeschlossen werden. Daher

wurde zunächst das Folgeprodukt C57M-675 genauer untersucht.

8.5 Produkt C57M-675

8.5.1 Radikalischer Charakter

Das Absorptionsspektrum des Reaktionsprodukts C57M-675 zeigt eine unge-

wöhnliche Bande im roten Bereich des Spektrums mit Maxima bei 625 und

675 nm. Es ähnelt damit dem in Abbildung 5.1 gezeigten Spektrum des ange-

regten Triplettzustands des FMN. Allerdings schließt die lange Lebensdauer von

C57M-675 diese Zuordnung aus. Auch Charge-Transfer-Komplexe des Flavins

können zu einer Absorption im diesem Bereich des Spektrums führen. Diese zei-

gen jedoch eine breite Bande ohne Feinstruktur im Gegensatz zum Spektrum

des C57M-675 [46]. Weitaus größer ist die Übereinstimmung der Spektren bei

einem Vergleich mit der Neutralform eines Flavoproteinradikals [37]. Um einen

direkten Vergleich zu haben, wurde ein entsprechendes Radikal durch Photo-

reduktion mit EDTA in der LOV1-Domäne generiert. Diese Umsetzung ist in

Kapitel 8.7.1 im Detail beschrieben. Als Ergebnis erhält man das charakteri-

stische Spektrum eines Neutralradikals in einem Flavoprotein mit Maxima bei

570 und 610 nm. Eine Rotverschiebung von 65 nm zum C57M-675 lässt sich

demnach nicht einfach durch den Einfluss des LOV1-Apoproteins erklären. Al-

lerdings zeigt die Massenspektrometrie eine kovalente Verknüpfung zwischen

Chromophor und Apoprotein in C57M-675. Gemäß dem Absorptionsspektrum

des C57M-415 erfolgt diese vermutlich an der N(5)-Position. Tatsächlich zeigen

N(5)-alkylierte Flavinradikale in unpolarer Lösung eine um 20 nm rotverscho-

bene Absorption [98, 99] gegenüber den unsubstituierten Neutralradikalen [96].

Weiterhin ist die Übereinstimmung der Spektren mit C57M-675 auch im übrigen

spektralen Bereich groß. Das Spektrum des C57M-675 weist demnach darauf
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hin, dass es sich hierbei um ein N(5)-alkyliertes Neutralradikal des Flavins

handelt. Um diese Interpretation zu belegen, wurde das Reaktionsprodukt mit

Hilfe der Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (ESR) und Elektron-Kern-

Doppelresonanz-Spektroskopie (ENDOR) untersucht [100]. In dieser Studie wur-

de gezeigt, dass es sich tatsächlich um ein Neutralradikal des Flavins handelt.

Aus der Analyse der Hyperfeinkopplung wurde geschlossen, dass dieses Radikal

an der N(5)-Position entweder eine CH2- oder eine CH-Gruppe trägt.

8.5.2 Kovalente Bindung zum Apoprotein

Die postulierte kovalente Bindung in C57M-675 sollte es weitgehend unmöglich

machen, Apoprotein und Chromophor voneinander zu trennen. Denaturiert man

das Protein und fällt es danach aus, so müsste sich der Chromophor im Rück-

stand befinden. C57M-675 wurde demnach mit 1% Natriumdodecylsulfat (SDS)

denaturiert und in 90% Aceton gefällt. Zum Vergleich wurde dieselbe Proze-

dur mit einer Wildtyp-Probe durchgeführt. Nach Zentrifugation wurden Ab-

sorptionsspektren der Überstände aufgenommen. Es zeigte sich, dass in der

Wildtyp-Probe FMN in geringer Menge nachgewiesen werden kann, wohinge-

gen bei C57M-675 keinerlei Absorption zu erkennen ist. Führt man das Ex-

periment mit 10% Trichloressigsäure (TCA) anstatt Aceton durch, so zeigen

beide Proben eine Absorptionsbande bei 380 nm mit einer Schulter bei 450 nm.

Dies lässt sich bei diesem sauren pH-Wert auf ein teilweise protoniertes FMN

zurückführen. Zum Nachweis des FMN wurde eine Dünnschichtchromatograpie

mit 1-Butanol, Eisessig, Wasser (4:1:5) als Laufmittel durchgeführt. Dabei zeig-

te sich eine Übereinstimmung des RF -Wertes von 0.16 der Proben mit FMN in

10% TCA. Die Fällung in Aceton weist demnach auf eine kovalente Bindung in

C57M-675 hin, wohingegen diese Bindung wohl unter den sehr sauren Bedin-

gungen der TCA-Fällung gebrochen wird. Es ist vorstellbar, dass das Radikal

protoniert wird und das gebildete Radikalkation unter Oxidation und Hydrolyse

dealkyliert [95].

Da die Fällungen zu keinem klaren Ergebnis führten, wurde stattdessen zur

Abtrennung des Chromophors eine massenselektive Ultrafiltration durchgeführt.

Hierzu wurden die Proben unter Verwendung eines Filters mit einer Trenngrenze

von 10 kDa (Millipore Centricon YM-10) bei 5000 g zentrifugiert.
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Abb. 8.6: Absorptionsspektren denaturierter Proben von C57M-675 (—) und
Wildtyp (· · ·) vor und nach der Ultrafiltration zur Abtrennung des
Chromophors
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Die Filtration wurde gestoppt, sobald 40% des Gesamtvolumens den Filter pas-

siert hatten. Das Retentat und das Filtrat wurden verdünnt und mit Hilfe der

Absorptionsspektroskopie untersucht. Abbildung 8.6 zeigt die Spektren der Pro-

ben in 1% SDS vor und nach der Filtration. Beim Wildtyp erkennt man das

Spektrum des durch die Denaturierung freigesetzten Flavins. Bei der Filtrati-

on passiert ein Teil des Flavins die Membran und ist im Filtrat nachweisbar.

Bei C57M-675 hingegen ist im Filtrat keinerlei Absorption zu erkennen. Dies

bedeutet, dass durch die kovalente Anbindung des Chromophors auch unter

denaturierenden Bedingungen eine Abtrennung nicht möglich ist.

Sowohl die ESR- und ENDOR-Spektroskopie als auch die Absorptionsspek-

troskopie an C57M-675 ergaben nicht genug Informationen, um die Art der

Verknüpfung zwischen FMN und Methionin zu bestimmen. Insbesondere blieb

unklar, an welcher Position sich der Schwefel des Methionins befindet. Daher

wurde eine Kristallstrukturbestimmung von C57M-675 mit einer Auflösung von

2.1 Å durchgeführt [93]. Es konnte gezeigt werden, dass tatsächlich eine Al-

kylierung an der N(5)-Position des Flavins stattgefunden hat. Das Methionin

bleibt dabei vollständig erhalten, die Reaktion geht demnach im Unterschied

zum Wildtyp nicht vom Schwefel sondern von der terminalen Methylgruppe

aus. Diese entscheidende Information lässt nun eine Zuordnung sowohl des End-

produkts C57M-675 als auch des Photoprodukts C57M-415 zu. So bildet sich

wie in Abbildung 8.7 gezeigt nach Anregung ein N(5)-alkyliertes Addukt von

Flavin und Methionin. Dieses wird dann vermutlich durch Sauerstoff oxidiert

und bildet das stabile Endprodukt C57M-675. Dieser Reaktionsweg ist im Ein-

klang mit allen geschilderten, experimentellen Befunden. So lässt sich damit

auch erklären, warum die beiden Reaktionsprodukte im Massenspektrum im

Rahmen der Auflösung ein gleiches Signal zeigen. Es ist anzunehmen, dass die

Photoreaktion wie im Wildtyp über den angeregten Triplettzustand des Flavins

verläuft. Eine detaillierte Diskussion zum Bildungsmechanismus des Addukts in

der Mutante im Vergleich zum Wildtyp wird in Kapitel 9 vorgestellt.

Die Kristallstruktur von C57M-675 erlaubt aber nicht nur eine Zuordnung des

Reaktionsprodukts, sondern liefert auch Informationen über Änderungen der

Konformation des Proteins bei der Reaktion [93]. So zeigt sich, dass das Rück-

grat des Proteins in C57M-675 und im Dunkelzustand des Wildtyps nahezu

identisch ist. Nur die Seitenketten von Lysin 34 und Glutamin 120 sind verscho-
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Abb. 8.7: Schrittweiser Verlauf der Photoreaktion der C57M-Mutante mit Bil-
dung eines N(5)-Addukts und eines Flavinradikals

ben, um einen engen Kontakt mit dem Methionin zu vermeiden. Das Methio-

nin selbst ist nicht in einer gespannten Konformation. Angesichts der geringen

Änderungen in der Tertiärstruktur kann davon ausgegangen werden, dass in

C57M-675 nicht der Signalzustand des Proteins vorliegt. Die Verlängerung der

Verknüpfung zum Protein um zwei CH2-Gruppen im Addukt der Mutante im

Vergleich zum Wildtyp gewährleistet eine Photoreaktion ohne größere Auswir-

kungen auf die Umgebung.

8.5.3 Stabilität

Das Radikal C57M-675 zeigt eine ungewöhnlich hohe Stabilität in aerober Um-

gebung. So ist es noch nach 18 Monaten bei 4 °C unverändert. Selbst durch

Einleiten von Sauerstoff in die Lösung wird das Radikal nicht oxidiert. Dena-

turierende Bedingungen wie 1% SDS führen ebenfalls nicht zu einem Verlust
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der typischen Absorption des Radikals, wie in Abbildung 8.6 zu sehen ist. Noch

nicht einmal die Feinstruktur in der Bande um 650 nm geht verloren, was bei

einer vollständigen Denaturierung zu erwarten wäre. So zeigen N(5)-alkylierte

Flavinradikale in Wasser nur ein breites Absorptionsmaximum bei 580 nm [98].

Daher wurden verschiedene weitere Denaturierungsbedingungen getestet. Die

Gegenwart von 8 M Harnstoff führte nicht zu einer Änderung in der Banden-

struktur des C57M-675, wohingegen die C57M-Mutante im Dunkelzustand nach

einigen Stunden denaturierte. Bei einer schrittweisen Zugabe von TCA bis auf

15 mmol/L verschwand nach und nach die Absorption des Radikals unter Bil-

dung von FMN wie bereits bei den Fällungen beschrieben. Zu keinem Zeitpunkt

ging allerdings die Feinstruktur der Bande um 650 nm verloren. Erhitzt man

C57M-675 auf 70 °C, so bleibt die Probe unverändert, erst bei 80 °C änderte

sich das Spektrum langsam über einen Zeitraum von Stunden. Zwei neue Banden

bildeten sich, die dem freien FMN entsprechen. Das Protein wird dabei nicht

zersetzt, wie durch eine diskontinuierliche Poly-Acrylamid-Gel-Elektrophorese

(SDS-PAGE) nachgewiesen wurde.

Offensichtlich gewährleistet die kovalente Bindung zum Apoprotein einen Schutz

vor einer vollständigen Denaturierung. Die wesentlichen Aminosäuren für die

Einbindung des FMN befinden sich in Nachbarschaft zum Methionin 57 (Asn56,

Arg58, und Gln61). Es ist demnach denkbar, dass diese Interaktionen auch

unter denaturierenden Bedingungen bestehen bleiben und so eine weitgehend

unpolare Umgebung für das FMN erzeugen. Dies gewährleistet die Erhaltung der

Bandenstruktur um 650 nm. Ob bei höheren Temperaturen oder unter sauren

Bedingungen zuerst die Bindung zum N(5) des Flavins gelöst wird oder eine

vollständige Denaturierung zu einer Oxidation des Radikals führt, darüber lässt

sich nur spekulieren.

Gezeigt werden konnte jedoch, dass die Proteinumgebung wesentlich zur Stabili-

sierung des Radikals beiträgt. Verdaut man C57M-675 enzymatisch mit 90 µg/L

Proteinase K (Qiagen) bei 45 °C für 20 h in einem Tris-HCl-Puffer (pH 7.8) mit

5 mM EDTA und 0.5% SDS, so geht die Absorption des Radikals vollständig

verloren und es bildet sich erneut eine FMN-ähnliche Spezies. Eine SDS-PAGE

ergab, dass das pMal-Fusionsprotein in viele kleine Fragmente mit einer Mas-

se von deutlich weniger als 14 kDa zerlegt wurde. Was dabei aus der Bindung

zwischen Methionin und Flavin geworden ist, lässt sich nicht endgültig sagen.
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Der unspezifische Verdau und die Anwesenheit von SDS in der Probenlösung

verhinderten eine massenspektrometrische Untersuchung. Das Absorptionsspek-

trum spricht allerdings für eine Spaltung dieser Bindung.

Die Stabilität des Neutralradikals C57M-675 ist im Vergleich zu ähnlichen, be-

kannten Verbindungen außergewöhnlich hoch. Flavinradikale in Lösung lassen

sich kaum isolieren, sie disproportionieren sofort [98]. Durch eine Alkylierung an

der N(5)-Position werden die Radikale stabilisiert und können unter anaeroben

Bedingungen charakterisiert werden [98]. Eine wesentlich höhere Stabilität be-

sitzen die Flavinradikale durch die Einbindung in ein Protein. Dabei isoliert die

Proteinumgebung das Flavin und verhindert damit eine Disproportionierung.

Auch die Ausbildung von Wasserstoffbrücken zur N(5)-Position beim neutralen

Flavoproteinradikal leistet hier wohl einen Beitrag [101]. In den meisten Flavo-

proteinen führt die Anwesenheit von Sauerstoff zu einer sofortigen Oxidation

des Radikals, wie es auch bei dem Neutralradikal in der LOV1-Domäne der Fall

ist (siehe Kapitel 8.7.1). Unter aeroben Bedingungen sind die Radikale nur in

sehr wenigen Flavoproteinen stabil, zu nennen sind hier die DNA-Photolyase aus

E. coli [102] und die Trimethylamin-Dehydrogenase aus W3A1 [103]. Unter de-

naturierenden Bedingungen sind allerdings auch diese Radikale im Gegensatz zu

C57M-675 nicht stabil, so zerfällt das Radikal in der DNA-Photolyase schon bei

Zusatz von 0.8% SDS. Demnach scheint die Kombination aus N(5)-Alkylierung,

isolierender Proteinumgebung und einer kovalenten Einbindung des Chromo-

phors dazu zu führen, dass C57M-675 eine einzigartige Stabilität aufweist.

8.6 Modellverbindung für C57M-415

Wie in Kapitel 6.2.3 beschrieben, ist es schwierig, die Reaktion der LOV1-

Domäne in Lösung zu simulieren. Ein Weg, um wenigstens die vom Protein

gewährleistete geometrische Ausrichtung der Reaktionspartner zu erreichen, ist

eine intramolekulare Reaktion. Hierfür wurden Derivate des Flavins verwendet,

bei denen eine lange Alkylkette die reaktive Schwefelgruppe trägt. Zwei dieser

Modellsubstanzen wurden dabei näher untersucht (die Derivate wurden freund-

licherweise von R. Procházka, Universität Regensburg zur Verfügung gestellt).

Die in Abbildung 8.8 gezeigten Substanzen wurden in Dichlormethan gelöst
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Abb. 8.8: Strukturen der Modellsubstanzen RP165 und RP159

und durch Einleiten von Argon von Sauerstoff befreit. Die Absorptionsspektren

zeigten eine für oxidiertes Flavin in unpolarer Umgebung zu erwartende Ban-

denstruktur mit drei Maxima bei 443, 336 und 269 nm und einer Feinstruktur in

der langwelligen Bande. Belichtet wurde mit einer 100 W Wolframlampe durch

einen 435 nm Kantenfilter. RP165 sollte dabei ein dem Wildtyp entsprechendes

C(4a)-Thiol-Addukt bilden. Es zeigte nach 30 Minuten Belichtungszeit keinerlei

Änderung des Absorptionsspektrums. Ist die Photoreaktion allerdings wie im

Wildtyp reversibel und ist die Rückreaktion schnell gegenüber der Messzeit von

mehreren Minuten, so kann das Addukt ohne entsprechende Zeitauflösung nicht

nachgewiesen werden. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass das Flavin

zumindest keine Reaktion mit dem Lösungsmittel einging. In aerober Umge-

bung fand dagegen eine Umsetzung von RP165 statt. Um Nebenreaktionen zu

vermeiden, wurden die Messungen daher alle in anaerober Lösung durchgeführt.

Die der Mutante LOV1-C57M nachempfundene Verbindung RP159 mit einer

Benzylgruppe anstelle einer Methylgruppe am Schwefel zeigte auch unter an-

aeroben Bedingungen eine Umsetzung (siehe Abbildung 8.9). Diese irreversible

Reaktion führte zu einem Verlust der Absorption des oxidierten Flavins mit

zwei isosbestischen Punkten bei 317 und 283 nm. Aus dem Anfangs- und End-

spektrum lässt sich ein Produktspektrum berechnen, wenn man annimmt, dass

die Absorptionsbande um 443 nm nicht im Produkt enthalten ist. Im Inset der

Abbildung 8.9 ist das berechnete Spektrum abgebildet. Es zeigt kaum charak-

teristische Strukturen, nur eine leichte Bande um 280 nm und die Andeutung

einer Bande um 360 nm. Das Spektrum weist auf die Bildung eines reduzierten
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Abb. 8.9: Spektrensequenz zur Belichtung von RP159. Der Inset zeigt das be-
rechnete Produktspektrum der Photoreaktion

Flavins hin. Es ähnelt dem Spektrum eines Dihydroflavins, das jedoch in einem

unpolaren Lösungsmittel sowohl in seinem neutralen wie anionischen Zustand

bei 300 nm absorbiert [38]. Da sich die Reaktion im Bereich von 50% Um-

satz stark verlangsamte, kann ein deutlicheres Spektrum wohl auch bei höheren

Lichtintensitäten nicht gewonnen werden. Der begrenzte Umsatz spricht für eine

Reaktion, bei der nur die Hälfte des oxidierten Flavins eine Redoxreaktion ein-

geht und dabei die andere Hälfte inaktiviert wird. Zu diesem Verhalten würde

es passen, wenn die Thiobenzylgruppe an das Flavin addiert, so dass ein Alkyl-

oder Thiobenzyl-Addukt an C(4a) und N(5) entsteht (siehe Abbildung 8.10).

Diese Reaktion würde durch die verhältnismäßig hohe Reaktivität des Benzyl-

rests begünstigt, da hier sowohl anionische als auch radikalische Intermediate

konjugativ stabilisiert werden können. Der Ringschwefel könnte durch einen

zweiten Thioether nukleophil attackiert werden, wodurch sich ein C(4a)- oder

N(5)-Benzyl-Addukt des Flavins und eine Disulfidbrücke bilden würden. Dieses

Addukt sollte eine Absorptionsbande bei 340-365 nm aufweisen [95]. Ein der-
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artiger Verlauf der Reaktion ist aber sehr spekulativ. Zum Beleg müssten Um-

setzungen an größeren Substanzmengen durchgeführt werden und diese durch

NMR oder Massenspektrometrie untersucht werden. Auch würde ein Wechsel

zu höhersiedenden Lösungsmitteln wie Acetonitril die Durchführung der Mes-

sungen erleichtern. Eine Aufklärung der komplizierten Photoreaktionen der Mo-

dellsubstanzen geht aber über den Rahmen dieser Arbeit hinaus.

Abb. 8.10: Drei der möglichen Photoprodukte von RP159 (oben) und denkbare
Folgeprodukte (unten)

8.7 Generierung eines Radikals in der

LOV1-Domäne

8.7.1 Photoreduktion der LOV1-C57S-Mutante

Bei der Identifizierung der Radikalspezies C57M-675 stellte sich die Frage, wie

das Absorptionsspektrum eines nicht-kovalent gebundenen Radikals in der LOV1-

Domäne aussieht. Die meisten Flavoproteine lassen sich durch eine Reihe an

Reduktionsmitteln zum Radikal oder zum Dihydroflavin reduzieren, wie z. B.

Dithionit, Borhydrid oder Wasserstoff [104]. Möchte man aber die Lösungen



8.7 Generierung eines Radikals in der LOV1-Domäne 77

spektroskopisch untersuchen, so sind diese Verfahren zumeist problematisch, da

die Reagenzien oder benötigte Redoxvermittler und Katalysatoren im spektralen

Bereich unter 350 nm absorbieren oder sogar mit Flavin zu Addukten reagie-

ren. Eine sehr elegante Methode dagegen ist die Photoreduktion, bei der die

Reaktivität des angeregten Flavins ausgenützt wird, um Elektronen von einem

externen Donator zu abstrahieren. Seit langem etabliert ist dabei die Photore-

duktion in Gegenwart von EDTA [37]. Eine Photoreduktion des Wildtyps der

LOV1-Domäne ist allerdings problematisch, da in Konkurrenz dazu immer auch

die sehr schnelle Adduktbildung stattfinden wird. Um dieses Problem zu um-

gehen, wurde stattdessen die LOV1-C57S-Mutante verwendet, bei der die Ad-

duktbildung unterbunden ist (siehe Kapitel 5.2.1). Hierzu wurde eine Lösung

der Mutante in 100 mM Phosphatpuffer pH 7.5 in Gegenwart von 9 mM EDTA

durch 30-minütiges Einleiten von Argon von Sauerstoff befreit. Daraufhin wur-

de mit einer 100 W Wolframlampe durch einen 435 nm Kantenfilter belichtet

(siehe Abbildung 8.11).

Abb. 8.11: Bildung des Neutralradikals durch Belichtung der LOV1-C57S-
Mutante in Gegenwart von EDTA
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In den ersten fünf Minuten nahm die Absorption des oxidierten Flavins ab,

ohne dass größere Mengen an Radikal gebildet wurden. Vermutlich wurde in

dieser Initiationsphase freies Flavin in der Lösung zum Dihydroflavin reduziert,

das in diesem spektralen Bereich nur eine sehr schwache Absorption zeigt [38].

Bei weiterer Belichtung bildete sich eine Absorptionsbande mit Maxima bei

570 und 610 nm heraus, die dem Neutralradikal des Flavoproteins zugeordnet

werden kann [37]. Ein anionisches Radikal würde dagegen ein Maximum bei

490 nm zeigen. Man erkennt vier isosbestische Punkte bei 487, 395, 375 und

349 nm, die darauf hinweisen, dass zunächst nur eine Umsetzung vom oxidierten

zum radikalischen Zustand stattfand. Erst nach 45 Minuten begann langsam die

vollständige Reduktion zum Dihydroflavin, was an der verhältnismäßig starken

Zunahme der Absorption unter 350 nm zu erkennen ist. Da die Radikalbildung

nach 60 Minuten weitgehend abgeschlossen war, wurde die Belichtung beendet.

Das Einleiten von Luft in die Lösung führte zu einer vollständigen Regenerierung

der Absorption des unbelichteten Zustands.

Die Messung zeigt, dass die LOV1-Domäne zu einer Gruppe von Flavoproteinen

gehört, bei denen das Neutralradikal gegenüber dem anionischen Radikal bevor-

zugt gebildet wird [37]. Dies mag darauf zurückzuführen sein, dass ungeladene

Zustände in der unpolaren Bindungstasche der LOV1-Domäne besser stabili-

siert werden. Auch eine mögliche Wasserstoffbrückenbindung des N(5)-Protons

zu Glutamin 120 könnte hier einen Einfluss haben. Das Absorptionsspektrum

des Radikals unterscheidet sich nicht von dem anderer Neutralradikale in Fla-

voproteinen. Die starke Rotverschiebung der langwelligen Bande in C57M-675

wird demnach nicht durch die LOV1-Domäne verursacht. Auch ESR-Messungen

an dem Radikal der C57S-Mutante ergaben das zu erwartende, charakteristische

Signal [100].

Direkt vergleichen lässt sich das Verhalten mit einem Neutralradikal in der

LOV2-C450A-Mutante aus A. sativa Phototropin [105, 106]. Absorptions- und

ESR-Spektren sind dabei sehr ähnlich, allerdings wird das Radikal in der LOV2-

Domäne auch ohne Gegenwart eines externen Elektronendonators gebildet. Die

Autoren erklären dies über eine Protein-interne Reduktion durch eine nicht iden-

tifizierte, redoxaktive Aminosäure, vermutlich ein Tryptophan, Histidin oder

Tyrosin. Im Gegensatz dazu verläuft die Photoreduktion mit Elektronendona-

tor zunächst über die Reduktion von freiem Flavin in der Lösung durch ED-
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TA zum Dihydroflavin [107]. Dieses reduziert wiederum in einer Dunkelreaktion

das Protein-gebundene Flavin. Der dafür notwendige Elektronentransfer verläuft

wohl über eine redoxaktive Aminosäure. Die Voraussetzung für diese Reaktion

ist die Anwesenheit von freiem Flavin in der Lösung. Da der Chromophor in den

LOV-Domänen nicht kovalent gebunden ist, kann davon ausgegangen werden,

dass selbst bei hoher Bindungsaffinität zum Protein einige Flavin-Moleküle für

die Katalyse zur Verfügung stehen.

Der Unterschied in der Reaktivität zwischen den Mutanten der LOV1- und

LOV2-Domäne ist schwierig zu erklären. In der Sequenz zeigen sich für A. sativa

LOV2 im Vergleich zu C. reinhardtii LOV1 zwei zusätzliche potentielle Redox-

partner, das Histidin 498 und das Tyrosin 511 (siehe Abbildung 3.2). Mit einem

Abstand von 10 Å zum Chromophor zeigen allerdings beide keine bevorzugte

Nähe oder geometrische Ausrichtung im Vergleich zu anderen Kandidaten (be-

stimmt unter Verwendung der Kristallstruktur von LOV2 aus A. capillus-veneris

Phy3, PDB Nr. 1G28).

Neben einem Elektron muss zur Bildung eines Neutralradikals auch ein Pro-

ton auf das FMN übertragen werden. Dieses muss allerdings nicht vom Protein

stammen, sondern kann auch aus der Lösung kommen, da die Bindungstasche

prinzipiell für Protonen zugänglich ist. So wurde durch Schwingungsspektrosko-

pie gezeigt, dass in D2O das Cystein 57-Thiol-Proton der LOV1-Domäne gegen

Deuterium ausgetauscht wird [47].

8.7.2 Photoreduktion von freiem Flavin

Auch freies Flavin lässt sich in Gegenwart von EDTA photoreduzieren. Der Re-

aktionsmechanismus wurde bereits im Detail untersucht [52, 108]. Die wesent-

liche Eigenschaft des EDTA, die es ermöglicht das Flavin zu photoreduzieren,

ist die Umlagerung des EDTA-Radikals. Nach der Elektronenübertragung auf

das angeregte Flavin bildet sich Kohlendioxid und ein weiteres Radikal, das nun

erneut ein oxidiertes Flavin reduzieren kann (siehe Abbildung 8.12). Somit wird

eine Rückübertragung des Elektrons vom radikalischen Flavin im elektronischen

Grundzustand auf das EDTA verhindert. Die Flavinradikale disproportionieren

dann zum reduzierten und oxidierten Zustand.

Um unter den hier gewählten Bedingungen einen direkten Vergleich zur Reakti-



80 Irreversible Photoreaktionen: Mutante LOV1-C57M

Abb. 8.12: Zerfall und Umlagerung des EDTA-Radikals nach Elektro-
nenübertragung auf das Flavin

on im Protein anstellen zu können, wurde 65 µM FMN in einem 90 mM Phos-

phatpuffer pH 7.5 mit 10 mM EDTA durch 30-minütiges Einleiten von Argon

von Sauerstoff befreit.Die Belichtung erfolgte mit einer 100 W Wolframlampe

durch einen 435 nm Kantenfilter. Wie in Abbildung 8.13 zu sehen ist, änderte

sich das Absorptionsspektrum der Lösung bereits nach 5 s Belichtungsdauer.

Daher wurden in diesem Zeitabstand weitere Spektren aufgenommen, bis nach

85 s keine weitere Änderung mehr zu beobachten war. Die Absorptionsbanden

des oxidierten FMN bei 445, 373 und 266 nm verschwanden dabei vollständig

und wurden durch eine weitgehend bandenlose Struktur mit zwei Schultern bei

343 und 285 nm ersetzt. Das Endspektrum entspricht wie erwartet dem reduzier-

ten Dihydroflavin [38], das bei diesem pH-Wert in seinem anionischen Zustand

vorliegt. Die Reaktion verläuft über drei isosbestische Punkte bei 331, 288, und

261 nm. Dies weist darauf hin, dass im Gegensatz zur Photoreduktion des Prote-

ins kein Radikal in der Lösung stabilisiert wird, sondern dass dieses sofort nach

Bildung disproportioniert. Die Photoreaktion des FMN in Lösung verläuft we-

sentlich schneller als die Reaktion des FMN im Protein. Der notwendige Elektro-

nentransfer durch die Proteinumgebung verringert demnach deutlich entweder

die Effizienz oder die Geschwindigkeit der Reaktion. Wahrscheinlich ist nur ein

kleiner Teil des generierten Dihydroflavins tatsächlich in der Lage, katalytisch

ein Protein-gebundenes FMN zu reduzieren.
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Abb. 8.13: Reduktion des freien FMN in Wasser durch Belichtung in Gegenwart
von EDTA



9 Mechanismus der

Addukt-Bildung

9.1 Wildtyp

Im Photozyklus der LOV-Domänen wurden bisher zwei Intermediate identifi-

ziert und charakterisiert, der Triplettzustand des Chromophors FMN und ein

Addukt des FMN mit einem benachbarten Cystein. Für weitere Intermediate

gibt es noch keine gesicherten, spektroskopischen Befunde. Daher stellt sich die

Frage, wie der Reaktionspfad der Adduktbildung verläuft. Es lassen sich vier

Reaktionswege unterscheiden: ein ionischer und ein radikalischer Verlauf, eine

Reaktion mit Gruppenübertragung und eine konzertierte Reaktion ohne ein de-

finiertes Intermediat (siehe Abbildung 9.1).

Abb. 9.1: Mögliche Reaktionspfade für die Adduktbildung in den LOV-
Domänen

Bekannt ist, dass die Adduktbildung in der LOV2-Domäne aus A. sativa Phot1

einen Isotopeneffekt zeigt, was den Bruch oder die Bildung einer Bindung zu

einem Wasserstoff als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt impliziert [109]. Im

Folgenden sollen Hinweise und Argumente für die verschiedenen Reaktionswege

des Wildtyps diskutiert werden.

82
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9.1.1 Ionischer Verlauf

In der ersten detaillierten, spektroskopischen Studie zu einer LOV2-Domäne

aus A. sativa Phot1 postulierten die Autoren einen ionischen Mechanismus der

Adduktbildung [48]. Sie gingen davon aus, dass das Cystein bereits im Dunkel-

zustand deprotoniert vorliegt. Das angeregte FMN wird von einer nicht identi-

fizierten Aminosäure des Apoproteins am N(5) protoniert und daraufhin vom

Thiolat an der C(4a)-Position nukleophil angegriffen. Spätere Untersuchungen

zeigten allerdings, dass das reaktive Cystein sowohl in LOV1 als auch in LOV2

im Dunkelzustand in seiner protonierten Form vorliegt [47, 67, 110] (siehe auch

Kapitel 4.2.1).

Hinweise auf ein protoniertes FMN im Triplettzustand lieferte die zeitaufgelöste

Absorptionsspektroskopie [50]. Die Autoren analysierten die Feinstruktur der

langwelligen Absorptionsbande des Triplettzustands in LOV2 aus A. capillus-

veneris Phy3. Durch einen Vergleich mit protoniertem und neutralem 3FMN in

Wasser berechneten sie, dass ein Gemisch aus 60% protoniertem und 30% neu-

tralem Triplettzustand im Protein vorliegt. Die übrigen 10% Absorption weisen

sie einem Flavinradikal zu. Da sie von einer Quantenausbeute der Triplettbil-

dung von 60% und der Adduktbildung von 30% ausgehen, ist demnach der

protonierte Zustand das reaktive Intermediat. Ein entsprechendes Reaktions-

schema ist in Abbildung 9.2 dargestellt [50, 111]. Die Protonierung des 3FMN

erfolgt dabei an der N(5)-Position im Einklang mit theoretischen Studien, die

eine erhöhte Basizität des N(5) im Triplettzustand zeigen [63].

Abb. 9.2: Ionischer Reaktionsweg zum Addukt über einen protonierten Triplett-
zustand des FMN
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Problematisch an der Interpretation der Feinstruktur im Triplettspektrum ist

der Vergleich mit FMN in Wasser, da das Spektrum eines protonierten 3FMN im

Protein nicht zur Verfügung steht. Auch stützen sich die Autoren bei der Berech-

nung der Triplettquantenausbeute in ihrer Domäne auf ein falsches Zitat [50].

Die gemessenen Quantenausbeuten für den Triplettzustand [48, 53, 69] und das

Addukt [27,51,67] variieren bei den LOV-Domänen und sind daher für eine Ar-

gumentation bisher nicht geeignet. Dies ist eine generelle Schwierigkeit bei den

Photorezeptoren, wie auch anhand des Photoactive Yellow Protein (PYP) [112]

oder des Bacteriorhodopsin [113] festgestellt werden kann. Grundsätzlich ist

anzumerken, dass die positive Ladung des protonierten Triplettzustands vom

Heterozyklus des FMN selbst nicht wesentlich stabilisiert werden kann, wes-

halb er bisher nur in einem sauren, polaren Medium (Wasser, pH unter 4.4)

beobachtet wurde. Es ist daher fraglich, ob die Voraussetzungen für eine Pro-

tonierung durch das Cystein auch durch die eher unpolare Proteinumgebung

erfüllt werden können. Für die Adduktbildung des freien Flavins wurde bisher

kein entsprechender ionischer Mechanismus postuliert [52].

9.1.2 Radikalischer Verlauf

Durch Blitzlichtphotolyse von Flavin in Lösung konnte bereits vor längerer Zeit

gezeigt werden, dass sich bei der Photoreaktion mit vielen Substraten, unter

anderem auch Aminosäuren, zunächst ein Flavinradikal bildet. Diese Bildung

erfolgt direkt aus dem Triplettzustand und ist oft quantitativ [74,76]. Aus seinen

Studien schließt Heelis, dass auch die Adduktbildung generell über eine Radikal-

spezies verläuft [52], allerdings ohne die Addukte näher zu untersuchen. Auch bei

den LOV-Domänen wurde ein radikalischer Mechanismus postuliert [105, 106].

Dabei bildet sich das Neutralradikal durch einen Elektronentransfer vom Cyste-

in zum Flavin gefolgt von einem Protonentransfer. Das Addukt wird dann durch

Rekombination des Radikalpaares erzeugt (siehe Abbildung 9.3). Der notwen-

dige Schritt des Intersystem Crossing vom Triplett- zum Grundzustand erfolgt

dabei während der Lebensdauer der Radikale.

Eine theoretische Studie auf der Basis eines ab-initio-Formalismus zeigt, dass

aufgrund energetischer Gesichtspunkte tatsächlich ein radikalischer Reaktions-

verlauf gegenüber einer ionischen Reaktion bevorzugt abläuft [63]. Die Spindich-
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Abb. 9.3: Bildung eines radikalischen Intermediats in einem oder zwei Schritten
und Rekombination zum Addukt

te am N(5), dem Zielatom des Transfers, ist dabei im Triplettzustand erhöht.

Allerdings ergaben die Rechnungen, dass die günstigste Route über die direkte

Übertragung eines Wasserstoff-Radikals verläuft und nicht über einen Elektro-

nentransfer. Dagegen spricht, dass die Übertragung eines Wasserstoff-Radikals

auch im Falle eines Serins exotherm ist, wie weitere quantenmechanische Rech-

nungen zeigen konnten [93]. In der C57S-Mutante wird aber kein Addukt ge-

bildet. Geht man hingegen von einem primären Elektronentransfer aus, so lässt

sich die erhöhte Aktivierungsenergie im Falle des Serins damit erklären, dass die

Ionisierungsenergie des Serins viel höher ist als die des Cysteins.

Aus Untersuchungen zu Flavin in Lösung ist bekannt, dass tatsächlich beide

Mechanismen auftreten können. Der Verlauf hängt dabei von der Dielektri-

zitätskonstante des Mediums ab. Ist das Medium leicht polar (ε >10-15), so läuft

der Elektronentransfer zum Flavin bevorzugt ab [114]. Da man aber annimmt,

dass die Dielektrizitätskonstante in Proteinen zwischen 2 und 25 variieren kann,

stellt dies kein weiteres Argument dar.

Spektroskopisch gibt es für ein radikalisches Intermediat im Photozyklus der

LOV-Domänen bisher keinen Nachweis sondern nur Hinweise. So zeigt das Spek-
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trum des Triplettzustands in der LOV1-Domäne aus C. reinhardtii Phot eine

ungewöhnlich hohe Extinktion im Bereich von 500 nm [67]. Auch zur Interpre-

tation des Triplettspektrums von LOV2 aus A. capillus-veneris Phy3 wird eine

Radikalspezies mit einem Anteil von 10% benötigt [50]. Ein Grund für den feh-

lenden Nachweis eines Radikals könnte in der kurzen Lebensdauer dieser Spezies

liegen.

9.1.3 Reaktion mit Gruppenübertragung

Unter einer Reaktion mit Gruppenübertragung versteht man einen nukleophi-

len Angriff auf das Flavin als ersten Schritt. Eine derartige Reaktion wurde von

Hemmerich für die Adduktbildung von freien Flavinen postuliert [115]. Dabei at-

tackiert ein deprotonierter Rest R− das Flavin unter Bildung des substituierten,

anionischen Dihydroflavins, das dann protoniert werden kann. Der Triplettzu-

stand des Flavins könnte auch durch ein Hydrid nukleophil angegriffen werden,

dieser Verlauf wurde aber bisher nur im Falle des Borhydrids nachgewiesen [116].

Gegen eine Gruppenübertragung in den LOV-Domänen sprechen quantenme-

chanische Rechnungen zur Ladungsverteilung im FMN-Cystein-Komplex der

LOV1-Domäne im Triplettzustand [34]. Demnach nimmt die negative Ladung

am N(5) und die positive Ladung am C(5a) im Vergleich zum Grundzustand

deutlich zu, wohingegen das C(4a) weitgehend neutral bleibt. Einem nukleo-

philen Angriff am C(4a) fehlt demnach die energetische Grundlage einer La-

dungsänderung bei Anregung.

9.1.4 Konzertierte Reaktion

Der erste Vorschlag für einen Reaktionsmechanismus der Adduktbildung in den

LOV-Domänen beinhaltete eine konzertierte Reaktion [30]. Dabei wird die N(5)-

Position des Flavins durch das Thiol protoniert, wobei gleichzeitig der Schwefel

die C(4a)-Position angreift. Die Autoren revidierten diesen Vorschlag später zu-

gunsten eines echten ionischen Intermediats [111]. Allerdings weist auch eine

auf den Kristallstrukturen von LOV1 basierende theoretische Studie auf einen

konzertierten Mechanismus hin [34]. Nach der Vorstellung der Autoren bewegt

sich das Thiol-Proton während der Lebensdauer des Triplettzustands zur N(5)-
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Position hin, während gleichzeitig die Orbitalüberlappung des Schwefels mit

dem C(4a) zunimmt und das Addukt gebildet wird. Dies ist im Gegensatz zum

Befund anderer Rechnungen, die zeigen, dass die Adduktbildung im Triplett-

zustand unwahrscheinlich ist [63]. Demnach müsste vor Adduktbildung ein In-

tersystem Crossing stattfinden. Diese Kontroverse lässt sich wohl nur durch die

Berechnung des gesamten Reaktionspfades auf der Energiehyperfläche lösen.

Aus Sicht der experimentellen Befunde ist anzumerken, dass die Grenze zwi-

schen einer konzertierten Reaktion und der Bildung eines definierten Interme-

diats fließend ist, sobald die Lebensdauer des Intermediats sehr kurz wird. Ein

experimenteller Nachweis eines Intermediats wäre dann weitgehend unmöglich.

9.2 Mutante LOV1-C57M

Die Diskussion zur Adduktbildung in den LOV-Domänen wurde bisher auf der

Basis zeitaufgelöster Messungen und quantenmechanischer Rechnungen geführt.

Um weitere Argumente für einen der Mechanismen zu finden, bietet es sich an,

den Reaktionspartner Cystein durch eine Mutation zu ersetzen. In der LOV1-

C57M-Mutante wurde ein Methionin eingeführt und damit die reaktive Thiol-

gruppe durch eine Methylgruppe geschützt. Dies macht eine Reaktion unter Be-

teiligung des Thiolprotons unmöglich. Dennoch fand eine Adduktbildung zum

C57M-415 statt, wobei das Flavin nicht mehr mit dem Thiol (S-H), sondern

mit der endständigen Methylgruppe des Methionins (H2C-H) reagierte. Im Ein-

klang mit dieser Änderung in der Reaktivität steht die Beobachtung, dass die

Quantenausbeute für die Adduktbildung im Vergleich zum Wildtyp um den Fak-

tor 10 abnimmt. Allerdings würde man zunächst erwarten, dass in der Mutante

statt der Methylgruppe die zum Schwefel benachbarte CH2-Gruppe reagiert (sie-

he Abbildung 9.4), da diese in der Seitenkette dieselbe Position einnimmt wie

die Thiolgruppe im Wildtyp. Dies ist nicht der Fall, wie die Kristallstruktur

des Oxidationsprodukts des C57M-415 zeigt [93]. Aus der Kristallstrukturana-

lyse folgt weiterhin, dass das Methionin in C57M-675 in einer spannungsfreien

Konformation vorliegt. Bei einer Reaktion der CH2-Gruppe dagegen wäre die

Bildung einer wahrscheinlich gespannten Konformation wie beim Signalzustand

des Wildtyps erforderlich, was energetisch gesehen ungünstiger ist. Auch besteht
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Abb. 9.4: Bei der Photoreaktion der C57M-Mutante gebildetes Addukt C57M-
415 und ein nicht beobachtetes Konkurrenzprodukt

bei dieser Art der Addukte die Gefahr einer β-H-Eliminierung zum Dihydrofla-

vin [71], die beim Addukt C57M-415 nicht möglich ist. Die Kraftfeldrechnungen

zum Dunkelzustand der Mutante ergaben leider keine bevorzugte Orientierung

der Konformere (siehe Kapitel 8.2). Die Abstände der CH2-Gruppe zu C(4a)

und N(5) liegen in einem Bereich von 3.3 bis 4.3 Å und unterscheiden sich da-

mit wenig vom Abstand der CH3-Gruppe mit Werten zwischen 3.5 und 5.4 Å.

Im Unterschied zu den Thiol-Addukten sind bei alkylierten Dihydroflavinen

sowohl C(4a)-Addukte als auch N(5)-Addukte bekannt [71]. Dabei kann auch

eine Umlagerungsreaktion zwischen den C(4a)- und N(5)-Addukten stattfinden,

wobei die Lage des Gleichgewichts von den Reaktionsbedingungen und dem

Substituenten abhängt [95, 117]. Diese verläuft vermutlich in zwei Schritten,

wobei der eigentlichen Umlagerung noch eine Tautomerisierung folgt. Im Falle

des C57M-415 zeigt das Absorptionsspektrum, dass überwiegend N(5)-Addukt

gebildet worden ist (siehe Kapitel 8.4). Dies scheint die bevorzugte Position in

den Reaktionsprodukten von Thioethern zu sein, wie auch die Reaktion von

Thiolan mit Flavin zeigt [71].

Nun stellt sich die Frage, ob das N(5)-Addukt direkt gebildet wird, oder ob

zunächst ein C(4a)-Addukt entsteht, das dann eine Umlagerungsreaktion ein-

geht. Um diese Frage zu beantworten, muss man zunächst den Reaktionsmecha-

nismus diskutieren. Die erste Möglichkeit ist hierbei die einer ionischen Reak-

tion. Dabei müsste sich allerdings ein endständiges Carbanion bilden, was aus

energetischer Sicht sehr unwahrscheinlich ist. Auch ist die C-H-Azidität der Me-
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thylgruppe sicher nicht hoch genug, um durch das 3FMN deprotoniert werden

zu können. Eine vorhergehende Protonierung des Flavins aus der Bindungsta-

sche ist ebenfalls unwahrscheinlich, da sich keine entsprechenden Aminosäuren

oder Wassermoleküle in der Nähe des Reaktionszentrums befinden [34,93]. Ge-

gen eine Gruppenübertragung als ersten Schritt sprechen die gleichen Argu-

mente wie bei der Wildtypreaktion, so zeigt der FMN-Triplettzustand keine

geeignete Polarität für einen nukleophilen Angriff. Die Ladungsverteilung im

Triplettzustand erlaubt hingegen einen konzertierten Mechanismus, bei diesem

würde sich wohl bevorzugt das C(4a)-Addukt bilden. Da sich hier aber das

Problem einer Adduktbildung im Triplettzustand stellt, ist der überzeugendste

Reaktionsweg in der Mutante ein radikalischer Verlauf (siehe Abbildung 9.5).

Dabei bildet sich bevorzugt das stabilste Neutralradikal, in diesem Falle das

Abb. 9.5: Zwei mögliche Wege zur radikalischen Bildung des Addukts in der
C57M-Mutante
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N(5)-H-Radikal [101]. Durch Rekombination der Radikale wird dann das C(4a)-

Addukt generiert, aus dem folglich erst durch eine Umlagerungsreaktion das

N(5)-Addukt C57M-415 entsteht. Allerdings ist auch eine direkte Reaktion vor-

stellbar. So zeigen zwar quantenmechanische Rechnungen an einem Modellsy-

stem zur LOV1-C57M-Mutante, dass von den möglichen Radikalisomeren das

N(5)-H-Radikal das stabilste ist [93]. Das Isomer mit dem Proton an der N(1)-

Position liegt aber energetisch nahe genug am N(5)-H-Radikal, um bei Raum-

temperatur in geringer Menge populiert zu werden. Eine Bildung dieses Radikals

aber führt direkt zum N(5)-Addukt. Die geringe Population des N(1)-H-Radikals

würde auch eine weitere Erklärung für die geringe Quantenausbeute der Addukt-

bildung in der Mutante liefern.

Offen ist dabei, ob im ersten Schritt der Reaktion ein Elektron oder ein Was-

serstoff-Radikal übertragen wird. In Lösung jedenfalls reagiert Methionin mit

Flavin zunächst über einen Elektronentransfer [118]. Allerdings zersetzt sich das

Methionin daraufhin über eine Decarboxylierung, die im Protein durch die Ein-

bindung in die Polypeptidkette nicht möglich ist. Für einen Elektronentransfer

spricht weiterhin, dass beim Methionin wie beim Cystein die Ionisierungsenergie

deutlich niedriger ist als beim Serin. Damit lässt sich erklären, warum in der

C57S-Mutante im Gegensatz zu Wildtyp und C57M-Mutante keine Adduktbil-

dung stattfindet. Im Falle einer Übertragung des Wasserstoff-Radikals bleibt

diese Frage unbeantwortet.

9.3 Fazit

Nur einer der oben beschriebenen Reaktionsmechanismen kann zugleich die Re-

aktion des Wildtyps wie auch die der C57M-Mutante erklären. Dabei handelt es

sich um den in Kapitel 9.1.2 vorgestellten radikalischen Verlauf. Es ist natürlich

möglich, dass sich bei einem Austausch des reagierenden Thiols durch einen Koh-

lenwasserstoff in der Mutante der Reaktionsmechanismus ändert. Daher kann

ein ionischer Verlauf der Reaktion im Wildtyp nicht völlig ausgeschlossen wer-

den. Ein konzertierter Reaktionsweg bleibt aber unwahrscheinlich, solange nicht

durch Rechnungen gezeigt werden kann, wie hierbei das Intersystem Crossing

ablaufen soll.
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Abb. 9.6: Übersicht über den Reaktionspfad von Wildtyp, C57S- und C57M-
Mutante unter Annahme eines radikalischen Verlaufs der Reaktion
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In Abbildung 9.6 ist zusammenfassend der Photozyklus des Wildtyps mit ei-

nem radikalischen Reaktionsverlauf im Kontext der beiden Mutanten C57M und

C57S dargestellt. Die C57S-Mutante wird nur zum Triplettzustand angeregt und

kehrt dann wieder in den Dunkelzustand zurück. Die C57M-Mutante dagegen

reagiert über ein N(5)-H-Radikal zum C(4a)-Addukt. Dieses lagert sich dann

zum wesentlich stabileren N(5)-Addukt C57M-415 um und wird am Ende zum

Radikal C57M-675 oxidiert. Der Wildtyp reagiert entsprechend, nur bildet die-

ser bevorzugt das C(4a)-Addukt, welches langsam wieder zum Dunkelzustand

zerfällt. Die alternative Route über das N(1)-H-Radikal könnte ebenfalls von

Wildtyp wie C57M-Mutante begangen werden, spielt aber nur in der Reaktion

der Mutante möglicherweise eine Rolle.



10 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Photozyklus einer lichtempfindlichen Domäne des

Phot-Blaulichtrezeptors mit Hilfe der transienten Absorptionsspektroskopie un-

tersucht. Dabei handelt es sich um die LOV1-Domäne aus dem Phot-Protein der

Grünalge Chlamydomonas reinhardtii. Die Domäne enthält ein Flavin-Mono-

nucleotid als Chromophor, welches mit einem benachbarten Cystein bei Belich-

tung reversibel zu einem Photoaddukt reagiert.

Zunächst wurde das Verhalten der Domäne im Dunkelzustand charakterisiert

(Kapitel 4). Dabei wurde festgestellt, dass das reaktive Cystein 57 im protonier-

ten Zustand vorliegt. Bei Belichtung geht der Chromophor in den angeregten

Triplettzustand LOV1-715 über, der im roten Bereich des Spektrums bei 650

und 715 nm absorbiert (Kapitel 5). Dieser klingt mit zwei Zeitkonstanten von

800 ns und 4 µs ab, die sich einer effizienten Reaktion in das Photoprodukt

zuordnen lassen. Die beiden Reaktionskanäle werden wohl durch unterschied-

liche Konformere des Cysteins verursacht. Um den Triplettzustand näher zu

untersuchen, wurde die Mutante C57S eingeführt. In dieser Mutante kann das

Photoaddukt durch den Austausch des reaktiven Cysteins gegen ein Serin nicht

mehr gebildet werden. Das Abklingen des Triplettzustands in der Mutante zum

elektronischen Grundzustand zeigt zwei Zeitkonstanten mit 3 µs und 27 µs.

Die schnellere Komponente hat dabei einen Anteil von 25% und wurde einer

Löschung durch Sauerstoff zugeordnet. Messungen in Gegenwart von Xenon

zeigten keinen Schweratomeffekt auf die Lebensdauer des Triplettzustands.

Bei der Reaktion des Triplettzustands mit dem Cystein 57 bildet sich das Pho-

toaddukt LOV1-390 (Kapitel 6). Das Absorptionsspektrum des Intermediats

zeigt einen für Flavin-C(4a)-Thiol-Addukte charakteristischen Verlauf mit ei-

nem breiten Maximum bei 390 nm. Das Addukt ist nur metastabil und reagiert

mit einer Zeitkonstante von 200 s wieder in den Dunkelzustand zurück (Kapi-

tel 7). Die Kinetik der Rückreaktion hängt deutlich von den Umgebungsbedin-

93
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gungen wie pH-Wert und Salzkonzentration der Lösung ab. Aus dem Verlauf der

pH-Abhängigkeit lässt sich ein pKa-Wert des beteiligten Säure-Base-Paars zwi-

schen 5 und 6 bestimmen. Als Kandidat für eine Protonierung kommt hierbei der

Phosphatrest des FMN in Frage. Dabei würde die Wasserstoffbrückenbindung

zur benachbarten Aminosäure Arginin 58 geschwächt, was zu einem Verlust

an konformativer Spannung im Addukt führen könnte. Dieses wiederum würde

die deutlich langsamere Rückreaktion bei saurem pH-Wert erklären. Um den

Einfluss des Arginin 58 näher zu untersuchen, wurde dieses gegen ein Lysin aus-

getauscht. In der R58K-Mutante verläuft die Rückreaktion deutlich schneller

mit einer Zeitkonstante von 73 s. Geht man davon aus, dass die NH+
3 -Gruppe

des Lysins mit dem Phosphat des FMN eine starke Wechselwirkung eingeht, so

würde eine erhöhte Spannung im Addukt die Beschleunigung der Rückreaktion

erklären. Bei der detaillierten Untersuchung der thermischen Rückreaktion wur-

den deutliche Hinweise darauf gefunden, dass die Rückreaktion auch photoche-

misch induziert abläuft.

Um den Mechanismus der Adduktbildung aufzuklären, wurde in einer Mutante

das reaktive Cystein durch ein Methionin ausgetauscht (Kapitel 8). Die C57M-

Mutante zeigt trotz Methylierung der Thiol-Gruppe weiterhin eine Photoreak-

tion unter Bildung des Addukts C57M-415. Dabei handelt es sich um ein N(5)-

Addukt, das aus einer Reaktion der terminalen Methylgruppe des Methionins

mit dem Flavin entsteht. Das Addukt wird in einer langsamen, thermischen

Folgereaktion zu einem Neutralradikal des Flavins oxidiert, welches bei 625 und

675 nm absorbiert. Das Produkt C57M-675 beinhaltet dabei weiterhin eine kova-

lente Bindung zwischen Chromophor und Apoprotein und ist daher selbst unter

aeroben und denaturierenden Bedingungen stabil. Damit unterscheidet es sich

deutlich von anderen Flavoproteinradikalen wie einem durch Photoreduktion

generierten Radikal in der LOV1-Domäne.

In der C57M-Mutante kann ein ionischer Mechanismus der Adduktbildung über

eine Deprotonierung des Methionins und eine Protonierung des 3FMN weitge-

hend ausgeschlossen werden (Kapitel 9). Weitaus plausibler ist hier ein radikali-

scher Mechanismus, bei dem zunächst nacheinander ein Elektron und ein Proton

auf das Flavin übertragen werden. Das gebildete, intermediäre Neutralradikal

reagiert dabei mit dem Methioninradikal zum C(4a)-Addukt, welches sich zum

stabileren N(5)-Addukt C57M-415 umlagert. Geht man davon aus, dass die Mu-



95

tation keinen wesentlichen Einfluss auf den Mechanismus der Adduktbildung

hat, so kann geschlossen werden, dass auch im Wildtyp ein radikalischer Verlauf

der Reaktion dominiert.

Die Aufklärung des Photozyklus der LOV1-Domäne konnte keinen Nachweis

für ein radikalisches Intermediat in der Wildtyp-Reaktion erbringen, welches

den Mechanismus der Adduktbildung endgültig klären würde. Hier sind weite-

re zeitaufgelöste Messungen und quantenmechanische Rechnungen nötig. Nach

der Untersuchung einer einzelnen, isolierten LOV-Domäne gilt es nun, sich auf

größere Abschnitte des Phot-Proteins zu konzentrieren. Die hier vorgestellten

Daten stellen den Ausgangspunkt dar für die Untersuchung der Interaktionen

der LOV1-Domäne mit der LOV2-Domäne und anderen Abschnitten des Pro-

teins.



A Anhang

Abb. A.1: Schematischer Aufbau der Blitzlichtphotolyseapparatur
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