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. 1. Einleitung und Aufgabenstellung· 

1.1. Halobakterien 

Halophile, das heißt salzliebende Bakterien .. sind ein 

Beispiel für biologische Anpassung an extreme Umwelt-

bedingungen.· Zum optimalen Wachstum benö.tigen Halo-

bakterien hohe Salzkonzentrationen, wie sie zum Mispiel 

auf eingesalzenen Lebensmitteln und Häuten zu finden 

sind oder auch in Salinen und Salzseen bei der Salz-

gewin_nung· aus dem Meer. Zur Aufzucht im Labmatorium 

verwendet man ein Medium, das neb~n Pepton Basalsalz 

enthält, ein Gemisch aus hauptsächlich Kochsalz Wild 

geringeren Mengen an Kalium- und Magnesiumsalzen (1). 

Man entdeckte die Halobakterien aufgrund ihrer leuchtend 

roten Farbe, die zum Teil von ihrem Gehalt an Carotinoid~ 

herrührt, hauptsächlich Bakterioruberin, e~rlem c50-

Tetrahydrox~-Carotinoid (2). Auch c40-Carotinoide, wie. 

zum Beispiel Lycopin, die Vox-stufe für ß-carotin1 sind . 

in Halobakterien enthalten • 
. 

Im Licht.und bei Sauerstoffmangel, wie es·unte_r ihren 

physiologischen Lebensbedingungen häufig der Fall ist, 

synthetiaieren Halobakterien in verstärktem M~ß ein . . 

membrangebundenes Chromoprotein, mit dessen B;ilte sie 

die Enel:'gie des Sonnenlichts in chemische Energie wandelr 

können. Sie werden damit unabhängig von der Atmungs-

kett.enphosphorylierung und gewinnen ihre lebensno~wendigE 

Energie auf dem Wege der Photophosphorylierung (3-7) • 

.. , 
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1.2. ·Purpurmembran und Bakt~riorhodopsin 

Das Chromoprotein der Halobakterien findet sich in 

der sogenannten·I>urpurmembran. 

In destilliertem Wasser lysieren die Halobakterien-

zellen (8). Nach Rohrzuckerdichtegradientenzentrif~gation 

der Zellmembranfraktion kann neben der sogenannten 

Roten Membran (RM 340) ,_ die Lycopin enthält (9), haupt-

sächlich die violettf arbene Bande der Purpurmembran 

isoliert werden (10, 11). Die im Durchmesser etwa 0,5f<-
großen ovalen Blätter der Purpurmembran können in intakte1 

Zellen bis zu 50% der gesamten Bakterienzellmembran ein-

nehmen (4). Sie weise~ eine strukturelle Asymmetrie 

bezüglich ihrer zum Cytoplasma beziehungsweise zur Zell-

wand hin orientierten Oberflächen auf (12). 

Die Purpurmembran besteht zu etwa 25'6 ihres Troekengewich· 

aus Lipiden, die DihYdrophytol-Ätner~Analoge von Phospha-

tidylglycerol, ;..._glycerophosphat, -glycerosul:f'at und von 

. Glykolipid sind (13), und zu 75'6 aus dem Ohromoprotein 

derHalobakterien (14). Dieses ist in einer hexagonalen· 
' . . . . .. 

Gitterstr:µktur in der Ebene der Membran angeordnet., wo-

durch deren hohe strukturelle Stabilität bedingt· ist 
. 

(12, 15). Die Beweglichkeit der Lipide-ist eingeschränkt, 

es ;findet keine Rotation des Proteins in der I•1embran-

ebene statt ( 16, 17) • 

Das Abs.orptionsspektrum von Purpurmemb1~ansuspensionen 

zeigt neben der für Proteine typischen. Tryptophan-
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absorptionsbande bei 280 nm eine brei t_e Absorptions-

bande .im langwelligen Spektralbereich bei 560 nm. Farb- · 

träger i·st das erwähnte Chromoprotein, .in welchem in 

äquimolarer Stöchiometrie Retinal in einer vermutlich 

protonierten Schiff-Base-Bindung (18, 19) an einen 

Lysinrest des opsinartigen Proteins gebunden ist. In 

Analogie zu dem Sehpigment der höheren Lebewesen, 

Rhodopsin„ trägt dieser Retinal-Protein-Komplex der 

Halobakterien, d$ssen Chromophor in seiner chemischen 

Struktur noch nicht genau bekannt ist, den.Namen 

Bakteriorbodopsin (14). Man vermutet Wechselwirkungen 

der protonierten Retinylidenverbindung, die bei 440 nm 
absorbieren würde, mit Aminosäureseitenketten, vor 

allem Tryptophanresten des Proteins (20). Die Rotver~ 

schiebung des Absorptionsmaximums zu 560 nm wäre auch 

I II / / / , / / I / 1 >1L/ LLll LL.1 ° ./ / l L 1 1
8 1. I I I I t ~· ~· ~ C ~ 

. '"-@ ...,.(c H ) •. -cH 
. N 2 T ' . H 

CH.;_CH-C ·///7- NH ;i \ H . . . 
N NH o . 
H 

Abb. 1. Schematische Darstellung·des. Chromophors 
von Bakteriorbodopsin (20) 
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dadurch erklärbar, daß zur Neutralisation der positiven 
. . 

.Ladung am Stickstoff eine negativ geladene Gruppe des . . 

Proteins dient, die in einer durch die Konformation 

des Protei-ns· bedingten Entfernung ·von der positiven 

Ladung fixiert ist (20-22). Eine schematische Darstel1ung 

des Chromophors von Bakteriorhodopsin ist in Abb. 1 

gegeben. 

1.3. Funktion der Purpurmembran: 

Photoehemi.sc'iler Zyklus und elektrochemischer Gradient 

Bei Belichten durchläuft Bakteriorhodopsin einen photo-

. chemischen Zyklus. Der 560nm-::-Komplex, auch Purpur-

komplex genannt (14), geht dabei im Millisekµnde11-
. 

bereich unter Abgabe eines Protons in den sogenannten 

412nm-Komplexüber (23), welcher in einer DUnkelreaktion 

unter Aufnahme eines Protons de~ 560Am-Komplex zurück-

bildet. Abb. 2 gibt die schematische Darstellung des 

photochemischen Zyklus von Ba.kteriorhodopsin wieder,· 

Abb. 3 die Absorptionsspek:tren seiner zwei langiebigsten 

Zwischenprodukte. 

·. „ ; ~"'"' 
$ (' 560nm-Komp1ex )·· . . 

H ~ LI~ . . · · 412niu-Komt>lex n 

Abb. 2. Schematische Darstellung des pho~oehemischen 
Zyklus von Bakteriorhodopsin (20) 
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'280. ~20 360 't-00 lf-Lt<> 600 611-0. ,,0 
. Wellenlänge [ "] 

Abb.· 3. Absorptionsspektren .er zwei langlebigsten 
Zwischenprodukte des photoch . · s_chen Zykll.is von 
Bakteriorhodopsin (24). (I) 60nm-Kogplex der Purpur-
membran, (II) 412nm-Komplex ei -196 c, abgef~en 
aus dem Zyklus durch Kühlen iner belichtetenPurpur-
membranprobe 

Aufgrund der asymmetrischen rientierung des Proteins 

in der f.Iembran (12) i.:erläuft die zyklische Protonen- . 

abgabe und -aufnahme vektori Es findet ei.n Protonen-

tr8.nsport über die Membran· s.att: bei Beliebten von 

Halobakterienzellen werden . , otonen ins Medium ab'ge-
geben und von der . cytoplasma is.chen Seite ber wieder 

aufgenommen (20). Dadurch 

Gradi.ent über. die Membran 

d ein elekb'IOchemischer 

gebaut, dessen Energie 

entsprechend der chemiosmoti chen Hypoth~se von Mitchell 

·(25, 26) von den Halobakteri n zur Syn:f;hese von ATP 

verwem;et werden kann. Die 1 chtgetriebene Protonen-
pumpe Bakteriorhodopsin kann somit durch Photo-

phosphorylierung Lichtenergi in chemi.sche Energie 

wandeln. 
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1.4. Chemisches Nodell zur Erklärung der Protonenpumpe 

und der Farbe des Chromophors von Bakterio;rhodopsin 

Bakteriorbodopsin reagiert unter Lichtausschluß nicht 

mit Natriumbor.anat. Im Licht jedoch wird der Chromophor 

für Natriumboranat zugänglich und die C;::N -Doppelbindu..Tig 

zwischen-Retinal und Bakterio-Opsin wird reduziert (2?). 
Die erhaltene Verbindung zeigt nach B~strahlen mit 

UV-Licht in ihrem Absorptionsspektrum (siehe Abb. 4) 

eine ausgeprägte'Feinstruktur, die typisehist tür·Retro-

retinalve;rbindungen, bei denen alle Doppelbindungen 

.um eine Position ~uf den Ring zu verschoben sind (28). 

Folgende Struktur des so reduzierten Chr.omophors wäre 

denkbar: 

·ILl!!!/l!//////l!IL/lc-o . . 1 
· · N-{cH ·) _...;.CH 

. H ·. ~ * . f 

l//f/////////77///j/7/ NH. 
. ' . . 

Da dies Reduktionsprodukt sich nur beim Belichten der·· 

Purpurmembran in Gegenwart von Natriumbo.ranat bildet 

und. da auch der 412nm-Komplex selbst in seinem Abs-orption~ 

spektrum schwach dreigipflig erscll,eint_, kann man auf 

die mögliche Beteil~gung eines retrokonfigurierten 
Zwischenprodukts am photochemischen Zyklus s~hließen. 
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Abb. 4. Absorptionsspektrum des Reduktionsprodukts 
von Purourmembran !tit Natriumboranat im Licht und nach 
anschließendem Bestrahlen mit UV-Licht (28) ~ 

Der ChromoJ>hor der Purpurmembran könnte somit Über 

einen Wechsel der Retinalkonfiguration.zwischen nnormal" 

und 11retro 11 am gerichteten Protonentra.nsport durch die 

Membran beteiligt sein. 

Es läßt sich folgendes.chemische Hodell der Protonen-

pumpe entwerfen:. 

„1.) Im Licht gibt die Retinalkomponente des Chz.'oinopbors· 

von der 4-Stellung ihres Cyclohexenrings ein Proton ab, 

wobei· sie in die Retrokonfiguration übergeht (siehe· Abb •. 

5~ 'I): 

~-~N-1 U-· · H 
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2.) Das Proton wird von einer über dem Cyclohexenring 

liegenden negativ'ge~ad~nen Gruppe des Proteins auf"-

genommen und ins umgebende Medium abgegeben (siehe. Abb.5,I 

3.) In ihrer Retrokonfigurationweist die Retinal-

komponen~e des Chromophors in einer Grenzstruktur eine 

Ladungstrennung über 13 Zentren auf: 

N-R ~ 
H 

E9 
N-R 
H 

e 

In 4-Stellung des Cyclohexenrings befind.et sich dabei 

ein Carbanion, das durch eine unter dem Cyelo~~xeuring 

liegende saure Gruppe des Proteins protoniert wird 

(siehe ·Abb, 5, III). 

4.) Nach Protonierung dieser Gruppe ist der Ausgangs-

zustand wieder erreicht und· der Zyklus k~ e:t'neut 

ablaufen (siehe Abb. 5, IV). 

Voraussetzungen für einen vektoriellen Protorientrans-

port nach diesem Pumpmodell sind also die exakte räum-

.1iche An.ordnung zweier zu Protonenaui'nahme und -abgabe 

befähigter Proteingruppen über und unter der Ebene des 

· Cyclohexenrings · sowie der genau· festgelegte Untersebied · 

ihrer pK5-Werte. Abb. 5 illustriert die Funktionsweise 

des chemischen Modells der Protonenpumpe • 
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~-X-R 
H·~ . 

. ' H-y-'R.·~ ·r~-R 
J( . . :.HQ 
l~-R '~Y-'R 

·~·~·· '~.~-R /' 
·~ H"''==(, .. 

",. H~. .·. / .. ][. 
' H'~ . . . e) .. 

H-Y-R 
J:. 

~ IY-"R 
X 

Abb. 5. Schematische Darstellung eines eh.etnischen 
Modells der Protonenpumpe von Bakteriorhodopsi.n.-. 
H-X-R und H~Y-R sind exakt über und unter·. der Ebene 
des Retinalcyclohexenrings lokalisierte saure Gruppen 
des Proteins„ Der Mechanismus des Pumpmodells ist im 
Text beschrieben. 

Die Farbe des Chromophors von ßakteriorhodopsin könnte 
über die in···Abschnitt 1.2. erwähnten Möglichkeit·en 

hinaus auch folgenderma:ßeri erklärt'Werden:· 

Der im Pumpmodell vorgeschlagene Wechsel der Retinal-

kon.tiguration ·zwischen "normal" ·und 1tretro" im Lieht 

unter Abgabe eines Protons vonder.4"".'Stellung könnte im 
Dunklen in·. einer cyaninartigen Struktur vorgebl.ldet sein, 

in der dies Wasserstoffatom berei.t~ gelockert und zwische 

dem potentiellen Oarbanion der Retinalkomponente und 

.der negativ geladenen Gruppe des Proteins lokalisiert ist 
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1.5. Aufgabenstellung 

· ... Se 
.·· ··. ···N·-R 

H 

Dem chemischen Modell des Chromophors von Bakterio-

rhodopsi.n zufolge muß Austausch des aziden ·wassers_toff-

atoms in der 4--Stellung des proteingebundenep. Retinals 

mit dem. Medium gefordert werden. 

Ziel dieser Arbeit ist es daher, durch Isot()penmarkierung 

zu prüfen, ob die$es Wasserstoffatom im Dunklen oder bei 

Belichten von Purpurmembran in marld.ertem MediÜm mit · 

Deuterium beziehungsweise Triti.um austauscht. 
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·2. Versuche zur radioaktiven Markierung der Retinal-

komponente des ChromophoTs von Bakteriorbodopsin 

2.1. Einleitung 

Purpurmembran wurde im Dunklen oder unter Belichten 

in Tritiumwasser inkubiert, Retinaloxim aus ihrem 
. 

·. Chromoprotein extrahiert und dessen ltadioakti vi tät 

bestimmt. 

·2.2. Vorversuche 

2.2.1. Darstellung von all-trans-und 13...;.cis-Retinaloxim 

All-trans-und 13-cis-Retinaloxim wurden gemäß .fQlgender 

Reaktionsgleichungen aus den entspreeh~nden Retinalen 

dargestellt: 

-.......,_,,~.......,..~.....-.._......-... ._. N 0 H 
- H.,_0 

all~trans-Retinal all-trans-Retinaloxim 

13-ci·s-Retinal 

4-NH„OH> 
...;.H~O 

1.3-cis-Retinaloxim 

Im Dunklen w-urden all-trans- und 1 ~~eis-Retinal in 
·. . . 

-NOH 

äthanolischer Lösung mit Hydroxylamin versetzt und· die 
entsprechenden Retinaloxime aus.dem Reaktionsgemisch 

extrahiert (siehe exp. Teil § 2). 
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Die Ergebnisse der spektroskopischen und dünnschieht-

chromatographischen Untersuchungen sind in. Tab. ·1 und 
' 

Abb. 6 dargestellt. 

Tab. 1. Spektroskopische Daten von isomeren Retinalen 
und Retinaloximen in Äthanol· 

Verbindung 

all-trans-Retinal 

13-ci s-Retinal 

all-trans-Retinaloxim 

13-cis-Retinaloxim 

l: 'J[ 

0 1 
.. 1 

0 1 
. 1 

1 0 1 S'f ~ 
l 

' 1 0 
Q.-nti 

' .• 

' .,,. "" $. ~ " ... 
J! ·- ~ ~ 

• • 1 „ 
'ä - ,.. „ 

·~.· 

Amax.[nm] 

384 
373 
356 

355 

. . 

0 sr" 
0 bf t 

.. .., ·w 
t 

~ 

Lit. 

(29) 

(30)' 

(29) 

(31). 

~max(nm). Emol 

383 42 900 
;75 35 500 
355 60 400 

35.6 54.900 
. 

b) ~Retinaloxim 

H'C=N/.·OH 
'R""· -

an.~i~Retinaloxim 

Abb. 6. a) Dünnschichtchromatogr~amm von isomeren Retinale: 
(I) und Ret:inalorimen (II) auf Kieselgel (Laufmittel: 
15% Meth~l beptenon in PetroJ..ätber ( 40-60°C)), b) $truki;;ur: 
formeln der C=N -isomeren Retinaloxime. 
Die Zuordnung von syn- und anti-Kpnfiguration zu den 
jeweiligen C=N -isomeren Retinaloximen erfolgte durch 
NMR-Spektroskopie (39). 
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2.2.2. Extraktion von Retinaloxim aus Purpurmembran 

Bakt.eriorhodopsin reagi~ert im Dunklen· nicht mit Hydroxyl-

·amin. D.enaturiert man jedoch das Chromoprotein mit einem 

Detergens, zum .Beispiel Cetylt.rimetbylammoniumbromid 

(OTAB), so wird die C=N -Doppelbindung zwischen Retinal 

· und Bakte~io-Opsin für Hydroxylamin zugänglich und es 

kann Retinaloxim extrahiert werden (31). 

Unter Lichtausschluß ist ein Isomerengemisch von all~trani 

und 13-cis-Retinal, im Licht nur all-tr:ans~Retinal an 

der Chromophorbildung von Bakteriorhodopsin·beteiligt 

.(31). So konnten aus belichteter Purpurmembran zwei 

Retinaloxime (all-trans, jeweils syn und.anti), aus dunkeJ 

adaptierter Purpurmembran jedoch vier Retinaloxime 

(all-trans und 13-cis, jeweils syn und anti) isoliert wer· 

den (siehe. exp. Teil § 1 und 3). Die Beteiligung .di·eser 

vier Isomeren wurde durch Dünnschichtchromatographie nach· 

gewiesen. Die· Ergebnisse sind in Abb. ? dargestell.t. 

aH-f1'Clh\ S"yh 
. '19· ~:s cyl'I . 
•n•cis a.„ti 
qU• t.~Cu•S O.ll'lti 

: 

:t: 

0 

0 

't lw· 

o. 
0 

.0 
0 

][; -~'1. 

0,51 
e,'1-3 
0,33 
o. 22. 

Abb. ?. Dünnschichtchromato.gramm von Retinaloxim:en, die 
aus lichtadaptierter (I) bzw. dunk;eladaptie.rter Purpur-

.. ·.· membran (II) extrahiert wurden (Platte: Kieselgel, Lauf-
. mittel: 151' Methylheptenon in Petroläther (40-60°0)) · 
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·2.2.?. Darstellung von Retinylidenbuty+amin 

Für spätere Kontrollversuche wurde Retinylidenbutyl-

amin als Modellsubstanz für das Retinylidenprotein 

. Bakteriorhodo:psin dargestellt. Die Synthese·. er.folgte 

gemäß nachstehender .Reaktionsgleichung: 

Genaue Versuchsbeschreibung und Charakterlsierung 

des Reaktionsprodukts sind im exp. Teil § 4 gegeben. 

2. ·;. Inkubation von Purpurmembran in Tritiumwasser 

unter Li~htausschluß 

NR 

Eine kon.zentrierte Purpurmembransuspension wurde unter 

totalem Licht:ausschluß in Tritiumwas13er i.Jlkubiert. Im 
Kontrollversuch wurden·wasser,.'Retin~oxiin und Retinylide 

butylamin analog behandelt. Nach einer Stunde wurde die 

Reakti.onsniischunt,5 mit Hydroxylamin u,ndeinem Detergens 

.versetzt und nach halbstündiger Reaktions~ei~ das ent-

standene Retinaloxim na.ch Zugabe von ithanol mit Petrol-
äther extrahiert. Ausfallendes Prote~n •erb:t.ieb dabei in 
der wäßrigen Phase. um· mitgerissenes Triti.um1ft7asser in 

der organischen Phase möglichst auszuschli·eßen, wurden 
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die vereinigten Petrolätherextrakte ütier Nat.ri-µmsulfat 

getrocknet, der überstand eingeengt und 16 Stunden im 

Vakuum über Phosphorpentoxid getrocknet. Eine gen~ue 

Versuchsbeschreibung ist im exp. Teil § 6 gegeben. 

Es wurde mit Volumina von 1()° bis 200 fll Purpurmembran-

suspension gearbeitet. Unter den angegebenen Versuchs-

bedingungen betrug die Ausbeute an extrahiertem Retinal-

oxim im Durchschnitt 75%. Anhand der spezi!isehen Radio-

aktivität des eingesetzten Tritiumwassers und unter der. 

Anna}lme eines 1 : 1 -Einbaus von Tritium in das Retinal wurc 

die jeweils zu erwartende Radioaktivität des Petroläther-

extrakt bestimmt und mit. dem Experiment verglichen. 

Die Messung der Radioaktivität der Proben eP.l'6lgte wie 

im exp. Teil § 5 beschrieben. Die Zä.hlausbeute für 

Tritium betrug 4-0%. 
Die Ergebnisse des.obigen Versuchs sind in Tab. 2 

dargestel:Lt. Aus ihr ist ersichtlich, daß· weniger als 

55& der erwarteten Radioaktivität imRetinaloximertrakt 

aus dunkeladaptierter Purpurmembran ge.fundenwurde. 

Die . erhaltenen ~.ferte unterscheid.en sich nicht von den· 

Ergebnissen der Kontrollversuche und liegen.innerhalb 

der Fehlergrenze, die durch das Hitreißen.von Tritium-

~·1asser bei der Extraktion von .Retinaloxim bedingt ist. 
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Tab.· 2. Inkubation von Purpurmembran in Tritiumwasser 
unter Lichtausschluß. Ergebnisse von ? unabhängigen 
Versuchen und ,jeweils 3• Kontrollversuchen. Die- Petrol-
ätherextrakte wurden erhalten wie im exp. Teil § 6 be-
schrieben, getrocknet und direkt zur Radioaktivitäts-
messung eingesetzt. 

Proben 

ERvlAR'.J!UNGSWERT: 

Purpurmembran 
in Tritiumwasser 

KONTROLLVERSUCHE: 
Tritiumwasser 

Retinaloxim 

Retinyliden- · 
butylamin. 

I 
II 

III 
IV 

V 
VI 

VII 

I 
II 

III 

I 
II 

III 

I 
II 

III 

Radioaktivität imPetrol-
ätherextrakt {dpm] 

7 550 
' 

223 
198 
490 
246 
38? 
625 
281 

390 
165 
301 
~5. 

·255 
650 

283 
268 
365 

2.':1-. Inkubation von Purpurmembran in·Tritimawasser 

. unter Belichten 
·~ 

Konzentrierte Purpurmembra.nsuspensionen wurden.unter. 

Lichtausschluß eine Stunde in.Tritiumwasser i~biert, 

dann zwischen einer Sekunde und zwei S~unden belichtet 

und Retinaloxim extrahiert (siehe exp_. Te~l t ?a). 
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Tab. 3 gibt die Ergebnisse einer repräsentativen Versuchf 

reihe und d.reier Kontr.ollversuche wieder. 

Tab. 3~ Inkubation von Purpurmembran in Tritiumwasser 
unter Belichte....,,. Ergabnisse einer. repräsentativen Versucl 
reihe und dreier Kontrollversuche. Die PetroUi.therextx.-aki 
wurdenerhalten wie im exp. Teil ~ ?a beschrieben, getro<:J 
.net und direkt zur Radioaktivitätsmessung eingesetzt. 

Proben Belichtungs- Radioakti vi tä1 
dauer im Petr.olätheJ 

·extra.kt [dpm] 

ERWARTlJI~GSWEfCT: 37 ?50 
Purpurmembran I 1 sec 820. 
in Tritiumwasser II 2 ·1 212 

III 5 1 139 
IV 10 678 

V 20 :-1 220 
VI 1 min 1 345 

VII 2 3 795 
VIII 

1 
5 1·019 

IX 10 532 
X 

1 
20 2666 

XI 60 1 081 
XII 

1 
120 9?3 

KOfiTROLLVERSUCnE: 

1 Tritiumwasser I ··589 
II ' 1 182 

III 
1 

?12 

.. 
Wie Tab. ·3 zeigt, ·wurde keine von der Belichtungsdauer 

abbängige ZUi"'larune der Radioaktt vi tät beobaehtet •. Die 

erhaltenen Werte streuen zwischen. 500 ·und 1500 dpm, 

das heißt zwischen 1 und 4% des Erwartungswel.'tes und 

entspr.eehen in ihr~er Größenordnung dem Blindwert.· 
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Um zu untersuchen, ob die gemessene Radioaktivität der 

Proben durch beim Extr.a.hieren mitgerissenes Tri tiumwasse1 
. . 

oder durch radioaktiv markiertes Retinaloxim bedingt war, 

wurde eine weitere Probe (siehe exp„ Teil § ?b) unter 

Zugabe von Retinaloxiill als Trägermaterial der Dünnschicht 

chromatogra.phie unterworfen. Die Radioaktivität der 
• 1 . . . 

Dünnschichtplatte W1U'de mit Hilfe eines Dünnschicht-

scanners lokalisiert. Abb. 8 illustriert das Ergebnis 

des Versuchs. 

a) sta...,.t · 'R .,. o 29 •-p , T . 

:r Q o....ti- 0 $y .... 
. 1 

1 'Jtet;~- ' 
ltet*..Qf-

1 Olt;"" 1 O>ij..., . 
; . 1 
1 • \ ____ · .......,..; _____ _ 

.. r. c.~) 

· b) Radioaktivität im 

· Petrolätherextrak 

· e.rwartet: 
755 000 dpm 

gefunden: 
34 000 dpm 

Abb. 8. a) Dünnschichtchromatogramm von aus Purpur--
membran extrahiertem Retinalo:<i:?i ~t-er Zugabe von Träger ... 
material (I) (Platte: Kieselgel, Laü!mitte1: 15~~ Methyl-

• heptenon in }'>etroläther (40~60°C)). Die ~urmer.i-branprob 
wurde im Licht in Tritiurnwasser in.kubiert und lteti.na.1-
oxim extrahiert wie im exp. Teil § ?b besc?u;-i ebe,n~ _ Die 
Verteilung der Radioaktivität au! der Dünnsehichtplatte · 

. wurde mit Hilfe eines Dür.Jlseb.ichtSceanners untersucht (II) 
(Nachweisgrenze der Methode für Tritium:<1000 dpm), . 
b) Erwartete und gefunQ.ene Radioaktivität im Pe·troläther-
~~~ . . 
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Wie aus Abb. 8 ersichtlich, konnte Radioaktivität nur 

am Start, nicht jedoch im Retinaloxim na~hgewiesen 

werden. Die in den Petrolätherextraktep gemessene 
Radioaktivität ist somit wahrscheinlich auf mitge-

rissenes Tri tiumwasser zurückzuführen.· 

In weiteren Kontrollversuchen wurde das ~trahierte 

Retinaloxim durch präparative Dünnschichtchromato-
graphie ·und Säulenchromatographie isoliert. In so 

gereinigtem Material wurde keine· Radioaktivität 

gefunden. 
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3. Versuche mit 4-Deutero-Retinal·im Chromophor· 

des Bakteriorhodopsins von intakten Zellen 

3.1. Einleitung 

In Retinaloximextrakten aus Purpurmembran, die im 

Dunkeln oder unter Belichten in Tritiuntwasser inkubiert . . 

wurde, konnte in keinem Fall Radioakti iri tät nachgewiesen 

werden •. 

·Im Folgenden wurde daher ein in 4-Stellung mit Deuterium 

markiertes Retinal in.den Chromophor von,Bakterio-. 

rhodopsin eingebaut und geprüft,. ob nach Belichten 

der so modifizierten Purpurmembran und Rückisolation 

des R.etinals dessen Markierung er?al ten geblieben ist. 

3.2. Synthese von 4-Deutero-Retinal 

3.2~1. Syntbeseweg 

Ein in 4-Stellung deuteriertes Retinal wurde darge-

stellt, indem aus einer in der Retrökonfiguration 

fixierten Retinalverbindung in deuteriertem Lösungs-

mittel Retinal zurückgewonnen wlirde. 

Die Synthese erfolgte gemäß nachstehendem Reakti.onsschem 

+ (CH3(0}10 , = cth COOH 
[JiEf)] i 0 

0 
~~........,_,.._~v-o...A... 

· · lte t i i-i~J enof a :c c t"" 
<[H©J ) 

C3 H? OJ>', - CH 3 coo c1 liy. 
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3.2.2. Darstellung von Retinalenolazetat aus Retinal 

, . Zur Darstellung von kleinen Mengen an Enolazetat auf 

dem Wege der säurekatalysierten Acy~ierung wurde die 
Literaturvorschrift (35) folgendermaßen modifiziert: 

Eine gekiihlte .Ätherlösung von Retinal wurde mit einem 

großen Überschuß Acetanbydrid und kattlytischen Mengen 

Bromwasserstoffsäure versetzt. Nach.90 Minuten Stehen 

·unter Stickstoff bei 5°c war die Reaktion beendet. Das 

überschüssige Acetanhydridwurde durch alkalische Hydro-

. lyse· enti'ernt und Retinalenol.ezetat extrahiert (genaue 

Versuchsbeschreibung siehe exp. T~il § 8). 

Das· Ree.ktionsprodukt wurde spelctroskopisch und dünn-

schicb.tchrömatographisch untersucht: Abb. 9 zeigt das 

Absorptionsspektrum, in Tab. 4 sind eharakteristische 

Signale des Massenspektrums gegeben, Tab. 5 ;illustriert 

das dünnschichtchromatographische Verhalten. 

~o.+-.-..--~~-----t~~;;;--t--~ 

300 3SO '4-00 . · 450 · 
W~llenl~ge (nm] 

Abb. .9. Absorptionsspektrum von Retina.lenolazetat in 
Äthanol (}. max·= 356, 374, 396; E J?Ol = 63 000) 
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. Tab. 4. Mass.enspektrum von Retin~enolazetat. Angegeben 
.sind die r1o.ssenzahlen M/e für das Molekülion .M$ und 3 
weitere charakteristische Bruchstücke. 

M/e Interpret<;ition 

284 
266 
251 

MEI - C~=C=0(42) 

M~ - CH2=C=0( 42) 
M $ - CH2=C=~( 42) 

H20(18} 
- n2oc1a) -.ca3c1~)_ 

Tab.·5. Dünnschichtchromatogramm von Retinal und Retinal-
enolazetat auf Kieselgel (Laufmittel: BenzO:l.) · . -

Verbindung 

Retinal 
Retinal-
enol azetat 

. 0,26 
0,54 

Farbe unter UV-..Licht. 

dunkelgelb 
hell orange 

;.2.:;. Darstellung von 4-Deutero-Retinal 

aus Retinalenolazetat 

4-l;>eutero-Iietinal ·wurde aus Retinalenolaze:tat durch 

saure Umesterung dargestellt. . 

·Retinalenolazeta.t wurde in Äther ~d.Deutero:..Isopropanol 

mit. Eisessig und katalytischen Men~e:n Bronawasserstoff-
. . 

säure versetzt und.mehrere Stunden unter Stickstoff 
' . . . 

bei ~aumtemperatur gerührt. Das Reaktionsprodukt wurde 

extrahiert, durch präparative· Dürinsehi~htenromatographie 

gereinigt und als Retinal identifiziert (siebe exp. Teil 
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Das in Abb. 10 dargestel.l te Massenspektrum der Verbindung 

weist einen 3596 "".igen Deuterierungsgrad a.ut. , 
........,,..,.,.....,.......,...,.,.. 

': ... ;'. i 
--1-· 
! 

·-t-
·i· 

LL MI . . . Jtt.·.. Cl J.L 
i 1 

so . 100 -iso i•• aso 

Abb. 10. Massenspek.trum·von 4-Deutero-Retinal~ dargestelli 
aus Retinalenolazetat durch saure·u~esterung 

Die fÜr Retinal charakteristischen Si:gp.ale für die Massen;. 

zahlen M/e ~ 284, 269, 255 ••• ::J:i.nd von den \jeweiligen. Iso-

topenpeaks der Mas$enzablen (M + 1)/e begl.$3.tet. 

Der Naebwe.is der Deuterierung in der 4-$tel1ung d-es Retint: 

erfolgte durch Vergleich der NMR- und IR-Spektren von: 
authentischem und deuteriertem·RetinaJ.. 
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3;.3. Rekonstitution von Bakterio-Opsiu.-mit 

4-Deutero-Retinal in intakten Zellen 

3.3.1. Vorbemerkung 

Werden Halobakterien in nikotinhaltigem Medium geaüchtet~ 

so synthetisieren sie anstelle des Bakteriorhodopsins 
- . 

das retinal!reie Bakterio-Opsin, da die Zyklisierung 

von Lycopin, der Vorstufe von Retinal, durch ?~ikotin 

gehemmt ist (36) .• Wird Retinal zu diesen sogenannten 

Nikotinzellen gegeben, so bindet das Bakt~h':'io-Opsin Retü 

unter Bildung von Bakteriorhodopsin. 

Unter diesen Bedingungen ist Bakteriorhodopsin jedoch 

nicht wie in der Purpurmembran in einer kristall"'inen 

Anordnung organisiert, sondern liegt in der sogenannten 
. . 

Braunen rJJembran vermutlich als Protein-Lipid-Gemisch vor. 

Ermöglicht man den Bakterien: die Gewinnung Q1eta-

bolischer Energie, so wird Purpurmembranbild'Ung 

beobachtet ( 36) • 

3.3.2 •. Aufzucht von Nikotinzellen 

Sterilisiertes nikotinhaltiges'Med:l.um. wurde mit einem· 

.. llikotinzellen-Inokulum angeimpft. Die Au:t~ucht der 
. ' 

·Bakterien erfolgte bei :??0c im.Lieht und unter Belüften. 

Der Bakterio-Opsin-Gehalt der Nikotinzellen wurde zu 

verschiedenen Zeiten ihres Wachstums· durch Re.kon.stitutio1 

von Zellysatproben mit überschüssigem Retinal bestimmt 

(siehe Abb.11). 
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Abb. '11 • Bakterio-Opsin-I<onzentration der Mi.kotin-
zellen zu verschiedenen Zeiten ihres Wachstums. Bestimmt 
durch Rekonstitution von Zellysatproben mit·überschüssigE 
Retinal. Die Au!zucht der Nikotinzellen erf'oJ.gte wie im 
exp. -Teil § 10 beschrieben • 

. Aus Abb.· '1'1. geht hervor, daß in_ den I-likotinzellen nach 

93 Stunden eine Sättigungskonzentration von Bak:terio-

-Opsin erreicht wurde. Die Bakterien wurden daher durch 

Zentrif'ugation geerntet und in nikotinhaltigem Basal.salz 

resuspendiert (Versuchebeschreibung siehe eXIi. Teil § 10). 

Die Abwesenheit vsn Purpurme„ran in den erhal.tenen l~iko-

· tinzellen wurde durch ~e folgenden~versuche belegt: 
Bei Sauerstof'fzu!uhr konnte· ATP~Syntbese, uttter Stick-

. . ~ . 
sto.tf jedoch keine licbtabhängige Photophosphorylierung 

nachge,desen werden. , .. 
3„;.:;_. Rekonstitution von Bakterio-Op$in mit 4-Deutero-

. Retinal ·in Nikotinzellen _und Isolierung des Bekteriorho'do] 

Eine Uikotinzellens:uspension in nikotinhaltigeni Ba$al:.... 

salz \'iurde mit einem auf' ihren B~kterio--Opsi~-Gehalt be-
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zogenen geringen Überschuß an 4-Deutero-Retinal in 

konzentrierter.äthanolischer Lösung versetzt und zur 

"Auskristallisationu von Bakterior~odopsin zur ~rpur-· 

membran nach Zugabe von Alanin.über Nacht bei ??0 o im 

Licht gut geschüttelt. Die Bakterien wurden durch 

Zentrifugation geerntet, in destillie~tem ~asser unter 
\ 

Zugabe von DNAse lysiert und die Bakteriorhodopsin-

Konzentra~ion spektroskopisch besti~t (siebe Abb.1'2...). 

Eine genaue Versuchsbeschreibung ist im exp. Teil 

§ 11 gegeben. 

'o-+;..---+----t----i-----
lf.00 soo 600 ".f-00 

Wellenlänge [nm] 

. . 
Abb. -12. J?urpurkomplexbande im .Di!f'"erenzspektrwn der 
Lysate von Nikotinzelleri und rekonstituierten Nikotin--
zellen. Die Bedingungen des Wachstums und der Rekonsti-
tution der Uikotinzellen sind im exp. Teil §10 u. 11 
·beschrieben. 

Das Lysat wurde durch Rohrzuckerdichtegradienten-

zentrif'ugation aufgearbeitet wie in ~i.t. (11.) angegeben •. 

DasErgebnis ist in Abb •. 13 dargestellt. 
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Rote Mambran 

·Braune Membran 
.Purpurmembran 

Rote Membran 

Ba.kterio-Opsin 
+ Cytocbrom , 

Rote Hem't;lran 
.• 

Braune Membran • 

Abb. 13 • Rohrzuckerdichtegradienten der L:'f.Sfl:te. von 
mit 4-Deuterc-Retinal rekonstituierten Nikotinzellen (r),. 
NikotinzelJ.en (II) und Nikotinzellen unter Zugabe von 
Retinal zum Lysat (III). 

Der in Abb. 43 I gezeigte Gradi.ent wurde: fraktioni•rt 
. . 

und. die vereinigten Fraktionen von Brauner 12$d Pu.t'purmem-

bran isoliert (vgl •. Lit. (11)). 

3„3~Lt:. Extrt.lktion von Retinal· aus Balcteriorho:dopsin . . . 

Bravne Membran und Purpurmembran aus mehre~en RekoJ).Sti-
tutionsansätzen wurden in Kaliumphosphatpu.tfer resus-

pendi ert und eine Stunde belichtet. 
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Nach Zugabe von Chloroform, Methanol ·und Wasser wurde 
Retinal extrahiert unc! das ~rha.l'tene·Rohprodukt dl1rch 

präpa.rative Dünnschichtchromatogra.ptrl,.e gereinigt ... 

(Versuchsbeschreibung siehe exp. Teil §12). · 

Das Massenspektrum des extrahierten ~etinals unter-

scheidet sich in s,einem Deuterierungsgrad: nicht .von 

dem des eingesetzten 4-Deutero-Retinals. 

. .. 
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4 •. Abschließende Diskussion 

Im Retinaloximextrakt aus dunkeladaptierter Purpur~ 

membransuspension in Tritiumwasser wurde keine Radioakti-

vität gefunden. Auch nach Belichten konnte'weder ein 

EINBAU von Tritium in die 4-Stellung der Retinalkom.po-

nente von Bakteriorhodopsin noch ein AUSBAU von Deuterium 

aus einem mit 4-Deutero-Retinal rekonsti tuierten Ba.kte·rio-

Opsin nachgewiesen werden. Diesen Ergebnissen zufolge . . 

fungiert die 4-Stellung des Retinalcyclohexenrings von 

Bakteriorhodopsin nicht als Schaltstelle tij.r den licht-

induzierten gerichteten Protonentransport durch die Mem-

bran. Durch die Versuche wurden jedoch nicht das vorlieget 

einer cyaninartigen Stuktur des.Chromophors im Dunkeln 

und auch nicht die Beteiligung eines retrokonfi.gurierten 

·Zwischenprodukts am photochemischen Zyklus ausgescblossen. . . 
da das Wasserstoffatom in der4-Stellung dflS Retinals 

durch das umgebende Protein so abgeschirm~ sein könnte, 

da~ ~ein Austausch mit dem Medium s~attfindet. 

Durch Rekonstitution von Bakterio-Opsin mit modifizierten 

Retinalen, zum Beispiel 3,4-Debydro-, 4-Hydroxy--und 

5,6~1!.)>oxy-Retintl, konnten in neuester Zeit modi!iiierte 

· Bakteriorhodopsine dargestellt werden (37), Durch Unter-

. suchungen an die·sen Verbindungen mü.B~e sich. zeigen lassen 
·. 

i.nwiew.eit photochemischer Zyklus oder Protonenpumpe 

abhängig sind von der Fäb.igkei t · der modifizierten Retina: 

komponente, i.n ein r.etrokortfiguriertes Zwischenprodukt 

überzugehen. 
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5. Versuche zur Chernie •von Retr~retina1verbindungen 

5.1. Vorbemerkung 

Im Zusammenhang mit der Darstellung von Retinalenol-

azetat und der Untersuchung seines chemi$chen Verhaltens 

wurden· die folgenden Reaktionen durchgeführt: 

Acylierung von Retinyl:idenbutylamin„ 

. DarstelluJ\g von 4~HydroY..y-Retin~ und von Retinal aus 

Retinalenolazetat, . 

Redul~tion von Retinalenolazetat und 

· Addition von Alk.oho! an Retinalenolazetat. 

5.2. Acylierung iron Retinylidenbutylamin 

In Analogie zur Darstellung von Retinalenola.Zetat.wurde 

in einem Küvettenvorversuch.Retin.y1idenbut7lemin nach-

'30(> 350 t+QO -...><l 
Wellealänge ( Ml] 

Abb. '14:. Absorptionsspektren von Retinylidenbutylalldn in 
Äther (I), nach Zugabe von Acetanhydrid z.u I (II), nach 
Zugabe von HBr zu II (III) und nach Zugabe von Na'trium-
boranat zu.III .(IV) 
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. einander mit .Acetanhydrid, Bromwasserstoff säure. und· 

Natr~umboranat versetzt. Man erhielt die in .Abb. '1l.f-
dargestellte Spektrenserie. 

Der Reaktiorisverlauf könnte wie ~olgt erklärt werden: 

5.:;. Darstellung von 4-Hydroxy-Retinal aus Retinalenolaze 
; ' ' . 

Aus Reti!lalenolazetat wurde '+-Hydroxy-Reti.nal (35) ·dar-

gestellt, ein für Versuche der Rekonstitution von Bakteri 

Opsin interessantes modifiziertes Retina.l. 

Die Dar.stellung erfolgte .gemäß · nacbsi;ebender Reaktions-
. . . 
gleichung: 

0 

~o~ 
SeOa ,Tff:t 

l . . . . 

Retinal-
enol.azetat ·~o· 

. OW 4-Bydrofy-
:R,tinal 
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Retinalenolazetat wurde in Tetrahydrofuran gelöst, 

mit ·einem Überschuß· an feinverteiJ..tem Selendioxid 
. I . ·~ .. 

·versetzt und über Nacht unter Stickstoff bei Raüm-

tempe.ratur ·gerührt. Das Reaktionsprod~kt wurde ex- . 

trahiert und gereinigt (siehe exp. ~eil ~l 13). 

Seine Absorptionsmaxima sind: 

375 nm· in Isopropanol 
372 nm in Äthanol 
360 nm.in Diäthyläther 
·357 nm in Petroläther 

5.4. Darstellung von Retinal aus Reti;nalenolazetat 

Retin.al konnte aus Retinalenoi'azetat auch. au.f det1 Wege . ~ .. .... ' . 

der alkalischen Umesterung dargestellt werden-. 

-t.o 
0,8 

.! 
.p o,G 
C' 0.'1-0 • ··~ 

co;i. 

0. 300 3 so . . lf-00 

Wellenlänge ( nin} 

Abb. 'f 5 •.. Absor"Dtionssl'.>ektren von· Re'tinde.nol•zet,'.;lt in 
.Äthanol (I), ne.ch Zugabe von Natriuinätha.nolat zu I (II) 
und nach Zugabe von Natriumboranat zu II (IlI) · 
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. . . 
Zu einer Retinalenaolazetatlösung in Alkohol (Äthanol, 

Isopropanol, Tertiärbv.tanol) wurd!=' das entsprechende 

Alkoholat gegeben. Die Reaktionsmischung wurde mit Äther 
. 

versetzt und mit Kalilauge, Natriumhjrdrogenearbonatlösunt 

und Wasser gewaschen. Das getrocknete Reaktionsp1'Qdukt 

wurde als Retinal identif'iziert. In eine11 Küvettenvor-

versueh erhielt man die in Abb. '15 d~gestellte Spektren· 

·serie. 

5.5. Reduktic:1 von Retinalenolazetat 

Da die Reduktion von Retinal zu Retinol bei seiner Dar-

. stellune; aus Retinalenolazeta.t zur Identifizierung des 

Reaktionsprodukts herangezogen wurde, mußte ··auch das 

Verhalten von Reti:nalenolazetat selpst gegenüber Reduktic 

mitteln untersucht werden. · 

300 3SO ~00 

Wellenläflge (nmJ 

Abb. 16 • Absorptionssp·ektren von Retinaleflolazet:t:tt in 
Methanol (I) und nach Zugabe von :Natrium:borana:~ (II) 
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. In einem Küvettenvorversuch wurde Retinalenolazetat 

mit Natriumboranat versetzt. Die el'haltenen Absorptions-

spekt:-en sind in Abb. 16 wiedergegeben. 

Es kann eine Reduktion-von Retinalenolazetat mit 

Natriumboranat gemäß folgender Reaktionsgleichung 

· angenom~en werden: 

· ROH 

Retinalenolazetat Retröretinyiazetat 

5.6. Addition von Alkohol an Retinalenolazetat 

Bei ·längerem Stehen von Retinalenolazetat.in:absolutem 

Alkohol (Methanol, Äthanol, !sopropanol); bevorzugt 

aber bei Zugabe von katalytischen Mengeri Säiire (HOl., 

HBr, H2S04 ) zu diesen Lösungen, wu?-d.e eine V.erscbiebung 

des Absorptionsmaximums uni 25 nm zu kürzeren Wellen-

längen unter]3eibehaltung der dreigipfligen :Erscheinungs-: 

:f'orm des Absorptionsspektrums beobachtet (siehe Abb.1r) „ 

In Analogie zu den Beobachtungen von·Oroshnik bei 

Anhydroretinol (38) könnte eine A&µ.tion.von Alkohol 

an die 14, 1~-Doppelbindung des ·Retinalenolazetats dis-

kutiert werden:. 
. . 0 
· - t · J ..)1-.... -+ROH 
a:~o .tK*]~ 
Retinalenolazetat 

b-.w. -

· .. 1~- bzw. · 14-Alk:oxy-
· Retroretin;.rlazetat 
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4,0 

o;g 
s::: .· o· 0.6 .... 
ß. o,-.. k· o . • 
~ O,l. 

o,o 
·300 .'SSO l.fO.O 

. Wellenlänge (nm]. 

Abb. 1:1. Absorptionsspektren von Retinale:nolazetat 
in Methanol (I) und nach Zugabe von kataljtischen 
Mengen Salzsäure (II) 

.. 
. ..• „. 
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6. Experimenteller Teil 

6.1. Geräte 

Zur Messung der Radioaktivität wurde ein Packard 

. Trica.rb Flüssigkei tsszintillations-Spektrophotometer . 

(Modell 3320) verwendet. 

Für die Aufnahme des·Dünnschichtradiogratrtlns danke ich 

Frau G. Degen. Die Verteilung der Radioaktivität· auf 

der Dünnschichtplatte wurde mit Hilfe ein~s .:aadio-

dünnsC.hicht.scanners ·der Firma Bertholt-Frieseke bestimmt. 

Zur Belichtung de+- Proben wurde eine Ti!Jchla$pe .(weißes 

Licht, 60 W) bzw. eine 900 W Xenon- Hochdruck-

lampe von Osram, 1 CuS04 Filter. (596-ige Lösung, 2 cm 
. . . 

Schichtdicke), 1 OG 515 :Filter (Schott} vertiendet. 

Die Absorptionsspektren wurden mit einem Beckman DB-G 

Grating Spectrophotometer aufgenommen. 

Für die mtussenspektroskopischen Unt,ersuchungen danke 

ich Frau u. Neumann· und Herrn N. Pe~z. Die. Massenapektren 

wurden mit einem I1lassenspektrometer Variatr ?H•? 

au!'genömmen. 
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6.2. Haterial 

Chemikalien: 

All-trans· und 13-cis-Retinal waren Gesc_henke. der BASF. 

Tritiumwasser·~rde vom Radiochernical Centre, 

Amersham,~gland,bezogen. 

Für die.Versuche wurden Chemikalien und Lösungsmittel 
des höchsten erhältl?:-chen.Reinbeitsgrads verwendet. 

Toluolszintillationslösung: 

5 g PPO (2,5-Diphenyloxazol) und 0,5 g POEO~ (1,4•Bis-

(5-phenyloxa.zol-2-yl) -benzol) wu:r.-den in·1 l Toluol gelös~ 

Platte für prä.parative Dilnnsch.i.chtcbromato.g~apbie:· 

40 g Kieselgel wurden ·mit 80 ml Wasser 1 Minute kräftig 

geschüttelt, 0,?5 mm dick· auf 2 Glasplatten (20 x 20cm) 

gestrichen, bei Raumtemper~atur und anseb.ließe'nd.2 Stunde1 

bei 110°0 getrocknet. 

. 
. Medium zur Aufzucht. von Halobakterien: 

In · 1 l Wasser wtU:'den gelöst : 

250 g Na.Cl 
20 .S r4gS04 • ? 
2 g KOl 

Basalsalz 

3· g 1.rris-l~~triumci t.rat · 2 H29 
10 g·Oxoid-Pepton L 37 

Das Medium.wurde auf pH? eingestellt und durch Glas-
wolle abfiltriert •. 
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6.3. Methoden 

f 

~:1. Purpurmembransuspensi_onen 

Die in dieser Arbeit verwendete Pln'purmemb~an wurde 

aus Bakterienzellen.des Stammes Halobacterium halobium 

itiM1 wie in Lit. (11). beschrieben isoliert. 

Purpurmembran-Stammsµspensionen wurden 35 Minuten bei 

19 000 g zentrifugiert und in 0,05 M Kaliumpb,osphat-

puffer pH 7 resuspendiert. Die Konzentration wui•de bei 

560 nm bestimmt unter Zugrundelegung des molaren Ex-
tinktionskoeffiz.ienten von Bakteriorhodopsin, Smol 

= 63 000. Da Retinal in äquimolarer Menge an 

das Protein gebunden ist (1~), beziehen sieb di-e in 
; 

Zusammenhang mit Purpurmembransuspensionen gegebenen 

Molangaben sol.*rohl auf' Bakteriorhodopsin- al's auch al.lt 

Retinal. 

§ 2.o Darstell,ung von all-tran.s-und 13-cis•Retinaloxim 
. . 

. 3 mg (~ 0,01 mM<>l) all-trans-"bzw. 13-cis-Retinal· (MG 284) 
. „ ' •. 

wurden im Dun.lcien in 1 ml Ätbanol gelöst· tJnd mit 0,2 ml 

2 M.Hydroxylamin versetzt. Nach 30 Minuten wurde der 

·Ube~~tand de~ Reaktionsgemischs abg~n:omm.en und eingeengt, 

der Rückstand·in0;4 ml 50% ±gemÄthanol g&löst'Und 3x 
mit 1 ml -Portionen 'Petroläther (40-60ea), extrahiert • 

. , . . . . ' 
die vereinigten Extrakte 'Wurden getrocknet ~d in Äthanol . 

aufgenommen. 
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§ 3. Extraktion von Retina1oxim aus Ft..u-purmembran 

1 ml ( ~ O, 16 p...Mol Ret.inal) Purpurmembransuspension 
. . 

o.D •. 10 wurde 2.Stunden im Dunklen äqui:libriert bzw. 

10 Minuten belichtet (weißes Lieht; 60 W). Unter to-

talem Liehtausschluß wurden 0,4 ml 2.M Hydrox,.lamin, 

0,4 ml 0,1 M CTAB und 2 m1·wasser zugegeben~ liach 30 
Minuten wurde die Reaktionsmischurig mit 4.ml·Äthanol 

versetzt und Retinaloxim 3x mit 3 ml -Portionen Petrol-

äther c4o-60°c) extrahiert. Die vereinigten Extrakte 

wurden getrocknet, eingeengt und in Äthanol :aufgenommen. 

§ 4 Darstellung von Retinylidenbutylamin 

100 mg (~ 0,35 mi1lol) all-trans~Retinal (NG 284) wurden 

im Dunklen mit 6 ml (~ 60,5 mMol, 3 a· 0,739) frisch 

über Barium oxid destilliertem ·n-Butylamin (h."'P = ?S<>c, 
. ' 

MG ?3) versetzt und 2 Stunden unter Stickatofr gerührt. 

Eyentuell unU!llgesetztes Retinal_wurcie·ab.til'triert, das 

überschüssigen...;.Butylamin·abgezogenul}d_das· erhaltene Öl 

durch wiederholte tropfenweise· Zugabe von Petrolä.ther 

(40-6o0 c) und anschließendes Einengen zur Kri•t~lli.sation 

gebracht. Die orang~rote.Substanz liurde bei ..:.20°0 unter 

Stickstoff aufbewahrt. 

Zur Identifizierung_ des Reakt~onsprodukts als Rf'Jtiliyliden-

butylamin· wurden Schmelzverhalten·, Absorptionsspektren, 

~Iaseenspektrum und dünns,chicht.chromatograpbisches Ver-

halten der Substanz herangezogen: 
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Schmelzverhalten: 

· Der Schmelzpunkt des kr;lstallinen Reaktionsprodukts 

wurde zu 62°C bestimmt (Lit. (33): FP = 63°0). 

Absorptionsspektren: 

Absorptionsspektren des· Reaktionsprodukts wurden in 

3 verschiedenen Lösungsmitteln aufgenommen und die Lage 

der erhaltenen Absorptionsmaxima mit L'iteraturangaben 

„1erE$licllen: 

Lösungsmittel A max nm Lit. A ma.lt nm 
Methanol 366 (33) . 3~4 
Äthanol 365 (21) 363· 
?··fotbylcyelohexan 361 (34) 360 56 000 

Massenspektrum: 

Die Massenzahl des HoleJ.:ülions (M@ = 339) im Massenspek-

trum des Reaktionsprodukts erwies sieb als identisch mit 

dem Molekulargewicht des·Retinylidenbµt:1landns • 

. 
Dünnschiehtchromatographisches Verh8.J.ten: 

·Durch nfumschichtchromatographie auf' Kie$elge1· (Lauf-
• • T ' 

nii ttel: 3096 Aceton ip. Petroläthe~ (40-60°0)) ließ sich 

die Reinh~it des Reaktionsprodukts·nachw•isen: · 

Retinal 1. '.. Rir = 0,45 

Retinylidenbutylamin RF = o, 35 · 
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§ 5. Radioaktivitätsbestimmung 

Die Rs=tdioaltti vi tät der 'Proben· wurde im Flüssigltei ts-

szintillatio~szähler gemessen. 

Für die jeweils verwendeten 10 inl Toluolssintillations-· 

lösung wurde ein Untergrund von im Durchscbnl.tt 30 cpm 

bestimmt. 

Ein Farbquencheffekt.durch Retinaloxim konnte tmte,r den 

gegebenen Be.dingungen nicht festgestellt werden • 

§ 6. Inkubation von Purpurmembran in Trit11li0Wasser 

unter Lichtausschluß 

10 fA.l (S 5. x 10-3 f-A-Mol Retinal} Purpurmembransuspension 

o.D. 31,5 wurden unter totalem Lichtausschlu.ß in 10 fA 1 

Tritiumwasser der spezifischen.Radioaktivität 1~_mCi/ml 

.1 Stunde inkubiert. Im Kontroll.versuch.wurden 10 .fAl 

.. Wasser b.zw. 10' fAl 5 x 10-4 M Retinaloxim oder Reti.ny-
. . 

·lidenbutyland.n in ·Xtl',lanol analog behandelt,. Die Reaktions· 

mischung. wurde mit 10 ft l ·2 M Hydroxylamin, 10 f-t l O, 1 ·f1 
CTAB. un.d nach 30 Minuten mit 0,2 ml 'l'thanolven.etst und 

Retina.loxim 3x mit 0,4 m.1 -P~rtionen Petrolätb.er (40~60°c: 

extrahiert. Die vereinigten Extrakte \t!Urden uösr Hatriurn.--

sul!at getrocknet, der abfil trierte .· Q:t,>ers'tand eingeengt 

und 16 Stunden im Vakuum übe~ Pho:.süborpento.xid getrocknet 

-· 
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§ ?- Inkubation von Purpurmembran in Tritiumwasser / 

unter Belichten · 

a) Bedingungen der Präparation f'ür die'Versuchsreihe: 

~~~eils 10 fA-1 (~ 5 x 10-3 f-Mol Retinal) Pu:rptirlll'bran- · 

suspension o.D. 31,5 wurden in 1Ö }Al Tritiu.mwasser der 

spezifischen Radioaktivität 500 mOi/ml 1 Stunde unter 

Lichtausschluß inkubiert. Im Kontrollversuch wurden 
10 P.,l „Wasser analog behandelt. 12. Pn.rp~embranproben 

in Tritiu:mwasser'wurden zwischen 1 ·Sekunde und. 2 St'Q.nden 

belichtet (gelbes Li.cht, 900 W). Im Dunklen 'wurden 10 1u.1 

2 M Hydrox~lamin, 10 )A-1 O_, 1 M CT.AB und ·nach 30: fftnuten 

0,2 ml Äthanol zugegeben. Die Extraktion v()n Retinal-
. ox.im und die Trocknung des Petroläth:ere:xtraktes -erfolgte 

.· • > ••• • ~ 

wie in § 6 beschrieben. · 

„ • 

b) Bedingung der Präparation· tür die.Dünnscbieht-
. chromatograpbi ~: . 

200 1u..1 C_~ Q.,286 ~Mol Retinal) P\u;'purmembransuspension · 

o .D. 90 wurden in 200 µ.1 Tri tium:wasser der spesifisehen 
, . . 

Radioaktirttät 500 ·mCi/ml inkubiert und 1 Stunde belichtE 

(gelbes Lieht, 900W). Im Dunklen ~en 0,2 m1.•2 M 
. . ~ ·. 

Ryd;r:-oxylafllin; 0,2 m1 0,1 M CTAB und·nac~·3Q·Minuten 
·0,4 ml Äthanol zugegeben. Die ~tr~l(tion"TOn_Retinaloxim 
und di.e Troeknung des Petrolätherextraktes erfolgte wie 

in-.§ 6 hesenrieben. 
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· § 8. Darstellung von Retinalenolazetat aus Retinal 

t 

1,835 g (~ 6,50 mHol) Retinal (HG 284) Wu.rden im Dunklen 

in 100 ml ab,solutem Diäthyläther gelöst un.(l unter 'Stick-

st·off im Eisbad gekühlt. 10Ö ml..{~ 1,06 Mol„ .. g = 1,08 g/il . . . 
. . . 

Acetanbydrid ~MG 102) wurden mit. 50 f>.-1 ·c~ 0,44 mMol, 

S = 1 , 50 g/nil) 4?%-iger ~romwasserstof!'säure (MG 81} 
. . 

versetzt, gekühlt und zur.Retinallös®g gegeben. ;Das 

R~aktionsgemisch wurde 90 Minuten unter Stiekstof't bei 
5°0 im Dunklen gerührt, dann zu Hydrolyse d.es übe~schüssi

gen Acetanhydrids etwa 10x mit 40 ml -Por~onen g&kühlter 

4 M Kalila.Uge ausgeschüttelt, 3xmit je 100 ml Natrium-
hydrogencarbonatlösung, dann mit Wasser gewasclien;·16 

Stunden unter Sticksto!f bei 5°0 über Natriumsnlf"at ge-
trocknet. und eingeengt. Der Schmelzpunkt des orangeroten 

Produkts war 105°0. 

§ 9. Darf!tellung von 4-Deutero-Retinal . aus Retinal.enolaze1 

500 mg·(~ 1,53.mMol) Retinalenola.ze1iat (MG ~26).WUJrden im 
Dunklen i.n·;o m1 absolutem Diäth.yläther uild5Qml Deutero-

Isopropanol (dargestellt aus Nat.riumisopropEUiOla~ µnd 
Deuteriumoxid) ge.löst: mit 1 ml (~ .1?t6,mMol,·· .9. = 1,05g/ri 

~ . . ' 

Eisessig (MG 60) und 50 /V--1 (~ 0,44 ntMol, · .S' ·• 1,50 g/ml) 

47'/> -iger Bromwasserstoff säure (MG 81) versetzt und 16 · 
Stunden unter Stickstoff' bei ·Raum.temperat~rgerib.rt. 

Nach Zugabe von 30 ml Äther wurde das Reak'f:!ionsgemisch 

3x mit 50 ml -Portionen 1 M Kalilauge ausgeschüttelt, 3x 
mit je 50 m.l riatri umhydr~gencarbonatlösung · ~ dann mit 

Wasser gewaschen und über Natriumsulfat getroc~et. 
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Das erhaltene Rohprodukt wurde durch präp3.l'ative. 

Dünnschichtchromatographie gereinigt und alsRetinaJ. , . 

identifiziert (durch Absorpti9ns- und Massenspektro..:. 

.tskopie, Dünnschichtchromatographie und Untersuchung des 

chemischen Verhaltens gegenüber Natriumbor.enat Un.d 

Hydroxylamin). 

§ 10. Aufzucht von Nikotinzellen 

?OO ml sterilisiertes 1 · mM nikotinhaltige.s. Medium wurde 

mit Nikotinzellen angeimpft und 60 Stunden: bei :;7°0 im 

Lieht gut geschüttelt. 400 .tnl dieses Inokri.lums und eini-

ge Tropfen· Antischaummittel wurden zu 8 l sterilisiertem 

1 ml-1 nikotinbaltigem Mediµm gegeben. Die Batterien. wtn~den 

nach·93 Stunden ihres Wachstums bei 37°c im.Liebt und . . 

unter Belüften durch 10 -minütiges Zentrl.fugieren.t)ei 

B ooo g geerntet und-in 1mM nikotinhaltigem Basal.salz . 

resuspe.ndiert. 

§ 11. Refonstitution von Bakterio-Opsin mit 4-Deutero-

Retinal in Nikotirizellen und IsalieZ'Ung dea Bakte:rio-

rhodo.psin$ 

200 tnl (~. 0,092 µ.Mol Bakterio-Opsin) einer Nikotin-

zellens~epension o.D. 2 in 1 .!Jh'\! nikot'inhalti~em Baaal-

. salz wiirden mit 35 ;'lhl 3 x 10-3 ·M,,,,4-Deuter~~Retinal in 

Äthanol unter Rühren versetzt~ Nach Zugabe von 2 ·g · 
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- . 
·. L-Alanin wurde 16 Stunden bei 3?0c im Licht geseb.üttel t. 

Die rekonstituierten Nikotinzellen wurden 10 'f<Iinuten 

bei 8 000 g zentrifugiert und mit 20 nü destillie~t~m 
. . 

Wasser unt.er Zugabe von· einigen Körnchen DNAse aus 

Rinderpankreas lys~ert. Das Lysat wurde wie in Lit. 

(11)bescbrieben aufgearbeitet. 

§ 12. Ex'traktion von . Retin,al aus .Bakertj.-orhodopsiri 

Zu 3 m1 Membransusp~nsion wurden nacheinand~r 4,' lJll. 

Chloroform, 8 ml t-iethanol und 15 ml Wasser gegeben. Das 

ausfallende Protein verblieb in' der wä.Brigen Phase. 

Die.Chloroformphase wurde filtriert und eingeengt, das 

erhaltene Rohprodukt durch präparative Dünnschfcht-

chromatograp1:iie gereinigt und als Retinal i4enti~iziert. 

§ 13. Darstellung von 4-Hydroxy~Reti:nal 

400 ms.(~ 1,22 mMol) Retinalenolazetat (MG 326) ·wurden 
. . . 

in 2 ml Tetra.~drofuran g-elöst, Qlit 6QO mg (~ ,5„40 mMol) . . 

:fein verteiltem Selendioxid. (MG 111) versetat.und 16 
. ' . '' . ---., . ,;,• . ' . 

Stunden. unter Stickstoff gerührt. :Na~b. ·Züga,be wn 10 ml. · 
. . .. 

Äther wurde filtriert und die org8.11isehe fflase ?x mit , . -

je 10 ml 1·H Kalilauge, dann ~t Wasser gewaschen, 
getrocknet .. und eingeengt. 
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