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A, Einleitung ungd Aufgabenstellung
: £

I. Klassifizierung,WVachstum und Zellwandbestandteile

von Halobakterien

Die Familie der Halobadteriaceae gehdort zu den

' gram-negativen Stédbchen und Kokken. und umfaBt dié
beiden Gattungen Halobakterien und Halokokken, »
Die Gattung der Halobakterien wird von den zwei
Arten Hal, salinarium (syn. cutirubrum) und Hal,
halobium gebildet(1). e

Halobakterien wachsen in 3 molaren NaCl-LBsungén,
die noch kleinere Mengen K¥. una Mg2+ enthélten
miissen, ! .

Sie sind strikt aerobe, chemoorganotrophe Organis-
men, die auf Aminosiuren als C-Quelle wachsen.
Ihre Gestalt ist stédbchenfdrmig.Bei einem Durch~
messer von 0,5 pn schwankt ihre Linge zwischen

3 und 1o pm, ) ,

Sie besitzen keinen Mureinsacculus und auch Di-
aminopimelins#ure und Muraminsédure kommen nichg
als Zellwandbestandteile vor.Thr Zellwall wird
hauptstchlich von Protein gebildet.

Auffdllig sind ihre Lipide: Statt aus Fettsduren
sind ihre Seitenketten aﬁs Dihydrophythol aufge-~
baut, das in einer ﬁthefﬁindung mit dem Glycerin
verkniipft ist(2). |



II, Purpurmembran und Bakteriorhodopsin
’ {
LBt man die Spezies Hél. halobium unter geringem
Sauerstoffpartialdruck und in Gegenwart von Licht
wachsen, so synthetisieren die Zellen inselartige
Strukturen in der Membran, die wegen ihrer vio-
letten Farbung als Purpurmembran bezeichnet werden,
Bringt man die Zellen in destilliertes Wasser,so ’
setzt sofort eine Dissoziation in die Membran®stand-
teile*ein,Durch anschlieBende Dichtegradienten- ..
zentrifugation lassen sich die einzelneq Bestand-

teile leicht auftrennen(B).

Die Hauptfraktion wird von der Purpurmembran ge;.
bildet, die einen Proteinanteil von 75% des Trok-
kengewichtes besitzt(4), N i

Das darin allein vorkommende Chromoprotein ist in
einem hexagonalen Gitter in der Membranebene. alige=
ordnet(5).

Das bei 560 nm (%gi: 63 ocoo) absorbierende Protein
hat ein Molekulargewicht von 25 ooo D,

Als Pigment konnte 1971 Retinal identifiziert wer-
den, In Analogie zum Sehpurpur der Vertebraten
wurde fiir das Protein der Name Bakteriorhodopsin

~

vorgeschlagen(4,6). “




IIT, Photochemischer Zyklus des Bakteriorhodopsins
. o c .
Durch Reaktion mit Licht wird im Bakteriorhodopsin
eine zyklische Abfolge von spektralen und konfore
mationellen Anderungen induzieft; ,
Die 560 nm = Form des Bakteriorhodopsin geht nach
- Durchlaufen mehrerer kurzlebiger Zwischenprodukte
in eine bei 412 nm absorbierende Form iiber.Bei die-
sem ProzeB wird ein Proton abgegeben, }
In eimer Dunkelreaktion wird innerhalb von Milli- |
sekunden spontan die 560 nm~Form zuriickgebildet,
Dabei wird wieder ein Proton aufgenommeh(?,S)(Abb;1),
Dieser Zyklus l#duft unter physiologischen Bediqgungen

in der Zelle etwa 200 mal in einer Sekundesabf“

560nm Komplex" f +hvy

*

" Zwischenprod ukte Zwischenprodukte

. . .
412nm Komplex H

Abb, 1: Lichtzyklus des Bakteriorhodopsins

Da die Hinreaktion nahezu temperaturunabhingig ist,
die Riickreaktion aber eine Aktivierungsenergie von
11,4 kcal/Mol erfordert,kann man durch Temperatur-
erniedrigung das 412 nm Zwischenprodukt anreichern.
In #hnlicher Weise verlangsamt Didthyldther in 3 M
NaCl-Losung bei 0°C die Riickreaktion(9).




IV.Physiologische Bedeutung des Lichtzyklus

(

Die Funktion des Lichfzyklus fiir die Zelle wird ver=-
: stédndlich durch die Beteiligung von Protonen, Der
g asymmetrische Einbau des Bakteriorhodopsins in die
B Zellmembran ( 5) bedingt eine Asymmetrie der Protonen-
’ abgabe und - aufnahme,Die Abgabe bei der Lichtreaktion

“erfolgt ins Medium hinein, die Protonenaufnahme vom

Cytoplasma her, ol
P
Beim Durchlaufen des Photochemischen Zyklus werden
standig Protonen von innen nach auflen tranépbrtiert,
und somit ein Protonengradient iiber die Membréﬁ hin-
weg aufgebaut.Die Summe aus dem chemischern Potential
des Konzentrationsunterschiedes und dem eiektrosta—
tischen Potential bezeichnet man als elektro-chemi-

sches Potential:

inne

AB = . -~ RT 1n [H;uﬁen]/[ﬂ"' n] - nF A ’y)

=

AG ist die Anderung der freiem Energie fiir
die Hydrolyse von ATP unter zelluliren
Bedingungen
Avp'bezeichnet die.elektrische Potentialdifferenz
n ist die Anzahl '‘der Ladungen

F Faraday-Xonstante

Nach Mitchell's chemiosmotischem Modell der ATP -
Synthese ist ein elektro = cheﬁischer‘Gradjent vers
antwortlich fiir die ATP -~ Bildung.Der Konzéntrations—
ausgleich erfolgt tiber eine ATPase in der Zellmem-
bran unter Synthese won ATP: Bie Fnergie des
Gradienten wird in die Energieform einer chemischen
Bindung iiberfithrt{10,11).




Anaerobe Zellsuspensionen stellen im Dunkeln einen
Konstanten pH=¥ert ein,derbeim Belichtén absinkt,
Hemmt man die H+-ATPasé,so erhdlt man griBere pHa

Anderungen ,da die Protonen nur noch passiv in die
Zelle zuriickdiffundieren,(Abb 2)

+1mM=-DCCD N
2 3
- .aus , +1FM "CCCP 10 min,

Abb, 2: pH-Spur einer anaeroben Zellsuspension vor
und nach Einwirkung von ATPase Hemmerm (DCCD)
und Entkoppler (CCCP) (12).
Beim Belichten findet man einen Anstieg der ATP-Kon-
zentration, C
Halobakterien konnen demnach ihr ATP iiber die Atmungs-—
kette oder alternativ durch Photophosphorylierung bilden,
Die Konkurrenz von Atmungskette und Photophosphory-
lierung konnte experimentell beététigt werdgn.Bestrahlte
Zellen verbrauchten 30% weniger Sauerstoff.Aus Cuanten—
absorption und*Oz-Vérbrauch“errechnet sich eine Quan=
tenausbeute von 0,3 - 0,5 fiir das Bakteriorhodopsin-

system in der Zelle (13).



V.Chemie des Chromophors
: S ]
Alle bekannten Retinal - Protein-EKomplexe haben
die kovalente Bindung des Retinals an die & ~Amino-
gruppe eines Lysins gemeinsam.iﬁ Gegensatz zum
Rhodopsin bleibt beim Bakteriorhodopsin wihrend des
Lichtzyklus das Retinal stdndig am Protein gebﬁnden.
Die Bindungsstelle ist im Dunkelzustand fiir Reagéh-
zien wie NHZOH und NaBHh nicht zugédnglich, -
Dies& molekulare Anordnung des Chromophors kenn-

zeichnet man durch den Ausdruck Purpurkompl e x .

Erst nach Zutritt von Licht oder nach Entfalten des
Proteins durch ein Detergens geht diese beaondere
Struktur verloren,Das Retinyliden-Lysin kann Jetzt
angegriffen werden und 1lefertw?it NHZOH Retinal-
oxim oder Retinyl-Eysin nach Reduktion mit NaBHh.
Ebenso zerstdren organische Losungsmittel diese
spezifische Umggiung des Chromophors irreversibel,
Ausnahmen bilden Didthyléther,Dimethylformamid und
Dimethylsulfoxid,

Bei 30 bis 60 % DMSO in Wasser besteht ein Gleich-
gewicht zwischen dem Purpurkomplex und einem re=-
aktiveren 460 nm -~ Komplex,Der EinfluB8 von Ionen und
pH,sowie die thermodynamischen Paraméter des Gleich-
gewichts konnten bestimmt werden. (7).

Mit der Absorptionsverschiebung ist offenbar auch
eine konformationelle Anderung erfolgt, denn der

460 nm - Komplex reagiert mit NH,OH und NaBH, !



*

_zifische Wechselwirkungen zwischen Retinal und .

Bedingt durch die Wechselwirkungen mit dem Protéin
sind nicht alle Retinalisomere zur Rekonstitution

des Chromophors befdhigt: Rhodopsin 1ldB8t sich nur
mit 9-cis und 11-cis Retinal regenerieren,Bakterio-

rhodopsin rekonstituiert nur mit 13=cis und all-trans-
Retinal (14),

Auch die starke Rotverschiebung des Chromophors”

gegeniiber dem freien Retinal wird durch die spe-

-
Protein verursacht,Spektroskopische Befunde geben Hine

weise auf charge—transfer—ﬁbergange zﬁischen brbto-
nierter Schiff'scher Base als Akzeptor und Trypto-
phanresten als Elektronendonatoren(15). . ‘ r '
Neben der Verschiebung des‘Absorptionsmaxiquhs
£&11t die verinderte Gestalt der Absorptionsbanden
der am Lichtzyklus beteiligten Produkte auf,-

Die Absorptionsbande des freien Retinals besitzt
eine Schulter,die-bei tiefen Temperaturen auch im
Purpurkomplex ;uftritt.

Dagegen ist die Gestalt des 412 nm=-Komplexes drei-
gipfelig.Ebeso erhdlt man bei der Reduktion des
Chromophors m}t NaBH4 ein dreigipfeliges Produkt,
Dabei ist nicht geklédrt,ob der 412 nm-Komplex sel=
ber oder oder ein anderes Zwischenprodukt des

Lichtzyklus' reagierten ( 16 ).

Das Auftreten des dreigipfeligen 412 nm-Komplexes
legt die Vermutung nahe,daf durch die Reaktion mit
Licht der Purpurkomplex in eine Retro-Form iliber-

geht,



Eei den Retro-Retinalverbindungen,ihre Absorptions=-
bande besitzt die"gleicha&?eigipfelige Gestalt,

ist das Doppelbindungésystem um ein~C-Atom>in den
Cyclohexenring hinein verschoben,Retro-Retinal
stellt also das Fnol-Tautomere des Retinals dar,
'BEs 1#Bt sich als Ester isolieren.{ 17 ),

P . '
Retinal Retro=Retinal

Eine photochemisch bewirkte Umwandlung von Retinal
in Retro-Retinal im-Bakteriorhodopsin bdte ein .an-
schauliches Modell fiir die direkte Beteiligung des
Chromophors an einer Protonenpumpe. | ‘
Bei jedem Ubergang Retinal EF== Retro-Retinal
(1m Protein als Retinyliden~Protein === Retro—
Retinyl~Protein) mu8 in der 4~Stellung des Cyglo-
hexenringes ein Proton abgegeben,beziehungsweise
aufgenommen werdén,Soll mit der Protonenbewegung
ein Transport vé?knﬁpft sein, dann mufl die Abgabe
und Aufnahme von HY “in einer gezielten Richtung
erfolgen,Durch aas umgebende Protein konnte ein.
derartiger vektorieller Prozefl erzwungen werden.,

Die L4-Stellung des Cyclohexenringes konnte in
Sandwich - Art zwischen zwei Carboxylé;uppen '

mlt unterschiedlichen pK -Werten liegen, Die
Abgabe des Protons miiBte dann immer an die stir-
ker saure und deshalb als Anion vorliegende Gruppe
erfolgen.Diese gibt das Proton an das AuBenmedium
ab,
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#Die Riickbildung der Retinal-Form geschieht dann
unter Protonenaufnahme von der schwédcher sauren,

immer protoniert vorliegenden Carboxylgruppe{Abb.3).

An jede photochemisch induzierte Tautomerisierung
des Chromophors wire somit der Transport eines

Protons gekoppelt.

_ . =0
C\O_

- )
—c<0°

Abb, 3: Modell einer Profbnenpumpe;‘Der Transport

erfolgt éurch gerichtete Abgabe und Aufnahme
der HY bei einer Keto-~Fnol=Tautomerisierung,
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VI, %ufgabenstellung

Die Riickbildung des Purpurmembranchromophors
aus Bakterio-Opsin und Retinal:-ist spezifisch
hinsichtlich der geometrischen Isomerie des
eingesetzten Retinals, h

Ziel der vorliegenden Arbeit war es,die Spezi=-

fitdt der Rekonstitution zu untersuchen,wenn

man Verdnderungen an der Struktur des Retinals ~

} 3
vornimmt,

Die interessierenden Retinalanaloga waren teile-

weise zu synthetisieren, ,
Mit den modifizierten Retinalen sollte das
vorangehend geschilderte Modell einer Protonen-
pumpe iliberprift werden,

Dazu wurden Versuche an der isoiierten Membran

und an ganzen Zellen durchgefiihrt,

»

4



B, Material und Methoden

I.

I1I.

Chemikalien

Gliihwiirmchenleuchtorgane und t3-cis Retinal waren -
von Sigma,

Die Salze fiir dds Kulturmedium waren p.A. Chemikalien
von Merck; ebenso Nicotin und N-Athyl-Morpholin, A

Von der Firma Difco stammte das Ox.oid Peptén L 37.

Die Firma BASF, Ludwigshafen, stellte dankenswerxer—
weise all-trans Retinal, 13—Desmethyl-14-Methyi-
Retinal, Axerophthen, B-Apo-8'~Carotinal, |
B=Apo=-12'=~Carotinal und Vitamin#A—Acetat zZurxr
Verfiigung, *

Die iibrigen Cheqikalien und Lésungsmittel waren
PesA, oder reinst von der Chemikalienausgabe.

Gerdte

Die Absorptionsspektren'wurden mit einem Aminco DW 2,
Hitachi 124 oder einem Beckmann DB~G Spektralphotometer
aufgenommen, : .
Plir die Messung von Differenzspektren standen
Tandemkiivetten mit o,475 cm jeweiliger Kammertiefe
(Hellma 230 0S) zur Verfiigung, )

"
.-



S

Die Aufzeichnung der Infrarot~Spektren erfolgte
mit einem Perkin-Elmer 337 Grating IR- Spektro-

photometer,

Frau U, Neumann und Herrn N, Peiz danke ich fiir
die massenspektroskopischen Untersuchungen, Die
Massenspektren wurden mit einem Varian CH 7

Massenspektrometer aufgenommen,

e

BakteTriensuspensione rden mit einem Eppendorf

Phofometer 1101 M bei 578 nm gemessen, _

3
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ITT. ua) Synthese von 5,6=Epoxy-Retinal

€

| 0
NSRRI ()J{S

oo |
3 24h,N_ ,RT
2
co_H

KOH in E4OH |  30',N,,RT
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1.Epoxydierung von Vitamin A - Acetat (18)

Reaktionsgleichung:

0

(®
S SN O/”\ é(p\)%&/‘\\/\ox

(328) (344)
+ Perphthalsdure + Phthals&ure
(148) (132)
Ansatz:

1,70 g Vitamin A-Acetat (2 5.1 Mol )
12,2 ml einer 0,42 n Perphthalsidureldsung in ither

(& 5,1 101 ) (19)
Durchfiihrung:

Die Umsetzuhg erfolgt in einer Stickstoffatmosphire
bei Raumtemperatur.Wegen der Lichtempfindlichkeit der
Substanzen wird das Reaktionsgefidfl abgedunkelt. ,
1,70 g Vitamin A-~Acetat werden in 7o ml Ather geldst
und 12,2 ml einer o,42 normalen dtherischen Perphthal=-

sdureldsung zugegeben,Die Losung wird magnetisch geriihrt,

Um das Fortschreiten der Reaktion zu verfolgen,werden
mit einer Spritze Froben entnommen und die UV = Abe
sorption gemessen,Das Produkt hat sein Hauptmaximum
beil 3[0 nm,

Wenn die Absorption bei 310 nm nicht mehr zunimmt
(nach ca. 24 Stunden), wird die Reaktion durch Ein-

gieBen einer verdiinnten NalCO,- L&sung beendet,

3



v 1%

Die itherphase wird mit Wasser bis zur Neutral-
reaktion gewaschen und iiber Nazso4 getrocknet,
Nach Filtration und Finengen wird das Rohprodukt

sdulenchromatographisch gereinigt,

Reinigung:

station#re Phase: A1203, neutral (Woelm),
mit 5% Wasser desaktiviert
mobile Phase: Petrolédther (Pi) 4o - 6o
mit steigendem Gehalt Ather

Fraktion Eluens CARR-PRICE )‘max Verbindung
1. P4 hellblau 389,367,350 %
- 3 Pa dunkelblau 325 Vitamin i-Acetat
3. 5%Et,0 rosa— gelb 325,310 5,6 - Epoxy -

Vitamin A-Acetat
L, 10%Et20 rosa— gelb 280 5,8 - Epoxy =

Vitamin A-Acetat

Die Trennung leidet darunter, daBl das Rohprodukt '

in Petroldther nur wenig 1loslich ist und nur kleine
Substanzmengen aufgetragen werden kodnnen., Dies

148t sich verbessern, wenn man Benzol als Laufmittel

beniitzt und die Trennung in zwel Schritten vornimmt,

neutral mit 5% H_,O desaktiviert

stationire Ffhase: Al 2

204
mobile Phase: Benzol

1. Fraktion: Vitamin - A = Acetat

2., Fraktion: 5,6 = Epoxyvitamin = A - Acetat

Die 5,6 = Epoxy = Vitamin - A - Acetat enthaltende
Fraktion wird eingeengt und wie oben mit PA/EtZO -
Gemischen aufgetrennt.

Ausbeute: 275 mg £ 15,5% der Theorie
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2, Hydrolyse von 5,6-Epoxy-Vitamin A-Acetat (18)

Reaktionsgleichung:

0 .
ﬁjﬁfinﬁmiw/\o)k — O SSN0H
(344)

(302)
+ KOH (56) + CH,COO0K (98)
Ansatz:

2ho mg 5,6~Epoxy-Vitamin A-Acetat (
5,7 ml 0,125 n methanolische KOH (

li»

7ok uMol )
7ol pliol )

I»

Durchfithrung:

Das 5,6-Epoxy-Vitamin A-Acetat wird in ca. 30 ml
Athanol und 5,7 ml methanolischer KOH in einer

Stickstoffatmosphidre geldst.Man rihrt 30 min bei
Raumtemperatur, Nach Atherextraktion wird
alkalifrei gewaschen,iliber Na2804 getrocknet,fil«~

triert und eingeengt,

Die Maxima im Absorptiomnsspektrum sind
325nm und 310 nm in P:,
Der Carr-Frice-Test ergibt eine Rosafédrbung,

die rasch gelb wird,

Zur Kontrolle wurde ein Diinnschichtchromatogramm

von Verseifungsprodukt und Edukt aufgenommen,

Ro-Wert : Acetat = 0,24  in PA/Etzo = 4/1

Alkohol= 0,08 an A1203
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3. Oxydation des 5,6-Epoxy-Vitamin A=-Alkohols (20,21)

Reaktionsgleichung:

Eijésvl§u‘§vi§/”‘0H._Eﬁg%.. é; IR0

(302) (300)

Ansgtz:

4o mg 5,6-Bpoxy-Vitamin i-Alkohol (
130 mg MnO, , aktiv gefédllt (

li»

133 pMol )
1,5 mMol )

li>

Durchfiithrung:

Zu der Losung des Alkohols in 4o ml Petroldther gibt
man 130 mg aktiviertes Mn02 hinzu und rithrt unter
Stickstoff bei Raumtemperatur.,Den Reaktionsfortgang
kontrolliert man durch Messung der Absorption bei
350 nm,

Nach 3 = 5 Tagen ist die Reaktion vollsténdig abge-

laufen; man filtriert ab und engt zur Reinigung ein,

Reinigung:

Zur Reinigung chromatographiert man an A1203,neutral,
mit 5 % Tasser desaktiviert.ils Eluens dient ein 9:1
Pﬁ:EtZO - Gemisch.

Rf-Wert : 5,6=Epoxy=Retinal = 0,15
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Die ibsorptionsmaxima des erhaltenen 5,6-Epoxy-Retinals
sind:
in Petroliéther 352 nm

in Athanol 365 nm

Der Carr-—bFrice-Test ergibt eine griin-blaue Farbe,die

nach gelb umschlégt.

Im Massenspektrum erkennt man folgende Fragmente:

m/e 300 = MI

m/e 285 = M --CH3

m/e 271 = M' -.CHO

m/e 257 = MT - “CHgy, = CO

Es treten die bei Reticalen iiblichen Abspaltungen auf:
Verlust von Methyl- und Aldehydgruppe,sowie Decar-

bonylierung{22)
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b) Synthese von 3,4-Dehydro-Retinal

\\\\\O

NBS CHCL,, o%¢

\\\\\O

Br

N-Athyl =
Riickfliuf
Morpholin : CHC]‘B’ BEiel

\\\\\O
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Darstellung von 3,L4-Dehydro-Retinal (23,24)

Reaktionsgleichung:
NBS
W\\o —_— - IR X0
(284) By (363)
- HBr
l VWV IR \()
N
(282)
Ansatz:

830 mg Retinal = 2,9 mMol
595 mg NBS 2 3,3 mdol

840 ul & 760 mg = 6,6 mMol N-Athylmorpholin,dest,

Durchfithrung:

Die Allvlibromierung von Retinal mit NBS und die
anschlieBende Dehydrobromierung werden im Eintopf-
Verfahren durchgefiihrt,

Das senr fein verriebene NBS wird in 20 ml CHCl3 y
das Retinal in 1o ml CH013 gelost, Beide Losungen
werden in einem FEisbad gekiihlt, bevor die Retinal-
losung zu der NBS- Losung gegeben wird, Beim
Erwdrmen auf Ratimtemperatur fadrbt sich die Reaktions-
16sung sehr rasch dunkelbraun, dann fast schwarz.
Unter schnellem Rithren werden 850 ul N-Athylmorpholin
bei Raumtemperatur zupipettiert, Nach ca, 5 min

kocht man 20 min lang unter Riickfluf, Nach dem
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Abkiihlen wird die Reaktionsmischung auf kalte,
verdiinnte HCl gegossen und 5 min geschiittelt,

Man gibt Petroldther %o - 60 zu, bis die organische
Phase die Epiphase bildet, Die organische Phase
wird bis zur Neutralreaktion gewaschen und iiber

Na2504 getrocknet,

Reinigung:

Man chromatographiert an A1203, neutral, mit 5%

Vasser desaktiviert,

Laufmittel: Petroléther 4o - 60 und Et,0 steigend
bis 5 %

Die breite orangefarbene Hauptbande wird rechromato-

graphiert und mit einem Fraktionssammler aufgefangen,

R -Werte : o,14 Benzol an Si0Q

f 2
0,37 Benzol an Al

295

)
0,28 Petroléther:Etzo = 9:1 an A1203

Die Absorptionsmaxima der Substanz sind

in Athanol : 4o1 nm, 315 nm (Schulter)
in Petrolither 4o-60: 386 nm

in Chloroform: A4o7 nm

Das Reaktionsprodukt mit SbCl3 in Chloroform absorbiert
bei 732 nm, In athanol 188t sich der Aldehyd mit

NaBHh zum Vitamin A2 mit den Maxima 352nm, 284nm,

276 nm reduzieren,

Samtliche Maxima stimmen mit den Literaturwerten

itberein(25).,
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Im Massenspektrum sind neben dem Molpeak m/e =

folgende Bruchstiicke zu erkennen:

m/e 282 = M’

m/e 267 = NT - «CH,

m/e 253 = MT - .CHO

m/e 239 = MT - «CH,, ~ CO

Gegeniiber Retinal um 2 Massenzahlen verringert

erscheinen die Peaks m/e = 211, 197, 171, (22)
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c) Synthese von L4-0OH-Retinal

N xR ™™ ‘~()

Ac20,H+ Et,0,5°C

1. Se0, THF,N. ,20°C

2, KOH +

OH
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1, Darstellung von Retinal-Enolacetat (26)

Reaktionsgleichung:

[ _ 0
Ejj:§VLh/§VJ§/<>O-—£§f}| OGN N2 CY”‘
(284) (526)

+ Ac,0 (102) + AcOH (60)
Ansatz:

~~
I

2,0 g Retinal
1o ml Acetanhydrid
4 Tropfen HBr (47 %)

£ 7,0 mMol )
92 =mMol )

—_
Ii»

Durchfiihrung:

2,0 g Retinal werden in Ather geldst und auf 0° ¢
gekiithlt, Man mischt 1o ml Acetanhydrid mit 1o ml
Kther, kiihlt auf 0° C , gibt 4 Tropfen HBr dazu
und filigt die gesamte Mischung zu der Retinalldsung,
Dabei tritt sofort eine Braunfédrbung auf, Das
Reaktionsgemisch wird drei Tage lang unter Stickstoff
und LichtausschluB bei 5° C aufbewahrt.
Man widscht zweimal mit kaltem Wasser,

zweimal mit o,5 n XOH,

zweimal mit Wasser,

Getrocknet wird {iber Na2804

) = 355, 373, 394 in ALthanol

max

-

Ausbeute:

1,32 g £ 56 % der Theorie
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2, Oxidation von Retinal-Enoclacetat mit 8902 (26)

Reaktionsgleichung:

,9\ 1.5e0
ENONENE NN E_Eaﬁép [N -/Q:0
H
(326) OH (300

Ansatz:

200 mg Retinal-Enolacetat (£ 0,6 mMol)
Loo mg Se0,, pulverisiert (2 3,6 mMol)

Durchfithrung:

200 mg Retinal=Enolacetat werden in 1,5 ml Tetra=-
hydrofuran geltst, das fein pulverisierte 8902
hinzugefiigt und die Mischung 18 Std, bei Raumtemperatur
in einer Stickstoffat mosphire geriihrt,

Zur Aufarbeitung versetzt man den Reaktionsansatz

mit 50 ml Ather und 20 ml 2n KOH, Die wissrige '
Phase wird mehrmals mit Ather ausgeschiittelt,

Die vereinigten itherphasen werden mit Wasser

bis zur Neutralreaktion gewaschen und iiber Naszu
getrocknet,

Nach Filtration und Einengen wird das Produkt

(x max

gereinigt,

= 375 nm in Athanol)} siulenchromatographisch
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Reinigung:

Zur Abtrennung des &dtherldslichen roten Selens

wird zunéchst iiber eine kurze S#ule chromatographiert.
Man 16st das rot gefdrbte Rohprodukt in der eben
notwendigen Menge ither, setzt es auf die Sdule

auf und fligt etwa die gleiche Menge Petrolidther

4o = 60 hinzu. Man eluiert mit PA : Et,0 = 1 3 1
steigend bis 1 ¢ 3 und sammelt s@mtliche Fraktionen,
Auf der Sdule bleibt das Selen =zuriick,

Nach dem Einengen wird in Pi Etzo =1 : 1 auf=-
genommen und nach der ersten Fraktion mit steigendem

Athergehalt eluiert,

Fraktion % Ather Fluoreszenz Carr-Price-Test

1 50 hellblau violett

2 6o orange dunkelblau

3 Go hellgelb dunkelblau

L 6o gelb rot

5 70 orange blaugrau .
6 8o orange blaugrau

Zur weiteren Reinigung wird die finfte Fraktion
nochmals an mit 6 % Wasser desaktiviertem A1203
chromatographiert, Wahrend der ganzen Elution wird

das Verh#ltnis PA Et20 = 1 : 1 konstant gehalten.

Die Elutionsgeschwindigkeit ist sehr klein, man

erhdlt jedoch unverwischte Banden, Das so gewonnene
Produkt erweist sich bei der Dimnschichtchromatographie

als einheitlich.



Rf-Werte:
4-OH-Retinal : 0,14 mit Pﬁ:Etzo = 1:1 an A1203

0,35 mlt‘PA:EtzO = 1:2 an A1203

o, 46 mit PA:Etzo:EtOH = 48:48:4 an A1203
4-OH-Retinaloxim : 0,30 mit PA:EtzozEtOH = 48:48:4 an A1203

Das Absorptionsmaximum in Athanol liegt bei 375 nm,
Durch Reduktion mit NaBHhserhélt man den bei 323 nm

und 310 nm absorbierenden Alkohol,
Der Carr-Price-Test ergibt eine blaugraue Farbe,

Das IR=Spektrum der Substanz wurde in Tetrachlorkohlen-

stoff aufgenommen,

3620 o::m-'1 Valenzschwingung des freien O - H
3545 cm-'1 Valenzschwingung des assoziierten ¢ - H
2770 o™ ! C - H Valenzschwingung der

i
-&=0 Gruppe

Massenspektrum:
m/e 300 = M:
m/e 282 = M = H,0
m/e 267 = MY - HZO’ -.CH3
m/e 253 = M* - H,0, - ~CHO

m/e 239 = M' - H,0, - CO, --CH3

Im Massenspektrum tritt offenbar als erste Reaktion
eine Dehydratisierung zum 3,4-Dehydroretinal ein,

denn die weiteren Bruchstiicke sind nahezu identisch
mit denen des 3,4-Dehydroretinals, Hohere Intensitédten

haben nur die Peaks m/ec = 205 und m/e = 203. (22)



_30-

IV, Bakterien

a, Verwendeter Stamm und Zuchtbedingungen

Die Versuche wurden mit dem Stamm Halobacterium
halobium NRL R1M1 durchgefihrt, Dieser unterscheidet
sich von dem Wildstamm durch das Fehlen von
Gasvakuolen und C5O—Carotinoiden,(27,28).
Die Zucht der Bakterien erfolgte in einem (New
Brunswick Scientific)Inkubationsschiittler bei
105 U/min und 4o °C, Die Kultur wurde kontinuierlich
mit 4 Neonleuchtrdhren von je 4 Watt Leistung
beleuchtet. |
Das Medium enthielt 250,0 g NaCl

20,0 g MgSObr 7 H20

2,0 g KC1

1o,0 g Difco Cxoid-Pepton L 37
je Liter und war auf pH 7,0 eingestellt. Zu 7oo ml
sterilem Kulturmedium in einem 2 1 Erlenmeyerkolben
vurden 112 pl Nicotin zugegeben@(é1 mii. Nicotin)
Als Inoculum wurden 35 ml purpurmembranfreie
Bakterienzellen ("Nicotin=-Zellen") eingesetzt.,
Die Bakterien wurden nach 90 bis 96 Stunden geerntet,
Die optische Dichte bei 578 nm betrug dann im
Durchschnitt 1,0.
Nach Zentrifugation , . 10 min x 1o ooo g,wurden
die Zellen in Basalsalz resuspendiert, das 1 mll
an Nicotin war, Bis zur Verwendung wurden die
Bakterien im Kithlschrank aufbewahrt,
Fiir die Versuche wurden die Zellsuspensionen auf
eine optische Dichte von 5,5 = 6,0 und einen

pH-Wert von 7,0 eingestellt,



be ATP-Bestimmung

Bei Untersuchungen der Photophosphorylierung
wurden 1o ml Zellsuspension in einem auf 37 °c
thermostatisierten RiihrgefdB magnetisch geriihrt,
Wahrend der Messung wurde die Suspension mit
Stickstoff bespiilt . Nach den Messungen wurde

Luft dur ¢ h die Suspension gepumpt und die
ATP-Werte bei Atmungskettenphosphorylierung
bestimmt, Als Lichtquelle bei der Bestrahlung
diente einl50 W Rollei-Diaprojektor, dessen
Abstand zum Rithrgefidf 10 cm betrug.

(100 % Licht & 6o mW/cm>, OG 515)

Zur Probenentnahme wurden mit einer Spritze o,1 ml
der Suspension entnommen und in o,5 ml eiskalten
o,01 m Phosphatpuffer pH 7,5 eingespritzt, Dabei
erfolgt sofortige Lyse der Zellen, Die erhaltene
ATP=-Losung ist bei Eiskithlung mindestens 48 Stunden
stabil (2°9).

Der Gehalt an ATP wurde mittels Luciferin = Luciferase
Test ermittelt (30).

In einem Biolumin®szenzmelgerit (SKAN AG, Typ 2 ooo)
wvurden 0,5 ml der oben beschriebenen Probeldsung
mit o,1 ml Luciferase in o,4 ml Citratpuffer
gemischt, Die auftretende Lumineszenz ist im
physiologischen Bereich der ATP=Konzentration
direkt proportional, Der in einem PEV durch die
ILumineszenz ausgeldste Sttom wird mit einem
Servoéorschreiber aufgezeichnet, Dabei ist die
Fldche unter der Kurve der ATP=Konzentration

proportional,
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pH-lMessungen an Zellsuspensionen

Um Puffereffekte durch Nicotin auszuéchalten,
wurden die Zellen in nicotinfreiem Basalsalz
resuspendiert,Wihrend der Messung wurde die Sus~
pension wieder mit Stickstoff bespililt,

Die Messungen wurden mit einer Glaselektrode durch-
gefiihrt, deren Lichtunabhingigkeit in einem Versuch

an chromophorfreien Zellen kontrolliert wurde,

Der gesamte MeBbereich wurde mit o,1 m HCl und

o,1 NaOH geeicht,

Bei Verwendung von Phloretin als ATPase =~ Hemmér
wurden die Zellen 15 min nach Zugabe des Hemﬁstoffes
rekonstituiert. und die lichtinduzierten pH-inde-
rungen untersucht,

Im Fall von DCCD (Dicyclohexyl-carbodiimid) wurde
erst rekonstituiert,dann der Hemmstoff zugegeben

und anschlieflend 2,5 Stunden bei 37°C inkubiert,
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Rekonstitution

a, Darstellung der Apomembran

Das Bleichen der Purpurmembran mit Licht geeigneter
Wellenlénge in Gegenwart von Hydroxylamin wurde wie
in (14,31) beschrieben ausgefiihrt,

Um das iiberschiissige Hydroxylamin auszuwaschen,

wurde die Apomembran zweimal 30 min lang bei 18 ooco g
zentrifugiert ,Mit einem Homogenisator wurde dabei
jeweils in o0.05 Kalium-Phosphatpuffer pH 7,0 resus-—
pendiert,

Die Gehaltsbestimmung wurde auf zwei Arten durchge-
fihrt:

1, Proteinbestimmung nach Folin =~ Lowry

Zu 1 ml Probeldsung gibt man 5 ml Reagenzldsung

(2% Na2003 in 0,1 n NaOH und 0,5 % Cuso,, in 1%
NaK-Tartrat im Verh#ltnis 50 : 1 gemischt) und

nach 1o min o,5 ml Folin~Ciocalteu's Reagenz

(NaWOLL + NaNbO, in H,PO, + HC1 ).Man durchmischt
rasch und miBt nach 30 min die Extinktion bei 750 nm,
Die Eichung érfolgt mit Rinder-=Serumalbumin im
Bereich von 0,01 bis 0,2 mg/ml,Bei den hdheren
Konzentrationen ist die Eichkurve schon nicht mehr

linear,

2, Optische XKonzentrationsbestimmung

Nach 20 min wurde die Extinktionsinderung bei 560 nm
nach Zugabe eines Uberschusses all-trans Retinal

zu einer Apomembransuspension gemessen,



b, Losungen der Retinale

Fiir die Retinalldsungen wurden iso-Propanol und
Athanol als Losungsmittel gewidhlt.Wegen der ge-—
ringen Loslichkeit in diesen Solventien wurde
fiir Axerophthen und die Carotinale Aceton als
Solvens benutzt.

Die Konzentration der Ldsungen wurde iiber den

molaren Extinktionskoeffizienten und die Extinktion

bestimmt,
1%
¢ = E/amol d snml = E1/cm MG/ 1o
Verbindung A ey (BT) € o1 MG
(ithanol)

Axerophthen 325 270,43
3, 4-Dehydro-Retinal o1 42 200 282,42
all-trans Retinal 384 43 500 ‘284,42
13=cis Retinal 377 35 500 284,42
13-Desmethyl~
14~Methyl=-Retinal 382 35 ooo 284,42
5,6=Epoxy=-Retinal 365 45 300 300,42
5,8=Epoxy=-Retinal 331 43 8oo0 300,42
L~OH-Retinal 375 33 ooo 300,42
Retiﬁsaure 350 45 500 300,42
B=Apo=12'=Carotinal 518 - 360,65 (22}

B=Apo~8'~Carotinal 461 110 ooo0 416,65 (32}
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Rekonstitution

1. Rekonstitution der Membran

Sémtliche Rekonstitutionen der Membran wurden in
0,05 molarem Xalium~Phosphatpuffer pH 7,0 durch-
gefiihrt,

Zu der im Spektrometer auf 25°C thermostatisierten
Apomembranldsung wurde die errechnete Menge des
betreffenden Retinals mit einer Mikroliter-Spritze
zugegeben ,Durch Rithren mit einem FPlastikstidbchen

wurde fiir eine homogene Durchmischung. gesorgt,

2., Rekonstitution ganzer Zellen

Zu der magnetisch geriihrten Zellsuspension wurden
8 bis 10 pl des Retinals ( l+x1o"3molar) gegeben,
Im Anschlufl an die Versuche wurde das Absorptions—
spektrum der Suspension gemessen, ,

Als Referenz diente eine XKiivette mit nicht rekon-

stituierten Zellen.
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C. Ergebnisse

I, Stochiometrie.der Rekonstitution

Um das stbchiometrische Verh#ltnis von Bakterio-
Opsin zu Retinal in der Purpurmembran =zu iiber-
priifen,wvurde Apomembran mit 13=-cis und all-trans -
Retinal titriert.

Dabei wurde die Konzentration an Apomembran kon-—
stant gehalten und die zugegebene Menge an Retinal
bekannter Konzentration variiert.Nach 1o min wurde
die Absorption bei 560 nm gemessen,

Dié Konzentration der Apomembran wurde durch Pro-
teinbestimmung nach Lowry und durch Rekonstitution

mit Retinaliiberschufl bestimmt,

a) all-trans - Retinal

Die Fonzentration der vorgegebenen Apomembran war
in jeder Probe 1.10—6 molar.Die entsprechende
Extinktion von 0,063 0D, wurde mit einem Aquis
valent Retinal erreicht und blieb auch bei iiber-

schiissigem Retinal unversndert(Abb,L),

|
|
~0.05 *
| *
05 10 .5 Val

Abbildung 4 : Titration einer Apomembranlisung

(1pmolar 2 0,063 OD56O) mit all-trans

Retinal
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b) 13=-cis - Retinal

Die Probeldsungen waren 2,5 x 10-6 an Apomembran,
Das entspricht einer OD560 vonk;]58.Auch dieser

Wert stellt sich bei einem #Hquimolaren Verh#ltnis

ein und bleibt ebenfalls bei Steigerung der Retinal-~

menge konstant.Abb, 5 zeigt den Verlauf der Titra-—

tionskurve,

0.2 OD560

¥ - 05

10

A

15 Val

3

Abbildung 5:

Titration einer Apomembranldsung
( 2,5 umolar,entsprechend 0,158 OD560)

mit 13=cis Retinal
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II. Rekonstitution des Chromophors

Hydroxylamin spalteﬁ im Licht Retinaloxim womn der
Purpurmembran abi Man erhdlt eine retinalfreie,
farblose A p o membran,

Durch Zugabe der prosthetischen Gruppe Retinal zu
der gewaschenen Apomembran bildet sich die Purpur-
membran zuriick.,Die rédumliche Anordnung des Proteins
um die Bindungsstelle im Bakterio-Opsin 138t es aber
nicht zu,daf jedes geometrische Isomere des Retinals
als "Coenzym" fungieren kann,

Nur mit 13=cis und all=trans - Retinal findet im
Dunkeln eine spontane Regeneration des Chromophors
statt,

Bei dem 11=cis Isomeren ist eine thermische oder
photochemische Aktivierung notwendig,

9-cis - Retinal reagiert nicht( 14 )e

Im folgenden Abschnitt wurde untersucht, wie sich
Verdnderungen an der Struktur des Retinal auf die
Fdhigkeit zur Riickbildung eines Chromophors aus-

wirken,

a) Axerophthen J_AAR

Axerophthen ist der den Verbindungen der Vitamin A-
Reihe %ugrunde liegende Kohlenwasserstoff, Er bes itzt
deren M-Elektronemnsystem,trigt aber keine funktionelle
Gruppe.

Ein Chromophor wird nicht gebildet.



OH
b) Retinsdure S \\/\ko

Mit dem Ersatz der Aldehydgruppe durch eine
Carboxylfunktion ist die Fdhigkeit zur Chromo-

phorbildung verlorengegangen,

c) 13=Desmethyl~14~Methyl=Retinal Eiftf5ALv4§v4§rﬁbo

Die Verschiebung der Methylgruppe von C=13 nach
C=-14 veridndert die PaBform so stark,dafB eine

Rekonstitution des Chromophors unmdglich wird,

d) B-=Apo=8'=Carotinal

Nach der Glover-~Redfearn-~Hypothese ist das 030—
Carotinoid ein Zwischenprodukt bei der B-0Oxidation
des Carotins.Die Methylgruppe an C=9' sitzt in
0~-Stellung zur Aldehydgruppe (39).

Im Differenzspektrum 1l&B8t sich kein Chromophor

erkennen,

e) B-Apo-12'-Carotinal Etj : | | .
WY NWVNIQ ~ 0

Auch bei diesem Isoprenologen des Retinals ist
die Stellung der letzten Methylgruppe an C-13!
"falsch",Mit dem C,_~Aldehyd 148t sich kein

25
Chromophor bilden,
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f)  5,6-Fpoxy-Retinal IR

0

Durch die Epoxydierung ist das €l - System verkiirzt.
Die Absorption des freien Retinals verschiebt sich
dadurch von 384 nm (all-trans) nach 365 nm,

Gibt man 5,6-Epoxy~Retinal zu einer Apomembranld-

sung, so bildet sich bei 440 nm eine Schulter aus,

die der Bande von Retinaloxim (365 nm) aufsitzt(Abb. GL

1 P

350 400 450 500

Ny

. N
350 400 : -w\mmwm-._-v}'

1 ; ¢

Abbildung 6: Zeitserie des Spektrums von Apomembran
nach Zugabe von 5,6-Epoxy=Retinal nach

0, 2, 4, 20 und 6o Minuten
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Deutlicher erscheint das Maximum des Chromophors
bei 444 nm, wenn man das Differenzspektrum in Tan-
demkiivetten miBt (Abb, 7).

1 T LI | i

% 1

00 | 4{;0 80 5?0 5(?0

Abbildung T: Differenzspektrum des Chromophors
A mit 5,6=~Epoxy-Retinal
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Behandelt man eine Chromopﬁnrsuspensioﬁ mit HCI1,

s0 verschiebt sich nur die Absorption des in der
Losung frei vorliegenden Retinals,wegen des {ber-
ganges zum 5,8=Epoxy-Retinal,nach kiirzeren Yellen-
ldngen.Die Absorption des Chromophors selbst bleibt
unbeeinfluBt(Abbildung 8 )« Offenbar ist der Oxiran-
ring durch das Protein so geschiitzt,dafl er von

Protonen nicht angegriffen wird.

320 360 400 440 L80 520 560 -

Abbildung & : Behandlung des 5,6-FEpoxy-Retinal-
Chromophors mit HC1l
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Der Chromophor reagiert beim Belichten (0G 4oo )

mit Hydroxylamin, o

In 3 molarer NaCl-Lisung,die mit Didthylither ge-
sdttigt wurde, findet man nach Belichten mit OG Loo
gefiltertem Licht bei OOC eine Zunahme der Absorption
bei 364 nm,Gleichzeitig nimmt die Absorption bei

448 nm ab,

Das System ist jedoch mnicht wvollstédndig reversibel,
denn es geht in der Dunkelreaktion nicht mehr auf

seinen Ausgangswert zuriick. (Abbildung 9)-.

’ 1 1 [} T

3684nm

448 nm

300 400 500 800 700
1 -l 3 1 ki

Abbildung 9 : Spektrenserie des 5,6=Epoxy-Retinal-
Chromophors nach Belichten in NaCl/EtzO
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-E =Retina
g) 5,8=Epoxy=Retinal AYXIRI N

’ 0

Unter S#Hurekatalyse lagert sich freies 5,6-Epoxy-
Retinal in 5,8-Fpoxy=Retinal um, Dabei offnet sich
der Oxiranring und addiert sich unter Bildung des
weniger gespannten furanoiden Systems an die 7,8~
Doppelbindung.

Da hierbei die Konjugation einer Doppelbindung ver-
lorengeht,verschiebt sich das Absorptionsmaximum

(in Petroléther) von 350 nm nach 324 nmA(Abb. 10)-

B 1 : 1 —1 ]

280 220 3§0 490

i 1

Abbildung 1o : Umlagerung der 5,6~Epoxy- in die
5,8=Fpoxy-Retinal-Form
(541 0,1 n HC1 )



Gibt man eine Losung des 5,8-Epoxy-Retinals zu
einer Apomembransuspension,so bildet sich ein

Absorptionsmaximum bei 4oL nm aus (Abb11).

404nm
'

Abbildung 11 : Apomembran nach Zugabe von 5,8-
Epoxy-Retinal
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h)  4-OH-Retinal
N NN "\O

OH

Gibt man bei 0°C 4-OH~Retinal zu einer Apomembran-—
suspension,so bildet sich ein Chromophor mit den
Maxima 500 nm und 540 nm.Die kiirzerwellige Bande
ist dabei das Hauptmaximum,

MiBt man die gleiche Probe jedoclh bei 2500, sO

ist die Bande bei 540 rm die Hauptbande geworden,

Bei 500 nm tritt nur noch eine Schulter auf (4bb,12),

’1

R e e i

400 ' 500 600

Abbildung 12 @ Chromophor mit 4-OH-Retinal
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Wie bei der nativen Purpurmembran,so tritt auch mit
dem modifizierten Chromophor eine pH=-abhingige
Verschiebung der Absorption auf,

Bei pH 2,5 liegt das Maximum bei 560 nm; bei pH 11,3
ist die Absorptionsbande nach 520 nm verschoben,
(Abb. 13),

Der Chromophor reagiert mit NH_,OH, wenn man mit

2
Licht der Wellenlénge 515 nm einstrahlt,

Y T

400 40 . 560 640

4G5 . 40 560

64}0nm

X

Abbildung 13 : pH-Abhéngigkeit des Chromophors
mit 4~0OH-Retinal bei pH 2,5, 7,0
und 11,3
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Das mit 4=0H-Retinal rekonstituierte Bakteriorhodopsin
ist in der Lagejeinenlichtzyklus zu durchlaufen,

Im Basalsalz/ither- System bei 0°C bildet sich

nach Bestrahlen (OG 515) ein Maximum bei 406 nm,

bei gleichzeitigem Absinken der Absorption bei

538 »m,

Der isosbestische Punkt liegt bei 446 nm (Abb . 14).

Das System ist reversibel,

300

T T H I

-406nm

e

2/

002 0D

538nm

400 ' 500 600 700

~

Abbildung 14 : Lichtzyklus des modifizierten Chromo-
phors ( 4-0H-Retinal ) im Basalsalz/
Zthersystem bei 0°C (0G Loo)
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i)  3,4-Dehydro-Retinal
WVANN \so

Die Einfiihrung einer zus#dtzlichen Doppelbindung
fithrt beim freien Retinal zu einer Verschiebung

des Absorptionsmaximums um 17 nm ( von 384 nm

nach 4o1 nm ), _

Bei Opsinen, die B,M-Dehydro-Retinai»iﬁrChromophor
enthalten(z.B. im Porphyropsin und im Cyanopsin ),
ist eine Rekonstitution mit Retinal nicht moglich
und umgekehrt, Bakterio-Opsin bildet auch mit
3,4~Dehydro=-Retinal einen Chromophor,dessen Absorp-
tion bathochrom gegeniiber dem Retinalchromophor ver=

schoben ist, Das Maximum liegt bei 592 =m (Abb.15),

T T T IR '

0.02 OD

b

Abbildng15 :

fodifizierter Chromo-
592nm phor des 3,L4~Dehydro-

Retinals

—_—

520 560 600 640 680
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Das Zwischenprodukt des Lichtzyklus in Basalsalz/
ither ( 0°C , 0G 535 ) absorbiert ebenso linger-
wellig verschoben bei 432 nm,

Der isosbestische Punkt liegt bei 484 nm (4bb . 16),

w

432 nm

600nm

400
1

[4]]
~
o

620 700

Abbildung 16 : Lichtzyklus des 3,4-Dehydro-Retinal-
Chromophors in 3M NaCl/Etzo. Das

Zwischenprodukt absorbiert bei 432 nm,




Tabelle 1 gibt eine "bersicht iitber die ‘bsorptions-
maxima der gebildeten Chromophore und die Verschie-
bung von Chromophor und Zwischenprodultt gegeniiber
den freien Verbindungen,

Tabelle 1

Verbindung frei Chromophor Verschiebung Zwischenprodukt Verschiebung

Retinal 38L 568 184 L12 28
3,4=Dehydro 4ol 595 19L . 432 31
f~OH=-Retinal 375 5ho 165 Lot 31
5,6=Epoxy~-Ret,365 4hs 8o 365 o

5,8~Tpoxy=Ret.330 Los 75 7

-2
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IIT, Rekonstitution der Funktion

a) Protonenpumpe

Anaerobe Zellsuspensionen von Halobakterien siuern
bei Belichten das AuBenmedium an.Spektrale Ver-
anderungen legen eine direkte Beteiligung des Chro-
mophors an der Protonenpumpe nahe,

Die strukturmodifizierten Retinale sollten geeignet

sein,die Hypothese von der 4~Stellung des Cyclo-

hexenringes als Schaltstelle der Pumpe zu iiber-—

priifen; o

- 5,6=FEpoxy-Retinal kann iiberhaupt keine Refroform
bilden, '

-~ Bei L4-OH-Retinal wiirde in der L-Stellung ein
Proton gepumpt werden kdnnen,bevor eine Blok-
kierung durch die Hydroxylgruppe eintritt,

- 3,k-Dehydro-Retinal kann eine Retro-=Torm bilden,
jedoch sind es die Vasserstoffatome an C-Atom 2,
die an der Tautomerie beteiligt sind, ;
Die Methingruppierung in 4=Stellung wird von

der Prototropie iiberhaupt nicht betroffen,

Um die FunktionsfZhigkeit am in vivo - System zu
untersuchen,muflten die verdnderten Chromophore in
das Bakterium eingeschleust werden, Dazu wurden
Zellen benutzt, die noch keine Purpurmembran be-
saflen.,

Howes und Batr%beschrieben 1970 die Hemmung der
f=Carotinsynthese durch Nicotin bei Mycobacterium

marinum,Bei Xonzentrationen von 5 mM Nicotin

wurde die Cyclisierung vom Lycopin zum B-Carotin

nahezu vollsténdig gehemmt {3).




Es konnte gezeigf werden,dafl auch bei Halobakterien
Lycopin angehduft wird, wenn sie in Gegenwart von
o, mM Nicotin wachsen,

Da Carotin als Vorstufe des Retinals nicht gebildet
wird, sind die Zellen auch nicht imstande,Purpur-
membran zu synthetisieren(34).

Solche Zellen besitzen aber noch Bakterio-Opsin,
denn nach Zugabe von Retinal zum Medium bilden siec
eine sogenannte "Braune Membran',Diese kristallisiert
in einem emnergieabhingigen Schritt zur Purpurmembran
aus(35).

Sie kann Jjedoch wie die Purpurmembran bei Belichtung
Protonen pumpen,

Durch Zugabe von modifizierten Retinalen zu der=-
artigen "Nicotinzellen" gelingt es,intakte Zellen

mit verdnderten Chromophoren zu erhalten,

Neuerdings wurde gefunden,dafl durch Retinalzugabe
zu wachsenden Zellen,die Retimalsynthese in der

Zelle unterdriickt wird.So erhdlt man durch Zugabe
von 3,4~Dehydro-Retinal zu nicotinfrei wachsenden
Zellen Bakterien, die nur eine blaue Membran (%ma = 6oonm)

besitzen(30 ).

X

Bei den auf diese Weise zugidnglichen Bakterien

mit verindertem Chromophor wurden lichtabhingige
pH~-inderungen untersucht,

Um groBere pH=-Effekte zu erzielen,wurde die ATPase

mit Di-Cyclohexyl=Carbodiimid (DCcCD) gehemmt.
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Nach der Rekonstitution von 1o ml Zellsuspension
der OD578 4by,o0 mit dem jeéweiligen Retinal wurde
DCCD zugegeben ( 10°2 M ) und 2,5 Stunden bei
370 C inkubiert,Der pH=Wert der Suspensionen
schwankte zwischen 7,02 und 7,05.Das Rilhrgefidll war
auf 2500 thermostatisiert,

Mit einem OG 515 - Filter wurden die kurzwelligen
Anteile des Lichtes herausgefiltert.Lediglich bei
den mit 5,6-Epoxy-Retinal rekonstituierten Zellen
wurde ein 0G hoo - Tilter benutzt,

Abbildung 17 zeigt die pH~Spuren der Bakterien-

suspensionen,
pH
S S 0 Kontrolle
12 '
Licht an
7.1 l
w
: : 1 Licht an
-70 . -
Lichtaus . i
‘ Licht aus T 41'
6.9 '
08 5 10 15 20 25 ¢

{min)

Abbildung 172 : Lichtinduzierte pH~inderungen bei
Zellen,die mit 5,6-Epoxy=Retinal
rekonstituiert wurden,Als Kontrolle
wurden identisch behandelte Zellen

ohne Retinal verwendet,
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pH
_7.1 R N \O
Uchﬁcn
' {
-7.0 !
6.9
Licht aus - T ?
67 5 10 15 20 25 t,
: {min}
pH : . )
=71 lLic:ht an , l W\\O
. OH
Licht aus
67 5 10 5 20 5 .t
{min)
pH
R N \o
L 71 .
Licht an " Lichtan
=70 . \
89
ra8
- Licht aus ’ Licht aus
H8.7 : t
8 10 5. 20 25 .
: Ummww

Abbildungen ¢ pHe<Verhalten wvon rekonstituierten Zellen

17 b,c,d bei Wechsel des Belichtungszustandes
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Den abgebildeten pH-Spuren wurde die pH=Differenz
entnommen und auf die Gesamtzahl der freigesetzten

Protonen umgerechnet,

Weiter wurde die Anfangsgeschwindigkeit des TPump-

vorganges nach Einschalten des Lichtes bestimmt,

5,6=FEpoxy L-Hydroxy all=trans 3,4=Dehydro

Zeit(min) pH - Unterschied

3 0,015 0,234 0,226 . 0,266
4 0,015 0,234 0,234 0,266
5 - 0,234 - -

7 - - 0,240 -

Insgesamt gepumpte Protonen ( ng u* )

3 30 Lo L2y " 500
L 30 L4lo Lo 500
5 - Lo - -

7 . - 450 -

Anfangsgeschwindigkeit ( ng HY / min )

Ly 530 Les 730
45 530 515 Tho
- 560 560 -
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Maximale Pumpgeschwindigkeit und Gesamtausstofl von
Protonen sind bei den Chromophoren,die mit all-trans-,
4-Hydroxy- und 3,4-Dehyvdro-Retinal rekonstituiert
wvurden von #Hhnlicher GridfBenordnung.Die Abweichungen

betragen 10% und 7,5% vom jeweiligen Mittelwert,

1 Deutlich ist der Abfall bei dem 5,6=~Epoxy=Retinal-

Chromophor: Beide Werte sind hier um einen Faktori5

i kleiner,
L ~ Abbildung 18 zeigt die Chromophore in den Zellen,
T T T T T T T T T T » LA
I e
. 540 nm 560 nm

l

Abb, 18 : Chromophore in ganzen Zellen, Oben: L-Hydroxy-
und all-trans=Retinal.Unten: 5,6=Epoxy- und

3,L=Dehydro-Retinal,




b) ATP - Synthese

Die Bildung eines pH-Gradienten ist die Voraus-
setzung fiir die Photophosphorylierung bei nicht
atmenden Halobakterien,Mittels ATF-Bestimmung 1&Bt
sich aufkléren,ob der von modifizierten Chromo-
phoren aufgebaute Gradient ausreicht, ATP-Synthese
zu treiben,

Gemessen wurde an Zellsuspensionen der 0D L,o ,
die 1 mmolar an Nicotin waren.Die Rekonstitution
erfolgte im Licht mit 1o pl ltx1o"3 M Retinal,
losungen,Die inderung des ATP-Spiegels nach der Re-

konstitution zeigt Abbildung 19,

[ATF]
(mV) | (Mol)
-hy +hv
8uﬁ : i
5 =10~
1004
+ Retinal | | S
L, T
-3
50—. (o)
-2
e e i ;
e - -2 "_'_ B (mln)
u""u LI‘ R4 P ¥
-10 30
Abb, 19 : "nderuns des ATP=Spiegels nach Rekonstitution
® .(0H-Retinal O 3,4=Dehydro=Retinal

A 13-cis=Retinal © 5,6=Epoxy-Retinal
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Aus Abbildung 19 geht hervor,dafl Zellen,die mit
5,6=Cpoxy-Retinal rekonstituiert wurden,nicht in
der Lage sind,ATP wvia Photophosphorylierungz zu
bilden,Das Dunkelniveau ihres ATP=Spiegels ver—

dndert sich nicht nach der Regeneration des Chromophors,

Zellen,die mit den drei iibrigen Retinalen rekon-
stituiert wurden,steigern mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit ihren ATP-Spiegel.letztlich wird
jedoch bei allen der gleiche ¥ndwert der ATP-YXon-

zentration erreicht.
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Diskussion

St8chiometrie

Bei beiden Titrationen wird der ‘gquivalenzpunkt
mit 1 Val Retinal erreicht.Die gefundene 1:1 ~ Stid-
chiometrie steht im ZEinlklang mit dem bei der na-
tiven Purpurmembran gefundenen Retinal:Proteine-
Verhiltnis (4),

IT,Rekonstitution des Chromophors

Verbindungen mit der Struktur des Retinals, aber
ohne dessen funktionelle Gruppe - wie ‘xerophthen
und Retins#ure - bilden keinen Chromophor. Daraus
kanmn die Unabdingbarkeit der Aldehydgruppe fiir die
kovalente Bindungsbildung gefolgert werden,

Das Ausbleiben eines Chromophors bei der Umsetzung
mit Carotinalen mufl andere Griinde haben.

Zum einen kdnnte durch die L&n ge der beiden Ver-
bindungen die Wechselwirkung mit dem Protein

stark reduziert oder gar villig aufgehoben sein,
Die Molekiile wdren einfach zu grofi, um sich mit
der fpomembran umzusetzen.

Die zweite Ursache kdnnte in dem verédnderten Ab-
stand der Aldehydgruppe zur nidchsten Methylgruppe
liegen.Im Retinal sitzt die benachharte Methyl-
gruppe an einem C=Atom in B-~Stellung zu dexr Alde-
hydgruppe.Bei den Carotinalen befindet sich die

Methylgruppe an einem M -stédndigen C-Atom,



g

Abb,20: Unterschiedlicher Abstand von ound B-stidndiger
Methylgruvpe zur C=0=Bindung.
Damit kdnnte die PaBform zu starlk verindert sein,

als daB noch eine Bindung ausgebildet werdern kinnte,

Dafl der zweiten Deutung der Vorzug =zu geben ist,
zeigt das Versagen von 13=Desmethyl-1l~Methyl-
Retinal als Chromophorbildner,

Die Grofe des Molekiils sollte hier passend sein,
trotzdem unterbleibt eine Bindung. COffen bleibt
dann immer noch,ob dies in einer Blockierung durch
die C=14~-sténdige CH,-Gruppe oder - was weniger.
wahrscheinlich ist -Jdurch die fehlende Information

an C=13 begriindet ist (Abbildung 20).

Die Einfiihrung einer weiteren Doppelbindung in den
Cyclohexenring des Retinals fithrt zu einer stéir-—
keren Planarisierung.Dadurch wird aber die Gesamt-
struktur des Retinals nicht wesentlich beeinfluft,
und es iiberrascht nicht, daf 3,4-Dehydro-Retinal
einen Chromophor bildet.

Auch das Ausmal der bathochromen Verschiebung liegt
mit ca, 25 nm im erwarteten Bereich,Insgesamt ver=-
hdlt sich das System retinalanalog,nur dafl alle
Werte entsprechend nach lingeren Wellenlingen ver-
schoben sind(Maximum 6oonm, Zwischenprodukt 432nm

und isosbestischer Punkt 484 nm).
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Erstaunlicher ist der 445 nm - Chromophor mit
5,6=Epoxy=Retinal,denn die spektrale Verschiebun
von der freien Verbindung ( 365 nm ) zur chromo-
phorgebundenen ( 445 nm ) ist mit 80 nm deutlich
kleiner als bei all-trans-Retinal (384 nm nach
568 nm ),

Mit dem "bergang des C-6 von einem sp - in ein

3

sp” = Hybrid ist eine freieRotation um die 6,7~

2

Bindung moglich, da Ikeine “echselwirlkungen zwischen

W-Elektronen existieren.

Einen stédrkeren Tinflufl hat aber sicher die Raum-
erfiillung des Sauerstoffs,durch den der C&clo-
hexanring aus der Ebene des Doppelbindungssystems
weggeknickt wird, und der die Pafiform wahrschéin-

lich wesentlich verschlechtert.

Molekiilmodelle zmeigen,dafl die ZFEinfilhrung der
Epoxygruppierung die Molekiilgestalt des Retinals
drastischer veriéndert als eine Hydroxylsruppe

an C-=4,

So sind die spektralen ﬂnderungen gegeniiber der
Purpurmembran bei 4~0H-Retinal auch viel kleiner.
Die Werte fiir das Maximum und den isosbestischen

Punkt sind um etwa 25 nm nypsochrom verschob n,
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Rekonstitution der Funktion

Die Hypothese von der 4-Stellung als dem Ort

der H+—Pumpe verkniipft den photochemischen Zvklus
direkt mit dem Protonentransport.

Sowohl 3,4=Dehydro=Retinal als auch 4=CQH=Retinal
durchlaufen reversibel einen Lichtzyllus,

Die mit ihmnen relkonstituierten Zellen pumpen
ebensoviele Protonen irs Medium wie Zellen,

die Purpurmembran enthalten,

Der dabei erzeugte Gradient reicht aus ATP-Syvnthese

zu treiben,

Auf beide 1Bt sich jedoch die Modellvorstellung

nicht anwenden,

3,4=Dehydro~etinal kann eine Retroform bilden

und auch Protonen gerichtet abgeben und aufnehmen,
Allerdings miiBte darn die 2«=Stellung die Pumpstelle
sein,denn an C~4 bleibt stindig eine Methingruppierung

erhalten. .

4~0OH-Retinal als Pigment kdénnte durch Protonenab-
gabe in 4-Stellung eine Retroform bilden.ilach
Riickbildung der Retinalform durch Addition eines
Protons von der Riickseite wilirde aber die Position
des Jjetzt zur Abgabe anstehenden Frotons von einer
Hydroxylgruppe eingenomaen,

Damit wére nach einmaligem Pumpen der weitere
H+-Transport blockiert,

Die Lebensdauer des Zwischenprodulktes und das
Ausmall der freigesetzten Protonen lassen eine

solche Hemmung nicht erkennen,
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Durch die Epoxygruppe ist es dem 5,6-Epoxy-Retinal
garnicht erst miglich,iibérhaupt eine Retroform

zu bilden,Damit bleiben auch die Bindungen an

C=4 stidndig unverindert,

Die Arbeitshypothese wiirde das Versagen des Chromo-
phors bei der Priifung der ATP-Synthese erklédren,
sie wird aber widerlegt durch die Fidhigkeit des
Systems einen Lichtzyklus zu durchlaufen,dessen
Zwischenprodukt ja keine Retroform sein kann,

Es bedarf aber weiterer Untersuchungen,die Griinde
fiir die nicht vollsténdige Riickkehr des Zwischen-
produktes in der Dunkelreaktion zu kldren,

Die festgestellte Pumpwirkung ist sehr viel,kieiner
als bei den drei iibrigen Testsystemen und reicht
auch nicht aus , eine ATP=Bildung =zu treiben;
Dennoch steht sie nicht im Einklang mit den
Modellvorstellungen mit der L4-Position als Pump-
stelle, nach denen 5,6-Fpoxy=-Retinal weder einen
Lichtzyklus noch eine Pumpféhigkeit aufweisen
sollte,

Bei Versuchen mit L4~Deutero-~Retinal wurde nach
Durchlaufen des photochemischen Zyklus die un-
verdnderte Substanz als Oxim isoliert.

Umgekehrt konnte in Tritiumwasser keine Aufnahme
der Radioaltivit&t in die Purpurmembran gefun-
den werden(37).

Tdre die 4-Stellung die "Pumpstation®,so miiBte
man einen Ausbau des Deuteriums,beziehungsweise
einen Einbau von Tritium in der 4-Position fest-

stellen,



Die erhaltenen Befunde lassen folgende Schliisse zu:
- Die 4-Stellung des Cyclohexenringes
ist nicht an der lichtinduzierten

Protonenpumne beteiligt,

- Das Zwischenprodukt des photochemischen
Zyklus ist keine Retroform des Chromo-

phors.

In neueren Untersuchungen wird eine andere‘ﬁeﬁtung
der Struktur des Zwischenproduktes gegeben(3&),

Die Aufhebung des Dihedralwinkels zwischen Polyen-
kette und Cyclohexenring , fiihrte ~ bei vergrédferter
van-der~iaals - AbstoBung zwischen den Methyl-
gruppen - zu einer Linebnung des gesamten M ~Zlek-
tronensystems,Dadurch erhielte die 5,6=Doppelbindung
ihren vollen spektralen VWert, der vorher durch

die Verdrillung um die 6,7=s=cis - Bindung auf etwa
1/3 eingeschrinkt war. ‘

Die koplanare Tirnstellung der 5, 6-Doppelbindung
sollte eine bathochrome Verschiebung des Absorp-

tionsmaximums um 25-30 mm zur Folge haben,

Piir Retinal{all-trans),3,t=Dehydro=Retinal und
L-OH~Retinal trifft diese Voraussage zu.Die
Zwischenprodukte sird um 28 , 31 und 31 nm gegen-
iiber den freien Verbindungen verschoben,

Bei 5,6-Epoxy-Retinal, bei dem die 5,6=Doprelbindung
nicht mehr vorhandeir ist, wird diese Verschiebung
nicht mehr beocbachtet,

DPas Zwischenprodukt absorbiert wie die freie

Verbindung.
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