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. 1. Einleitung und Aufgabenstellung

'1.1. Halobakterien

Halophile, das LeiBt salzliebende Béktérien sind Ein
Belsplel fur biologische Anpassung an extreme Umwelt-
bedlngungen. Zum optlmalen Wachstum benotlgen Hale-
bakterlen hohe Salzkonzentratlonen, w1e~51e.zumv3elspie1
auf‘eingésaizenen Lebensmitteln'uné Héuten'zu finéen
sind oder auch 1n Sallnen und Salzseen bem der Salza.
geW1nnung aus dem Meer. Zur Aufzuchv im Labmaterlum
Averwendet man ein Medium, das nebﬂn Pepton Basalsalz
‘Aenthalt, ein Gemisch sus ~hauptsdchlich Kochsalz und

gerlngeren Mengen an Kalium- und Magneslumsalzen (4)

Man entﬂeckte dle halobakterlen aufgrund 1hrer 1euchtend
roten Farbe die zum Tell von ihrem Gehalt an Carat1n01dc
herruhrt hauptsachllch Bakterzoruberln, elnemcsQ
Tetrahydroxy-Carot1n01d (2). Auch C4Q-Carot1nolde, wie .
zum Belsplel Lycopin, die Vorstufe fur'/3-0arotin, sind -
in Halcbakterlen enthalten. |
Im'Licht "und bei'Sauerstoffmaﬁgél wie és*unter ihren
, phy51ologlschen Lebensbedlngungen hauflg der Fall 1st
synthetlsleren Halobakterzen in verstarktem Maﬁ eln
membrangebundenes Ghromoproteln, mit dessen Hllfe sze
die Ene*gle des Sonnenllchts 1n chemlsche Energle wandelr
 kdnnen. Sie werden damlt unabhéngig von der Atmungs-
kettenphosphoryllerung und gew1nnen ihre lebensnotwendlge

Energie auf dem Wege der Photophosphoryl;erung (3~7).



1.2. Purpurmembran und Bakteriorhodbpéin

Dés Ch:omoprgtein~der‘Halobaktérién findet‘sich in
der sogenénntenV?urpurmembran.1 -
In destllllertem Wasser lyszeren dle Halobakterlenw- :
zellen (8) Nach Rohrzuckerdlchtegradlentenzentrlfugatvon
der Zellmembranfraktlon kann neben der scgenannten-
Roten-Membrén (RM 340), die Lycopinfenthéltf(é),ihaupt-
séichlich die violettfarbene Bande derlPurpu'rmembran
1sollert werden (10 11). Die im Durvhmesser etwa 0 5/%.'
| groBen ovalen Blatter der Purpurmembran kcnnen in intakta
Zellen'bls zu 50% der gesamten Bakterlenzellmembran ein-
'nehmen (4). sie welsen eine strukturelle Asvmmetrle
bezugllch 1hrer zum Cytonlasma be21ehungswelse zur Zell-

wand hin orlentlerten Oberflachen auf (12)

V'D1e Purpurmembran besteht zu etwa 25% 1hres Trockengew1cb
aus Llplden, die Dlhydrophytol-Ather-Analoge von Phospha-
tldylglycerol eglycerophosphat -glycerosulfat und von
uGlykollpzd sind (ﬂ3), und zu /5% aus dem Ghromoproteln
der Halobakterlen (14) Dleses ist in elner bexagenalen
Gltterstruktur in der Ebene der Membran angeerdnet,‘wo-
durch deren hohe strukturelle Stabzlltat bedlngt 1st _
(12 15). Dle Bewegllchke1t~der Llplde~1st,elngeschrankt,
es flndet kelne Rotation des Protelns in der hembran—‘

ebene statt (46 17)

Das_AbsorptlonssPektrum von Purpurmembransuspensionen

zeigtvnébén der fiir Pfoteine typischen”TryptophanQ
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‘absorptionsbande bel 280 nm eine brelte Absarptlons-

bande .im 1angwelllgen Sﬁektralberelch bei 560 nm, Farb—'
| trager ist das erwahnte ChromOproteln, in welehem in
, aqulmolarer Stochlometrle Retinal in einer vermutllch
| protonlerten Sch1ff~Base-B1ndung (18, 19) en einen
Lys1nrest des 0p51nart1gen Proteins gebunden 1st.}In
Analogie 2zu dem Sehpigment der hoheren,Lebewesen, |
Rhodopsin, trigt dieser RetinaléProteianomplex der
Halobakterien, deééen.Chfomophor‘in seiner1¢hemischEn
Struktur noch nicht genau bekénnt iSt dehiﬁamen"
Bakterlo hodop31n (14). Man vermutet Wechselw1rkungen
- der protonlerten Retinylidenverbindung, die bei 440 nm
absorbieren‘wﬁrde, mit Aminos#éureseitenketten, vor
allem Tryptophanrestén-des Proteins (20). Die Rotver-
- schiebung desvAbsorptionsmaximums.zu’560;nm ware,auéh

14

. / / /7 7/ /
////// 1/1@/////// ////////Cf’

1///////////_

Abb. 1. Schematische Darstellung des Chrom@phors
von Bakterlarhodop31n (20)



dadurchyerklérbar, daB zur Neutralisation der~po$iﬁiven
_Ladung‘émfstickstoff eine negativ geiadéne’&rup?é &es

- Proteins dlent die in einer durch dle Kenfarmatlon

des Protelns bedlngten Entfernung von der pQSLtlven ,
Ladung fixiert 1st (20—22) "Eine schematlsche Barstellung
‘des Chromophors von Bakterlorhedop31n~1stlln,Abb. 1

gegeben. |

1.3, Punktion der Purpurmembran:

Photochemischer Zyklus und elektrochemischer Gradient

‘Bei Belichten durchliuft Bakteriorhodopsin einen photo-

’~'chemiéch$n Zyklus,'Der 560nm-Komplex, auCh Purpur—{

komplex'genannt»(14), geht dabei im‘Milliseknndéqe‘
bereich unter Abgabe eines Protons_iniden_sagenannten_

412nm;Ko¢plex‘ﬁbér (23), welcher in'einerfﬁ&nkeireaktion

unter Aufnahme eines Protons degissonm4Kcmplex zurﬁck—
L ‘ E bildetg Abb. 2 gibt die]schematische Défstellung;&ésv

_ L photochemischen Zyklus v0nvBaktefiorhbdopsin wie&er,‘
.Abb 3 dle Abscrptlonsspektren selner zwe1 langlebigsten

AZwlschenpredukte. '

£« . .

' ) ﬁakkabmﬁlex   x
H&MC

412nm—Komnlex

Abb 2. Schem“tlsche Darstellung des photochemlschen
Zyklus von Bakterlorhoc0051n (20)



'abgabe i —aufnahme vektorl
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v"Abb‘ 3. Absorptionsspektren der zwel langleblgsten
‘Zwischenprodukte des photochemischen Zyklus von

Bakteriorhodopsin (24). (I) ]60nm~Kogp1ex der Purpur-
membran, (II) 412nm-Komplex bei -196°C, abgefangen
aus dem Zyklus durch Kithlen einer bellchteten.Purpur-
membranprobe v . ,

Aﬁfgrund der asymmetrischen @rientiefung deS‘Proteins

in der hembran.(12) verliuft. dié zykliSéheﬂbetonen~‘

e1l. Eé'findéﬁgein‘Prétbnen-

att:'béi~Be1iehten von
Halobakterlenzellen werden jotbnén~iﬁs.Me&ium aﬁge-'
1schéﬁ Séite‘her wié&ér:
aufgenommen (20). Dadurch'wiﬂdyéin elek%mchemischer
. rat gebaut;;deésenfEhe?gie |
entsprechend der‘chemiosmotiichenjHypgthgée‘VOn’Mitchgll
 n zur Syn£hesé von'ATP |
chtgét:iebené:Protcneh-
pumpe Bakteriorhodopsin kanntsdmit‘dnrch~Phgto- |
phbsphorylieruhg_Lichténergi iﬁlchemiSGhe'Eﬁérgie,

wandeln.



1.4. Chemisches Hodell»zur'Erklérung der‘Praﬁonenpumpe

und der Farbe‘des Chromophors vonfngterithodopsin,

’ Bakterlorhodop51n reaglert unter Llchtausschluﬁ nicht

nmit Natrlumboranat. Im Licht aedoch wxrd der Ghromaphor

: .fur Natrlumboranat zugangllch und dle;C_N;~Qoppelb;ndung‘

zwischen;Retinal‘undrBaktério-bpsinVwird redﬁziétt,(Z?).
Die erhaltene Verbindung.Zeigﬁ nach‘Bestrahlen mit
UV-Licht in 1hrem Absorptlonssnektrum (51ehe ‘Abb. 4)

elne ausgepragte Felnstruxtur, die typmsch 1st fur Retro-

retlnalverblndungen, bel denen alle Deppelbzndungen

‘um eine Position auf den Ring zu,ye:schoben sind (28).

Folgende Struktur des so reduzierten Chrgmdphbfs~w§re

denkbar: S e s

///////////////////// c,-—-O

(cwz)»-—-f CH

7 77777 ///////////////./ il

_vDa dies Rednktlonsprodukt 51ch nur belm Bellchten der” |

'Purpurmembran in Gegenwart von Natrlumboranat blléﬂt

und da auch der 412nr—Komplex selbst in seanem Abscrptlon.
spektrum schwach drelglpfllg erschelnt kann ‘man auf |

die mogllche Betolllgung eines retrokonflgurlerten

Zw1schenprodukts am photochemlschen Zyklus sthleﬁen.
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Abb. 4 Absorntlovssnektrum des Reduktionspradukts

von Purnurmenbran mit Hatrivumboranazt im Licht und naéh
'anschlleﬁendem Bestrahlen mit UV-Licht (28)

Der Chromophor der'Purpurmembran kdnnte samit*ﬁbér
einen Wechsel der Retinalkonfiguration zwischen "normal"
und "retro" am gerichteten Protonentranspor# durch die

Membran beteiligt sein." '
 Es laBt 51ch folgenaes chemlsche Tiodell der Pretonen~
‘pumpe entwerfen‘_'

1) Im Licht gibt die Retinalkomponente d‘esfchramnhors
von der 4-S% ellung ihres Cyclohexenrlngs ein Protan ab,

wobei sie 1n die Retrokonflguratlon ubergeht (81ehe Abb‘




2.) Das Proton w1rd von einer Ulber dem Cyclohexenrlng
11egenden negatlv geladgnen Gruppe des Protemns auf-

‘vgenommen und'lns.umgebende_Medlum abgegeben (slehe Abb.5,I

3.) In 1hrer Retrokonflguratlon weist die Retlnal-
komponente des Chromcphors in elner Grenzstruktur eine

Ladungstrennung uber 13 Zentren auf:

~In 4-Stellung des CycloheXenriﬁgs5befindét'sichAdabéi
»ein-Carbanion5 das durch eine unter dem Cyéiohgxeuring
liegende saure Gruppe des Proteins protoniert wird*
(siehe Abb, 5, III). | |

4.) Nach Prbtonierﬁng dieser Grﬁpne'ist dérrAhsgangs~‘

zustand w1eder errelcht und - der Zyklus kann erneut

"_;ablaufen (siehe Abb. 5, TV).

‘Voraussetzungen fur einen vektorlellen Protonentrans—
‘port nach dlesem Pumpmodell 51nd also die exakte réun-
.11che Anordnung zweier zu Protonenaufnahme uné ~abgabe-
befahlgter Protelngruppen uber und unter der Ebene des
"'cyclohexenrlngs sowie der genau- festgelegte Unterséhzed
‘ihrer Pk -Werte. Abb 5 1llustrlert dle Funktlanswelse

: des chemlsghen Modells der Protonenpumpe.



,Abb. Se Schematlsche Darstellung eines chemlschen

. Modells der Protonenpumpe von Bakteriorhodopsin.-.
H-X-R und H-Y-R sind exakt Uber und unter der Ebene
‘des Retinalcyclohexenrings lokalisierte saure Grupnen
- des Proteins. Der dechanlsmus des Pumpmeéells 1st 1m
- Text beschrieben.

Die Farbe des ChromOphors von Bakterlorhodcnsln kcnnte
,'uber dle 1n Abschnltt Te 2. erwahnten Mogl;chkexten |

hlnaus auch folgendermaﬁen erklart werden. o

.Der 1m Pumpmedell vorgeschlagene Wechsel der Retlnal—
konflguratlon zw1schen "normal“ und “retro" im Lleht L
‘unter Abgabe elnes Protons von. der 4—Ste11ung konnte im
Dunklen 1n elner cyanlnartlgen Struktur vorgebzldet seln,

in der dles Wasserstof:auom berelts gélockert und zwzsche

"f:dem potentlellen Carbanlon der Retlnalkompenente und

.der negatlv gelacenen Grunpe des “rotelns lokalzsxert ist
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1.5. Aufgabenstellung

Dem chemlschen Modell des Chromophors von Bakterlo-V
rhodops1n zufolge mufl Austausch des azlden Wasserstaff-‘
atoms in der 4~Stellung des protezngebundenen Retlnals

mit dem Medlum gefordert werden.

Zlel dleser Arbelt ist es daher, durch Isotopenmarklerung
zu prufen, ob dl&SeS wasserstoffatom im Dunklen oder bei
Bellchten von Purpurmembran in marklertem Meélum mit

“‘Deuterlum bez1ehungswelse Trltlum austauscht.

T
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2. Versuéhe zur radioaktiven Markierﬁng,der,getinale‘

komponente des Chromophors von~Bakte?ithodopsin

2.1. Einleituhg

Purpurmembran wurde im Dunklen oder unter Bellchten
in Trltlumwasser inkubiert, Ret1nalox1m aus 1hrem g
‘Chromoprotein extrahlert und desseanadloakt1v1tét

" bestimmt.

‘2.2.1._Darstellung‘von all-trans-und 13~cis+Rétinai¢xim,

All-trans-und ﬂa—cls~Ret1naloxlm wurden gemaﬁ folgender
.Reaktlonsglelchun gen aus den entsprechenden Retxnalen |

,dargestellt. L
+NHa0H . 3

o , - H,0
. allétrans;Retinal_  M %
13—013—Ret1na1 o '}’ o 1§;¢ig_3étinglgxiﬁ'~

Im Dunklen wurden g11~trans-und 13-cis-Ret1nal in
athanollscher Losunb mlt Hydrbxylamln versetzt und dle
‘entsnrechenden Retlnalox1me aus dem Reaktlonsgemlsch

' extrahlert (51ehe exXP. Tell § 2).»
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Dié Ergebnissé der spektroskopischen und diinnschieht-
chromatographlschen Untersuchungen sind in. Tab. 1 und'

Abb. 6 dargestellt.

Tab. 1. Spektroskoplsche Daten von 1someren RetlnalenJ
und Retlnalox1men in Athanol

'_Ve’rbindung SR )\max' [nm] Hm.t. )\m&x{nm] E?mol
all-trans-Retinal | 384 (29) | 383 42 900.
13-cis-Retinal | 375 [ (30) | 375 | 35 s00
ail-transéﬁetinaloxim'_356 : i(29) 1 355 .,i§§'400‘
3-cis-Retinaloxim | 355 || (31) | 3% | 54 900
é a)"sz/:gk; . ;13 | b)ﬁéyﬁsnétinaloxim
| ¥ o TR OH
- o _ 0,;-,.,§ o i picT N/ "
B b
; ii?,, ; Sl%' o o | | @tieﬁetimlbﬁm |
. ooml - ' o St | Haoln |
22 y ot 1 - RTTNOH
B e
A
F e 03 g

' Abb 6. a) DunnschlchtchvomatOFramm von 1sem&ren Retlnale
~ (I) und Retinaloximen (II) auf Kieselgel (Laufmittel:
15% Methylheptenon in Petroldther (40-60°C)), b) Struktur
- formeln der C=N -isomeren Retinaloxime.
Die Zuordnung von syn- und anti-Konfiguration zu den
jeweiligen C=N -isomeren Ret1nalox1men erfolgte durch ‘
NHR-Spektroskonle (39).



‘:‘2.2.2.fExtraktion von Retinaloxim_aus‘Purpurmembran‘

Bakterlorhodop31n reagrert im Dunklen nlcht mzt Hydroxyl—
f‘amln. Denaturlert man jedoch das Chromopreteln mxtelnem
' Detergens, zum Beispiel Cetyltrlmethylammonlumbrcmld A
(CTAB), = To) w1rd dle C=N —Doppelblndung zwmschen Retlnal
und- Bakterlo—0931n fiir Hydroxylamln zngangllch und es

kann Retlnalox1m extrahlert wevden (31).

Unter Lichtausschluﬁ ist ein‘Isomerengemiéch von all-traﬁs
 und 13—cls—Ret1nal, im Licht nur all—trans~Ret1nal an

der Chronophorblldung von Bakterlorhodop31n betelllgt
(31). So konnten aus belichteter Purpurmemhran;zwel
Ret1nalox1me (all -trans, aewells syn und. anti), aus &unke]
adap+1erter Purpurmembran jedoch v1er Retlnalcxlme
(all-trans und 15—c15, Jewells syn und antl) 1sollert ver.
den (31ehe exp. Ell § 1 und 3. Dle Betelllgung/éieser
vier Isomeren wurde durch Dunpschlcbtchrematagraphie nach

Vgewlesen. Die Ergebnlsse sind in Abb. 7 dargestellt

ﬁ ‘Ri:
Catthaman| o o o, |os?
a3-cis o | o o3
- q3~cis anti T QO 10,33
_e;ﬁ-tfp.uxauﬁ O <O _c.zz ’
| Tiehe '1['=’,‘W"

Abb. 7. Dunnschlchtchromatogramm wvon Retznalcx1men, die
aus lichtadaptierter (I) bzw. dunkeladaptlerter Purpur-
- membran (II) extrahiert wurden (Platte: Kieselgel, Lauf-
mittel: 15% Methvlheptenon in Petrolather (40~60°C)) '
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2.2.3. Darstellung von Retinylidenbutylamin

#

! S Fir snétere‘Kontroll#ersuché wurde Retinylidenbntyl--
amin als %odellsubctanz fiir das Retlnylldenproteln
.Bakterlorhodoosln dargestellt. Dle Synthese erfolgte

'gemaﬁ nachstehender Reaktlonsglelchnng.

Genaue Versuchsbeschreibung und Charakterisierung

des Reaktionsprodukts:sind im exp,-Teil‘§“4~geggb§n.

2.3. Inkubation von Purpurmembrahuin Tri£iumwassef

‘unter LichtausschluB

"Elne konzentrlerte Purpurmembransuspensmon wurﬁe unter
tctalem L;chtausschluﬁ in Trltlumwasser lnkublert. Im

 ‘Kcntro11versach wuraen Wasser Retxnaloxim und Retlnvllde

. butylamln analog behandelt Nach ezner Stuade wnrde die
‘-Reaktlcnsmlschunw mmt Hydrozylamln und eiaem Detergen
ve*sotzt und na h halbstundlger Reaktlonszelt das ent-_
- standene Ret1nalox1m nach Zugabe von Athancl mit ?etrol—
N ather extrahlert. Ausfallendgs Prgtelnfvgrbizeb,dabel in
| der'wéﬁfigen Phése.‘ﬁm"mitgérissegesfTritiumwas$er in

der organischen Phase mdglichst auszuschliefen, wurden



15 -

.die-vereinigten‘Petrolétheréxtrakte‘ﬁﬁer'Natriumsulfat
getrocknet der Uberstand elnceengt und 16 Stunden 1m
. Vakuum uber Phosphorpentox;d getrocknet. Ezne genaue

Versuchsbeschrelbung 1st im exp. Tell § 6 gegeben.

Es wurde mlt Volumlna von 10 bls 200;11 Purpurmembran—
‘_vsuspenslon gearbeltet Unter den angegebenen Versuchs-‘
bedlngungen betrug dle Ausbeute an extrahlertem Retinal-
coxim imVDurchschnittj75%. Anhand'der;spezifischeniRadio-
aktivitét'deé eingésetzten Tritiquassers ﬁnd ﬁntér der
'Annahme eines 1 1 —Elnbaus von- Tritium in das Retlnal wurc
~ die jeweils zu erwartende R°d1oakt1v1tat des Petralﬂthpr—

extrakt,bestlmmt und m1t<dem Experlment-vergllchen.

oot | Die Messung der Radloakt1v1tat der Proben erfolgte wie

im exp. Teil § 5 beschrleben. Die Zahlausbeute fur
Tritium betrug 40% | o | . .
Tie Ergebnisse des obigen Versuchs sind in Tab._z»
3dargeste11t. ‘Aus 1hr 1st ersichtllch, daB wenlger als

.  5% der erwarﬁeten Rad10akt1v1tat im Retinaloxlmextrakt
aus dnnkeladavtlerter Purpurmembran gefunden wurde.
‘Die. erhaltenen Werte unterschelden s;ch nlcht von den
Ergebnlssen der Kantrollversuche und llegen innerhalb

. der Fehlargrenz , die durch das Hltrelﬁen ver Tri%1um~

wasser bel der Extraktlon von Retlnaloxlm bedlngt ist.
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Tab. 2. Inkubation von Purpurmembran in- Trltlumwasser
unter LichtausschluB. Ergebnisse von 7 unabhang;gen
Versuchen und jeweils 3% Kontrollversuchen. Die Petrol-
dtherextrakte wurden erhalten wie im exp. Teil § 6 be-
schrieben, getrocknet und direkt zur Radieaktxvxtazs-

messung elngesetzt.

Radloak 1v1tat im Petrol—

Proben
R B atherextrakt [dpm]
ERWARTUNGSWERT } 7550
Purpurmembran I 223
in Tritiumwasser LIT- . 198
SLumwasse III - 90
IV 246
v -.387
VI 625 -
VII 281
- KONTROLLVERSUCHE: . :
Tritiumwasser | I 390 ;
| i II 265 |
III 301
Retinaloxim 1| 305
: o LI 265
| III 650
Retlnyllden- ' ‘_‘I j . [262 |
butylamln -I%% 0

s

2.%. Inkubation von Purpurmgmbran~infiritiugﬁésser*

_unter Belichten

' Konzentrlerte Purpurmembransuspev31onen wurden unter A

‘Llchtausschluﬁ eine Stunde 1n TrAﬁlumwasser 1nknb1ert,

. dann zwwschen elner Sekunde und zwel 5% unden bellchtet}"

und Retxnaloxlm extrahlert (31ehe exn. Tell § 7a)
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Téb. 3 gibt‘die_ErgebniSse‘éiner'représentativen‘Versuchf

reihe und dreier Kontnollversuché wieder.

Tab. 3. Inkubatlon von Purnurwembran in Tr;tlumwasser
unter Belichten. urgebnlsse einer reprédsentativen Versuct
reihe und dreier Kontrollversuche. Die Petralatherextvakf
wurdenerhalten wie im exp. Teil § 7a beschrieben, getrocl
.net und dlrekt zur Radloakt1v1tatsmesoung eingesetzt.

Proben - | Belichtungs- 'gRaaioaktivit§1
SRR | dauer ~ |im Petroléthe:
| . |extrakt [dpm]
ERWAR”U {GSWERT : -} z79%0
Purpurmembran 1 1sec | - 820
in Tritiumwasser . I%% gi , : . } §;§
| IV 0 678
v 20 1. ae
VI M min | 1 345
VII| 2 3 79%
VIII 5 1019
- IX 10 532
- X 20 -2 666
XL 60 1081
XII | 120 973
~ KONTROLLVERSUCHE: o
’Trltlumwasser R I ~5f,' 1 . 589
| ‘ T | b 1282
T, - . - 7e

Wie Tab. 3 zeigt;=Wurdé kéine véﬁﬂéér-Béiichtuhgédauer
: abhanglvé dunanme der Raaloakt1v1tat beabachtet. B;e -
erhaltenen Werte streuen zw1schen 500 und 1500 ﬁnm,'
~das helﬁt zw1schen 1 und 4% des Erwartunaswertes und

: entsprpchen xn 1hrer Groﬁenordnung dem Bllndwert.
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Um zu unte#suchen,vob die gemessene Radioaktivitét der

Proben dnrch‘béim Extrahieren mitgerissenes Tritiumvasser

'<_oder durgh radiozsktiv markiertes Retlnaloxim bedingt war,

wurde eine weitere Probe (siehe exp. Tell § 7b) unter
Zugabe von Retlnalox1m als Tragermaterlal der Bunnschlcht
chromatographle unterworfen. Die Radzoaktxvztat der
’ Dunnsch1chtplatte wurde mit Hilfe elnes Dunnschlcht-
scanners-10L31181ert.,Abb. 8 111u$tr;ert‘das Ergebnis

des Versuchs.

Start - Ryr 029  Ry=0,67 TFromt R N
a) T o AL i b) Radioaktivitdt im

' “.'O' N  Petrolitherextrak
Qﬂnth Sy« i : S L

CE Ok

oxim || - "erwarfét"
’ 755 000 apm

77sefunden-
54 @@@*dpm

D TR IR Y

Lem]

Abb 8. a) Eunnschlchtchromatagramm von aus Purnur—
membran extrahiertem Retinaloxim unter Zugabe von Triger-
‘material (I) (Platte: Kieselgel, Laufmittel: 15% Methyl-
‘heptenon in Petroldther (4o~5®°0)). Die Purpurmembranprot
wurde im Licht in Tritiumwasser inkubiert und Retinal-
oxim extrahiert wie im exp. Teil § 7b beschrieben. Die
Verteilung der kadioaktivitdt auf der Diinnschichtplat

" wurde mit Hilfe eines Diinnschichtscanners untersucht (II)
(Nachweisgrenze der Methode fiir Tritium:<1000 dpm),

b) Erwartete und gefundene Radlaakt1v1tat im Petralather—
extrakt :




S _..,',‘
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Wie sus Abb. 8 er51chf11ch konnte Badlcakt1v1tat nur

am Start, nicht Jedoch 1m Ret1nalox1m nachgew1esen .

werden. Dle in den Petrolatherextrakten gemeasene
Radloaktmvztat ;st~som1t wahrschelnlich auf mitge-

rissenes Tritiumwasser zurﬁckzufﬁhren.it?,

i

In welteren Kuntrollversuchen wurde das extrahlerte

Ret1na1cx1m durch praparatlve Dunnschlchtchromato—

graphle-und‘Saulenchromatographle 1sollert.f1n,so;;‘

gereinigtem Material wurde keine Radioaktivitdt

gefunden.
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3. Versuche mit 4—Deutero~Retinal‘im Chromophor-

des Bakteriorhodopsins von intakten Zellen

- In Rétiﬁaloxiﬁextraktén aus Purpurmembran,géie im
Dunkeln,oéer unter Belichten in Tritiumwaasér.inkﬁbiért
wurde, konnte in keiném’Eall‘Radioaktivitﬁt‘nachgewiesen
:werden.‘ o | | | i | |

Im Folgenden wurde daher ein in 4-btellung mit Deuterlum
mark;ertes Retinal 1n.den Chrqwophor von;Bakter10~,

" rhodopsin eingebaut und'geprﬁft,‘ob”ﬁachiBelichten
'der,sogmodifiZiertenfPur?urmemb:anfund Rﬁckisolation

_des Retinals dessen Markierung erhalten geblieben ist.

3.2.»Synth35e'von 4~DeuteréeRetinal

» 3_.2;4 Synfhéseweg, g

'«Eln in 4—Stellung deuterlertes Retlnal wurde &arge-*
'stellt 1ndem aus einer in der Retrokonflguratlon
'flxlerten Retlnalverblndung in &euterlertem Lbsnngs—

mlttel Retlna¢ zuruckgewonnen wurde.
"Dle,Synthese erfalgte gemaﬁ nachstehendem~Réaktiénsschem

+(CH3(0}10 CH;CQGH ,
LH‘%J S )

- Retinal

: LT ."’Ré‘ﬂi;hﬁ!eﬁofai‘tfa
C3H3 0D, - CH3C00C3Hy

D ﬁGDﬂdGc»?dMal
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3.2.2. Darstellung von Retinalenolazetat aus Retinal

Zui Darstellung von kléihen‘Menéén aﬁ Enblaéetat aﬁf
dem Wege’der S§urekatalysiérteﬁ AcylierungfwﬁréevaieA
,theraturvcrsch 1ft (35) folgendermaﬁen modlflzlert.
-Elne gekuhlte atherlosung von Retlnal wurde mlt einem
groBen errschuﬁ Acetanhydrld und katalytlschen Mengen
Bromwasserstoffsaure versetzt. Nach, 90 Mlnuten Stehen
iunter Stickstoff bei 5°C war die Reaktlan beendet. Das
‘uberschu331ge Acetanhydrid wurde durch alkallsche Hydro-
’,1yse entfernt und Retlnalenolezetat extrahlert (ganaue

Versuchsbeschrelbung 31ehe exp. Teil § 8).

Das’ Reaktlonsprodukt wurde spektroskmplsch und dunn—
schlchtchromatographlsch untersucht Abb. 9 zelgt das
3Absorpt10nsspe«trum, in Tab 4 szn& @harakterlstlsche

‘ Slgnale des Massenspektrums gegeben, Tab. 5 1llustrlert _

~das dunnschlchtchromatogranhlsche Verhalten.

g
L~

e
-

sosorption

- qo]’ ey I,
S 300 -7 350 - 400 450
' wellenlange [nm]

Abb. 9. Absorptlonsspektrum von Retlnalenalazetat in
-Kthanaol ()& max - 956, :;‘714— 396 E.mal 63 000)
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- Tab. #.,Massenspektrum vorn Retlnalenolazetat.‘Angegeben
.8ind die Massenzahlen M/e fiir das MeTekullon Wﬁ’unﬁ 3
weltere charakterlstlsche Bruchstiicke.

¥

';M/e ',Inﬁefprgtation

526 | MO '.

284 M® - CHZ..C’ =0(42)

266 | M@«- CH2-C—-0(1+2) - H. 0(‘18) ; A
251 | M8 CH2=C-O(42) - H20(‘18) - 333(15)

Tab 5. Dunnschlchtchromatogramm von Re*xnal und Retznal—v
enolazetat auf Kleselgel (haufmzttel Benzol)

' Verbindung | RF' | Farbe unter Uv-,mcm:
Retinal AO,26 o dunkelgelb :
" Retinal- | 0,54 «_hellorangg‘k'

eno‘azetac { o R , "‘ .

'-3.2.3.1Darétellung"von~4-Deutéra»3§§ina1 .:’?

-aus Retiﬁaienolazétat';

4—Deutero-Ret1nal wurde aus Retlnalenalazetat &urﬁh

‘saure Umesterung dargestellt.

-Retlnalenclazetau wurde 1n ﬁther und Deuterc—lsanrﬁpanol
--. m1t 3133851g und katalytzschen Mengen Bramwassersteff~
;'saure versetzt und menrere Stunden unter Stlckstnff

‘bel Ranmtémneratur gerahrt. Das Reaktlanspredukt wurde

r._extrahlert durch praparatlve Dunnschlch*chromatograph*e

gerelnlgt und als Retlnal 1dent1flzlert (slehe exp. Ie11
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Das 1n Abb 10 dargestellte Massenspektrum der Verbzndung

- weist elnen 35% -igen Deuterlerungsgrad auf.

*

Abb. 10. Massensyektrum von 4~Deutero-Ret1aal, dargestellt
- aus Retlaalenslazetat durch saure'Umeatew,,; ;

Die fiir Retlnal charakterlstlschen Sisnale fur d;e Massen—
zahlen M/e = 284 269, 255... alnd von &en 3ewelllgen Iso-
topenpaal{s der Massenzahlen (M; r,+\ 1)/3 begleltet

~ Der Nachw91s der Deuterlerung 1ﬂ der<4—8te11ung/éas Retlne
erfolgte durch Verglelch der NMR~ uné IRwﬁp&ktreﬂ von :

authentlschem und deuterlertem Batinal.
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3.3, Rekonstitution von Bakterio-Opsin mit

4-Deutezo~Retinal‘in ihtaktenizeilen

3-5-1->Vorbemerkung o

Werdenrﬁalebakterieﬁ in nikotinhaltigem Me&iu$ gezﬁchtet,
. 80 synthetlsleren sie anstelle des Bakterlerhodcpalns
das retlnalfrele Bak*er10—0ps1n, da dle Zykllsleruna

von Lycopln, der Vorstufe von»Retlnal durch leotln.
gehemmt ist (36) erd Retlnal zZu dmesen sogenaanten
leotlnzellen gegeben, so blndet das Bakterlo~0351n Reti:
- unter Blldung von Bakter10rhod0p81n." .
*Unter,dlesen,Bedlngungen ist Bakuerlorhqabpsinajedoch
niéﬁt wie in &er:Purpgrmembrah in einef,kris%éliiﬁen
Anordﬁung'orgénisiert, éondern‘lieg%‘in dﬁr sogenanhteﬁ

| Braunen rembran vermutllch als Prote1n«L1y1d~Gemlsch vor.
Ermogllcht man den Bakterlen dle Gew1nnung meta~

‘ bollscher Energle, so wird Purpurmembranbxldung |

| beobachtet (36) '

3.3.2;fgg§zﬁ¢ht von‘Nikotinzellenj .

‘ Steriliéiérteé nikctinha1fige$'Me&iuﬁ wur&e mit'einéﬁ-
t.Nikotlnzellen-Inokulum angelmpft Dle Aufzuaht &er
”Bakterlen erfolgte bez 3?°C im Llcht und unter Beluften.
'JDer Bakterlo-0p51n-Gehalt uer Vlkstlnzellen wurde zZu '
versch;edenen Zeiten 1hres;Wachstu$s,durch\RekonstltutiOI
von 'Zéliyéatprcbgn.mit ﬁbersch§SSigeijétinai’Béstimmt

(siehe Abb.41).
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Abb. 44 Bakterlo-0n31n-ﬁonzentratlon der Nikotin-

zellen zu verschiedenen Zelten ihres Wachstums. Bestimmt
durch Rekonstitution von Zellysatproben mit {iberschiissige
Retinal. Die Aufzucht der leotlnzellen erfclgte wie im
exp. Tel‘ ‘§ 10 beschrieben. :

-
P

;vAus Abb.,44 geht hervor, daB in den hlkctlnzellen nach

"93 Stunden elne Sattlgunéskonzentratlon von Bakterlo—
0p51n erre1cht wurde. Dle Bakterlen wurden éaher dnrch
VZentr1¢ugaticn geerntet und in nlkotlnhaltagem Basalsalz

| resuspendlert (Versuchsbeschrelbung szehe exp. Tell 10)<

" Die Abwesenhelt ven Purpurmeﬁpran in den erhaltenen ﬂlko—
’ t1nze11en wurde durch die folgenden Versuche belegt
stoff jedoch kelne 1lchtabhangzge Phatopbaspharylzsrung

nachgew:asen werden.

3¢5, 3. Rekenstltutlan von Bakterio-cpsln mzt 4~Beuzero~

“',Retlnal ln ﬂlkotlnzellen und Iscllerung des Bakter;orbo

- Eine leot1nzellensuspen51on in nikotlnhaltlgem Basal—

salz wurde mlt einem au? 1hren Bakterlo-OPSLn-Gehalt be-
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zogenen gerlngen DberschuB an 4—Deutero~Ret1na1 in
}konzentrleruer athanolzscher Losung versetzt und zur
T“Auskrlstalllsatlon“ von Bakter;orhodops;n zur Purpur-
_membran nach Zugabe von Alanln uber ﬁacht bel 37°C im
Iicht gut geschuttelt. Die Bakterlen wurden durch
Zentrlfugatlon geerntet, in destllliertem Wasser unter
Zugabe von DNAse 1y51ert und dle Bakterlcrhcdopsln- |
‘ Konzentratlo“ snektroskoplsch bestlmmt (31ehe Abb., 42.)
Elne genaue Versuchsbeschrelbung 1st 1m exp. Teil |

§ 1 gegeben. -

401

_ Absorption
&
@

400 soo 600 300
lenlange [nm]

‘ Abb 'PZ Purnurkomplexoande im Bifferenzsn&ktrum éer
Lysate von Nikotinzellen und rekonstituierten Nikotin- -
zellen. Die Bedingungen des Wachstums und der Rekanst1~
tution der hlkotlnzellen 51nd im exp. Tell § 10 u.
-bescnrleben. , .

| Das:Lysét‘wurdé'dufch‘Rbhrzuckerdicﬁﬁegra&iénten~l
zentrlfugatlon aufgearbeltet wie 1n th. (11) angegeben.

DasErgebnls 1st in 4bb. 13 dargesteilt.



- =  Rote M&pb:an~A

. Braune Membran
Purpurmembran

Iff ‘, : Rote Meﬁbran"

-‘%ﬁf' Bakterio—ﬁpsih'
Vi + Cytochrom

¢

'Roté'Membran

'&%ﬁ Brguneyﬁeﬁbrﬁn.7

L)

Abb. 'T3 Rohrzuckerdlcbtegradlenten der Lysate von :
‘mit 4—Beuterc~Ret1nal rekonstituierten Nikotinzellen: (I),:
Nikotinzellen (II) und mlxotlnzellen unter zugabe von
Retlnal zum Lysat (III). . ,

Der in Abb. 43 I gezelgte Gradient wnrde fraktlonzart
_und die verelnlgten Fraktlonen vcn Brauner und Pur@urmem—*

bran 1sellert (vgl th. (1ﬁ)).

3.3.4. Extrektion von Retinal sus Bakteriorhodopsin -

Braune‘Weﬁbran und‘Purpufmembranfaus méhrerén'RaﬁenStif
tutlonsansatzen wurden in Kallumphcsphatpuffer resus—f

pendlevt und eine Stunde bellchtet.
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Nach Zugabe von Chloroform, Methanol und Wasser wurde
~ Retlnal extrahiert un& das erhaltene Rahpradukt dnrch"
praparatlve Dunnschlchtchromatograph;e‘ggrelnlgt i
. (Vefsucﬁsﬁeséhreibupg'siehe exp~ Téil §~42); ‘ |
Das Massénspéktrum des eitrahierten'Ratiﬁals~uﬁteré
scheldet 51ch in seinem Deuterlerungsgrad nlcht .von.

dem des elngesetzten A—Deutero-Retznals.
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4..Abschlieﬁendé;Biskussion

¢

Im Reulnaloxamextrakt aus dunkeladaptzerter Purpur-

membr ansuspensxon in Tritiumwasser wurde kelne Radzoaktl—
_ v1tat gefunden. Auch nach Bellchten konnte weder ein
‘EINBAU von Trltlum in die 4~Stellung der Retlnalkompo~
‘nente von Bakterlorhod0381n noch ein AUSBAH von Deuterlum
aus elnem mit 4—Deutero—Ret1nal rekcnstltulerten Bakterio-
Opsin nachgew1euen werden. Dlesen Ergebnlssen zufa;ge
funglert dxe 4~Stellung des Retlnalcyclohexenrlngs von
Bakterlerhod0031n nlcht als Schaltstelle fﬁr den llcht—
1ndu21erten gerlchteten Protonentransnort durch dme Mem-
bran. Durch die Versuche wurden gedoch nlcht das Verl*eger
elner‘cyanlnarulgen Stuktur des Chromcphcrs inm Dunkeln
und auch n;cht dle Bete;11aung elnes retrokcnflgurierten,
-Zw1schennrodukts am nhotochemlschen Zyklus ausgeschlossenA

da das Wasserstofxatom 1n der A—Stellung des Retlnals

 _'.durch das umgebenée Protein so abgeschlrmt sexn kcnnte,'

1daB keln 9ustausch mit dem Medium sﬁattfzndet.

Durch Rekanstlputlon von Bakter19—0951n mit modifzzlerten
Retlnulen, zum Bezsplel 3 4~Behydrc— 4~Hydraxy~ und :

'.5 6—&pexy—?et1nal konnten 1n neuester Zemt modzfizlerte

"«Bakterlorhodo ne d rgestellt wer&en (3?) Burch Bnter—

: _suchungen an dlesen Verb‘ndungen mﬁBte sieh 291gen lassen
.1nW1ewe1t phatochemlscher ZyKlus oéer Protonennumne
abhanglg 51nd vcn der Fahlgkelt der modlflzlerten Retlna
: komponente, 1n ein retrokonflgurlertes adlschenpredukt

' {iberzugehen.
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5. Versuche zur Chemie-von Retroretinalverbindungen -

| 5;1. Vorbemerkung,'

Im Zusdmmenhang mlt der Darstellung von Retlnalennl—
azetat und der Untersuchung selnes chemlschen Verhaltens

wurden dle folgenden Reaktlanen dnrchgefuhrt.

| Acyllerung von Retlnylldenbutylamln,

"Darstellung von 4—Hydroxy~Ret1nal und von Retmn&l aus
~ Retinalenolazetat, > |
_Reduktlon von Retlnalenolazetat und

'Addltlon von Alkohol an Retlnalenalazetat.

5.2.'Acyliérnng‘von Retinylidenhutylaminif

In Analogle zur Darstellung von Retmnalen@lazetat wurde

in elnem Kuvettenvorversucn Retlnylldenbutylamln nach—

. '3 SR

{7R¢me’§f-v‘
222

4

300 350 400 4SO
welienlsngg [naﬁ :

Abb. 14 . Abs orntlonsspektren von Retxnyhdenbutylamln in
- Kther (I), nach Zugabe von Acetanhydrid zu I (iII), nach
Zugabe von HBr zu II (III) und nach Zugabe von hatrlum- ;
boranat zu. III (IV) : _ ; o
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. einander mit Acetanhydrid, Bromwassérstoffsaurehund’"
~Natriumboranatversetzt. Man,erhielt die in Abb. 1Y
‘vdargestellté Spektrenserie.

Der Reakticﬁs#erlauf.kénnte-wie folgt7erk1§rt wérdQn:'

- 5.3, Darstel;ung‘von 4~Eydroxy~3e$inal~ags¢RetinaLenolaze

Aus Retlnalenolazetat wurde 4~Hydrcxy~Retina1 (35) dar~
gestellt, exn fur Versuche der Rekanstltutlen von Bakterl

0031n 1nteressantes mod1f1z1ertes Retlnal.,

Die Darstellung erfelgte gemaﬂ nachstehender Reaktxons—
. glelchung : |

. S5e0, THF

~ Retinal-
enolazetat
'4~HyerXy~,

. Retinal
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Retinalénolazétét wurde in TefrahYdeftran:gelﬁét,‘
mit ﬁiném_ﬁberschﬁﬂ'ag feinverteiltém;§§;eadidxid, 4
'verseﬁzt und'ﬁbér Nécht unterlstiékstc£f bei”ééﬁm4

temperatu& geruhrt Das Reaktlonsprodukt wurde ex-,

trahlert und gereinigt (s~ehe exp. Teil § QB),

Seine Abserptxonsmaxzma sind:

375 nm in Isanropanol

272 nm in Athanol

,360 nm in Disthylither
357 nm in Petroldther .

5.4. Derstellung von Retinal aus Retinalenolazetat

gRétina1~konnté aus RetiﬁalenoléZetat auch auf dem Wege

der‘alkalischen~Umesterung dargestelltfwefden;

373

f ,ﬁﬁnprption S

200 350 w00
Hellenlange {nm]
Abb IS o Abserntlonssnektren von. Retlnafenolazetat in

, Athanol: (I), nazch Zugabe von Natriw nolat zu I (II)‘
und nach Zugabe von Natriumbor anat za 1T (III)




e

Zu einer‘Retinalénaolazetétlééﬁng*in Alkdhel (K%hanol,
}Isoprcnanol Tertlarbutanol) wurde das entsprechende :
Alkoholat gegeben. Dle Reaktxonsm:schung wurﬂe mlt Ather
versetzt und mit Kalllauge, Natrlumhydragencarbcnatlosun;
 und Wasser gewaschen. Das getrocknete Reaktionspr@dukt
wurde als Retlnal 1dent1f1z1ert..1n elnem Kuvettenvor-
‘versuch erhlelt man die in Abb 15 dargestellte SPektren-

‘serle.

5;5.;Redukticﬁ v6n Retinalenolazetat

Da dle Reduktlon von Retlnal zu Retlnol bel selner Dar--
-stellung aus Retlnalenolazetat zur Identlflzlerung des
Reaktlonsnrodukts herangezagen wurde, muﬁte-auch«das':
Verhalten vnn Qetlnalenolazetat selbst gegenuber Redukt1«

mltteln untersucht werden.,

401 . 373

'-Ahéorpﬁibn;_ .

" 3o 350 400

Uellenlange [nm]

Abb 15 M Absorptlonsspekt“en von Retznalanalazetat in
Methanol (I) und nach aug“be von' ﬂatrzumbaranat (II)
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. In elnem/Kuvettenvorversuch wurde Retlnalenolazetat
- mib Natrzumboranat versetzt. Die ezhaltenen Absorptlons-

spekt“en 51nd in Abb. ‘16 wledergegeben.,,

Es kann elne Reduktlon~von Retlnalenolazetat'mit |
Natrlumboranat gemaB folgeader Reaktlonsglelchung

‘angenommen werﬂen.

1 f0;g\

Retinalenolazetat LJRetrére#inyiazetat

5.6. Addition von Alkohol an Retinalenolazetat

:.Béi'léngefem Stehen von Retinalendlazetét{in'ab801utom
Alkoho‘ (Methanol Athenol Isopropanol) beverzugt

aber bei Zugube von katalytlschen %engen Saure (HCl

HBr, H2804) zu diesen Losungen, wurde e;ne Verschzebunr
‘des Absorptlonsmax1nums um 25 nm zu kurzeren wellen—

_ 1angen unter Belbehaltung der drexglpfllgen Erschslnungs-

form des Absorptlonsspektrums beobachtet (91ehe Abb 4?‘)

In Analegze zu den Beobachtungen von Orcshnlk bel »
Anhydroretmnol (%38) kénnte elne Adﬁltlon von Alkehol
an dle ﬂ# 45—Doppelb1ndung des Retznalenolazetats dlS—
kutlert werﬁqn._:‘ |

\f\

e | .Lﬂgl

Retinalenolézetat

bzw.

.15~ bzw. 14-Alkoxy-
' 'Retroretinylazetat



_;,O',*“ .

‘AhmnmﬁiQn‘}‘,,‘

p,%z.

e S PSS
© 300 350 %00

Wellenlénge [zﬁm] 5

Abb. 17, Absorptlovss Cooe

. pektren von Retxnalan 1 t :
in Methanol (I) und nach Z < alenolaze at
Mengen Dalzsaurp (II) égabe von katalytzschen,‘

........
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'6. Experimenteller Teil

6;4; Gerite '

Zur MeSSung der Badloakt1v1tat wurde eln Packard ,
. Tricarb F1u531gke1tss21nt11lat10ns~8pe£traphot0meter

(Modell 3320) verwendet..

- Fir die Aufnahme des Dunnschlchtradlogramms danﬁe ich
. Frau G. Degen. Die Verteilung der Ra&icakt1v1t§t auf
~ der Dunnscblchtnlgfte wurde mit Hllfe elnes Radls-

-»dunnschlchtscanners der Flrma.Bertholt-Frleseke~bestimmt.

Zur Bellchtung der Proben wurde elne Tlschlamne-(welﬂes
Licht, 60 W) bzw. elne 900 W Xenon— Hochﬁruck-~~ |
lampe von eram, 1 CuSOu Fllter (5%~zge Lesung, 2 cm
Sch1chtd1cke) 1 CG 515 Fllter (Schcﬁt) verwendet.

-Die.Ab;a?ptiqnsspekt:enjwﬁrden mit‘éinem~Be§kmanfBB~G

Grating Spectrophotometer aufgenommen.

vFur dle massensoektrostPLSﬂhen Hnﬁersuchnngen danke
~ dich Frau U. heumann und Herrn N.kPelz. Dme Masseaspektren
‘wurden mlt elnem ﬂassensnektrcmeter Varlan bﬁ~?

"jaufgenemmen.
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6.2. naeeriaz |

'Chemlkallen. ER L | |
All—trans—und 13-cis-Reti né1 waren Geschenkeder BASF.
_Trltlumwasser wurde vom Radlechemlcal Gentre,'f
' Amersham England bezogen. | |
Fiir die. Vervuche wurden Chemxkallen und Lesungsmlttel

des hochsten erhaltllchen Relnheltsgrads verwendet.

TOlBOlSZlﬁtlll&tlQnSlOsung , o ‘
5 g PPO (2 S-Biphenyloxazol) und O 5 8 PGP@P (1 4*313-
(5—phenquxazol—2—yl) ~benzol) wurden in 11 Tolucl gelds

'Platte fir praparatlve Dunnschlchtchremategraphle"

40 ¢ Kleselgel wurden mit 80 ml Wasser 4 M;nute kraftlg

} geschuttelt 0,75 mm dlck auf 2 Glaaplatten (20 x 20 cnm)
sestrlcben, bei Raumtemperﬁatu. und anschlmeﬁend 2 Stunde:
,bel 110°G getrocknet.

a’Medlum zur<Aufzucht von HalobakterlenQ :
Tn1 1l Hasser wurden gelost '
250 gNeC2 )}
20 g mgs% Y 3205 SN ,,Basalsalz

2 g KC1 ‘ ) I

- Trls—ﬂatrlumcltrat 2 P20

10 g chld-Peoton L 57 o A
| Das Medlum wurde auf pH 7 elngastellt und &urch Glas—

wolle abfiltrlert.,
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6. 5. Iethoden

L3

§:1. PurpurmembranSuspensipnen

Die in dleser Arbelt verwendete Purpurmembran wurde
_aus: Bakterlenzellen ‘des Stammes Halcbactermum haloblum

R,‘M1 wie in th. (11) beschrleben 1sollert.,

Purpurmembran-stammsuspen51onen'wnr§en~35 ﬁiﬁﬁteﬁ;ﬁéi.
19 OOO'g_zenﬁrifugiert undih O;OS;M*Kéliugghbspﬁaté
pﬁffer pH '7 iesn‘spendi ert. Die 'KtonZentr&tiQii wu:e&e ibei
»560 nmvbeétimmt unter Zugrundelegung &és'mélaiéh E?Q

' tlnktlonskoefflzlenten von Bakterlnrhedopsin, *E’mbi»

= 63 OOO. Da Retlnal in aqulmolarer ﬁenge an i
das Proteln gebunden 1st (14) bezzehen sich éle in
Zusammeahang mit Purpurmembronsuspenszonen gegebenan

Nolangaben scwehl ‘auf Bakterlorhodopsin als aueh auff’

Retlnal.»

;§ 2‘-Dérsté11nhg»vén,all—trans~uﬁd;13;cis;Retiﬁéldx1m'

.3 mg (“ 0 01 mﬂal) all~trans bzw. 13~c13~Retinal (HG 284)
'1wurden 1m‘Banklen in 1 ml Athannl gel st und4m1t Q v ml

2 M. Hydraxrlamxn versetzt Nash 30 M;nnten  fﬁ e éer
-Uberstard des Reaktlonsgemlschs abgenﬁmmen und alngeetgt
der Rucka’bana in 0, 4 ml 50§a 1gem Athanol gerlest zmd 3x

: mit 1 ml ~Port10nen ?etrolather (&Q~£G@G) extraalert .

| die verelnlgten Extrakte wurden getrocknet und 1n Athanol

aufgenommen.
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8§ 3. ExtréktiOn VOnﬁRetinaléxim‘aus Purpuimemb§an

1 ml (” (6] 46»}&Mol Retlnal) PurpurmembransuspenSLQn
0.D. 10 wurde 2. mtunden 1m Dunklen aqulllbrlert bzw.

10 Mlnuten bellchtet (weiBes Llcht, 60 w),aunter“te—
ftalem LichtaﬁsSghluB wﬁrdén‘O,#‘ml,EngHyaroxylamiﬁ,
0,4 ml 0,1'MfCTAB_und 2 ml“Waéser zugégeben; ﬁaph 30

| Minutenfwurde die*Reaktionsﬁischuﬁg mitfu»ml*ﬁtﬁénﬁl‘
 versetzt und Ret1nalox1m 3x mlt 3 ml'—Pbrtianen Petrol-
#ther (40~60°G) extrahlert. D1e veremnlgten Extrakte

wurden getrocknet, elngeengt und 1n Athangl:aufgenommen.

8§ &4 Darstglluﬁg von Retinylidenbntylamin_ |

100 mg (2 0,35 miiol) all-trans-Retinal (MG 284) wurden
im D’unieie'ni niit 6 ml (2 60,5 mol , ‘3. '0,‘739‘) frisch
uber Barlum ox1d destllllertem n~Butylam1n (KP 7800

| MG 7%) versetzt und. 2 Stunden unter St;ckstoff gerﬁhrt.
Eventuell‘unumgesetztes Retlnal wur&e-abfxltrlert das
-uberschussxge n-Butylamln abgezogen und das erhaltene Olf
- durch wlederholte tropfenwelse Zugabe ven Petrolather
‘:(40—6000) und anschlleﬁendes Elnengen zur Kristallxsatlon
| gebracht. D1e Grangerote Substanz wurde bei *2090 nnter
;.Stlckstoff aafbewahrt. | e

- Zur Ident1f1z1erung ces Reaktlonsgrcdukts als Retlnylxden—
_'butylaﬂln wurden Schmelzverhaluen, Absorptlcnsspektren, :
hassenspektrum urd dunnschlchtuhromategraphisvhes Ver- |

halten der Substana heranwezogen-



":Schmelzverhalten

 Der Schmelzpunkt des kr;stalllnan Reaktzcnsprodukts
‘wurde zu 62°C bestiamt (Lit. (33): FP = 65 %0y, .

Absorptlonsspektren~
Absorptlonsspektren des- Reaktlonsnradukts wurden in
35 verschiedenen Losungsmltteln aufgenammsn uné d;e Lage

der erhaltenen Absorptlonsmaxlma mit theraturangahen ,

vergllchen.‘ : |
Losungsmittel | max [nm} Lit. | ) mex [nn] | € mol
Methanol | 366 |l (33) | 364 - | -
Kthanol | 365  [l(21) | 33 | -
Methylcyclohexan| 361 ' ';(34).:‘.360'“, -1 96 000

'Wassenspektrum'
Die Hassenzahl des MOlekulxons (M@’ 359} 1m MassenspeY-
| ‘trum des Reaktlonsorodukts erwzes szch als identzsch mit

dem. MolekulargeW1cht des Retlnylldenbutylamins.,,,*

7Dunnsch1chtchromategraphlsches Verhalten' f

Durch Dunnschlchtchrematcgranhie auf Kleselgel xLauf-»
‘mittel: 308 Ace*bon in Petroléther (4@—50%}) lieB sich
die RelnhElt des Reaktlonsnrodukts nachwaisen.f“ ‘
iRetlnal &  f | L RF‘” 0145 :

Retlnylldenbutylamln RF _'0,355.-%f
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§ 5. RadibaktivitétsbeStimmung 

Dle Radlaakt1v1tat der Proben wurde im Flussxg}eiﬁs- ;

321nt llatlopszahler gemessen.

Fiir die jeweils verwendeten~ﬁ0;mlWﬁolﬁclsﬁintillationsé-

lBsung,Wurde,ein Untergrund;von«im‘Durchschnittf395cpm

bestlmmt.

‘Eln Farbcuencheffekt durch Retznalox1m knnnte unter den

: gegebenen Bedlngungen nicht festgestellt werden.;

' § 6. Inkubation von Purpurmembran in Tritiumwesser

‘unter Lichtausschluf

10 ML (*‘5 x*ﬁO'a'ﬁ&Mcl Retinal)5Pﬁrﬁurmamhfaﬁsﬁépebsion
o.D. 31,5 wurden unter totalem,LlchtausschluB 1n,ﬂ0,u-1

Trltlumwasser der sne21flschen Raéloakt1v1tat 106 m01/m1

.1 Stunde inhublert Im Kontrcllversuch wurd&n 10 ﬁ&l
.>Wasser hzw. 10*}Al 5 X 10 M RetlnalOXxm ader Retiny-'

'lldenbutylamln in Athanol analag behandelt. Dxe Reaktlons-

B mlschung wurde mlt 10,ﬁkl 2 M Hydrﬁxylamin, 10 f&l 0, 1 M
_CTAB und nach 30 Mlnuten mlt 0 2 ml Ethaaelversetat und
| Ret1nalex1m By wit 0,4 ml —Portlanen Fetrolﬁther (40~60°Cf

,extrahiert. 313 verelnigten Extrakte wu”dan ﬁbar Katrlum—

sulfat getrccknet der abflltrlarce 3berstanﬁ ezngaengt ;

\und 16 Stun&en im Vakuum Uber Phesuherpentaxxd ge%rocknet



§ 7. Inkubation von Purpxirmemﬁ:ﬁ*an in Trltiumwasser ~

unter Be’lich’ten SR RN

a) Ber:u_ngungen der Préaparation fur die V ersuahsreihe~ :

| :I'ewez.ls 10 /vs.l (2 5 x 1072 fﬂﬂol Ret:.nal) I’xmpurrﬂbran% |
'”suspenslcn 0.D. 3’1,5 wurden in 10 /\Ll Tr’itlumwaseer der
_spez:.fiscben Rach.oakt:.vxtat 500 mCx./ml 1 S‘bunde unter

' Llch’causschluﬁ inkubiert. Im Kontrollversuch wurden

10 /Ul.l Wasser analog behandelt. ‘12 Purpumembranpraben

| :Ln Trltlumwasser wurden zmschen 1 Sekun&e und 2 Stunden

| , bellchtet (gelbes L:.cht 900 W) Im Dunklen wunﬁen 10 M

2M Hydrexylamln, 10 M1 0,1 M cmas und- nach 39 M&nuten
.0 2 ml Athanol zugegeben. Dle Extrakt:.on von Retlnal-
'oxim und d.le Trockmmg des Petrolatherextra}'tas arfc.lg*te

wie 1n § 6 beschrleben.

"b) Bed:.ng;ung der Praparatlcn fur dle burmsc:hz.cht-—
' chromatagraph:.e' L S |
200 ,{.Ll (a 0 286 /ULMol Retz.nal)

Pury ‘armembransuspanslon ;
0.D. 90 m.zrden in 200 /Ml lritlumwasser der spezlf:.schen

Y'Radlcakn.ntat 500 mcl/ml 1nkub1ert und '1 s; ‘;ii_;iﬂi”.;ﬁe bela.chte
(gelbes Licht OO W). Im Dunklen wxmden G 2 ml 2 ﬁ ,
f'ﬁydroxylamln, 0,2 m 0,1 M CTAB. und nach 50 ﬂinuten
0,4 ml ﬁthazml zugegeben. Die. Extraktion van Ra‘bmaloxm
;und dle Trccmung des Petrolatherextraktes erfnlgt;e wie

'1n § 6 beschrleben.
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" § 8. Darstellung von'Retinalenolazéfat ausTRetinal

1 835 B8 ( 6 50 mﬂol) Retlnal (MG 284) wuréen 1m Dunklen
in 100 ml absolutem Dlathylather gelost unﬁ unter Stlck-
stoff 1m Elsbad gekiihlt. 100 mL (= ﬂ ,06 Eal, 8 =1 08 g/
Acetanhydrld (MG 102) wurden mit So‘ﬁkl (= 0 a4 mMol

'S =1,50 g/ml) 497%iger Bromwassersﬁoffsaure (MG Bﬂ)

‘versetzt gekuhlt und zur Retxnallosung gegebeng Das

Reaktzonsgemlsch wurde 90 Mlnuten unter Stmekstor£~bel
S°C im Dunklen geruhrt dann zu Hydrolyse des hberschuss1-
gen Acetanhydrlds etwa 10x mit 40 ml -Portlaﬁan gekuhlter

4 M Ralllauge ausgeschuttelt 5x mlt ge 10@ ml ﬁatrlum—

‘hydragencarbonatlosung, dann mlt Wasser gewaschen, 16

Stunden unter Stlckstoff bei 5°C uber Natriumsulfat ge- .

trocknet und elngeengt Der Schmelzpunkt des oj¢i<groten>

Predukts war 40500.

§ 9. Darstellung von 4-Deutero-Retinal aus Retinalenolaze:

500 mg5(§ *,53 mMol)'RetinaleﬁéiazéﬁéﬁT(MG 3255 ﬁﬂ§den im

. Dunklen in 30 ml absolutem Dlathylather und 50m1 Bautero-

Isonronanel (dargestellt aus Natr:umzscpropanglat und

i Deuteriumemd) gelcst mit 1 ml (= 17 6 mﬁc}. 3 = 1,05/
'Elsess:;.g (I*aG 60) und 50 Ml (2 G,M mﬁcl 8. ﬂ,EO g/m)

47%—1ger kremwasserstoffsaure (HG Sﬂ) versetzt und 46

Stunden unter Stlcksto;l bei Raurtemueratur ﬁerkhrt

o Nach Zugabe von 30 ml Ather wurde das Reaktmonsgemzsch

3x mlt §G ml —Portlonen 1 F Kalilauge ausgeschuttelt Bx

- mit 1e 50 ml Eatrlumhydvogencarbonatlosung + &ann mlt '

. Vasser gewaseken und iiber Nubrlumsulfat getrecknet.

-
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Das erhaltene Rohprodukt wurde durch praparative

Dunnsch1chtchromatographle gerelnlgt und als Retlnal '

~1dentiflzlert (durch Absorptlcns— und Massenspektro-

.sxople, Dunnschichtchromatographle und Untersuchung des.

chemlschen Verhaltens gegenuber Natrlnmbcranat und

Hydroxylamin)

8§ 16. Aufﬁﬁcht-von NikotinZellen_ 

700 ml sterillslertes 1 mM nlkotlnhaltlges ﬁedium wurde

: mlt hlketlnzellen angelmpft und 60 Stunden bel 37°C im

Licht gut geschuttelt 400 ml dleses Inokulums und ewnw—

ge Tropfen Antlschaummlttel wurden zu 8 1 sterlllslertem
| 1 mM nlkotlnhaltlgem Medlum gegeben. Die Bakfeflen wuvden
_nach 23 Stunden 1hres Wachstums bei 3?00 1m,Llcht und
- unter Belﬁften durch 10 émlnntlges Zentrzfugleren bel
'8 000 g geerntet unduin 1mM nlkotlnhaltlgem Basalsalz

'resuspendlert.

-

'§ 11 Rekanstltutlon von Bakterlo~9n51n m&t 4~Beutero~ -

'Retin l 1n lectlnzellen und Isallerung des Bakterio—

rhodopszns o

200 ml "(—"-‘ -‘692* Mol Bakteria-’-opsin) einer *Hikﬁtin— ?

,zellensuspenslon 0.D. 2 1n 1 mM n;kotinhaltlgem<3a5a1-

'salz wurden mlt 551¢~l 3 X 10 3 ﬂ A—Beuterewﬁetxnal 1n,'.
- Athanol unter Ruhren versetzt. Nach Zugabe von 2 g |
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“L—Alanin’ﬁurde 1é Stuﬁdeﬁ bei 37°C7im‘Lichﬁ~geéchﬁ€telt.
 D1e rekanstltuierten Nikotinz ellen wurden qumiéuteﬁ
bei 8 co0 g zeatrlfuglert und mit 20 ml destzllzertem .
Wasser unter Zugabe von' elnlgen Karnehen Bﬁﬁse aus f
Rlnderpankreas ly51ert Das Lysat w&rde wle in th.

(11) beschrmeben aufgearbeltet.

' § 12. Bxtraktion von Retinal aus .Bakerﬁidrhé&@siﬁ: o

iZu 5 ml. Membransuspen91on wurden nachelnander 4 ml 4 ”
,Chloroferm, 8 ml Hethanol und 15 ml Waaser gegeben.; Das
_ausfallende Freteln verblleb 1n der wa&rlgen Phase.
JiDle Chlorofarmohase Wurde flltrlert und eingeengt das
ferhaltene Rohnro&ukt durch pranaratlve Bunnschlcht~

’ chromagograghle gerelnlgt und,al8~ﬁs§1n 1 lﬁentlfiz*ert..

- § 15. Darsﬁellnng von 4~Hydr0xy~Retinal

400 mg (= 1, 22 mﬁol) Retlnalenolazetat (HG 326) ffﬂﬂén'

~in 2 ml Tetrahydrofuran gelést mlt 6@@ mg (a ,4& miol)
Afeln vertelltem Selendioxla (VG 4ﬁﬁ) versetzt unﬂ ﬁ6

| Stunden unter Stxckstoff geruhrt.,ﬁach Zu;aha von<10 ﬁl -

Ather wurée flltrlert und dle crgaﬁxsche Phase Bx azt
 ¥‘ae 10 ml 1M Kalllauge, dann mlt wasser gewaschen,

 A getrocknet und elngeengt._‘
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