Uber Primirreaktionen beim Sehvorgang

Thermodynamischer und kinetischer Einfluf} des pH-Wertes
auf die Metarhodopsin-I-II-Umwandlung
Protonenverbrauch als Auswirkung einer Konformationséinderung

Primary Reactions in the Visual Process
Thermodynamic and Kinetic Influence of pH on the Metarhodopsin I-1I Transition
Proton Consumption as an Effect of a Conformation Change

Hinderk M. Emrich * und Roland Reich

Max-Volmer-Institut fiir physikalische Chemie und Molekularbiologie
der Technischen Universitdat Berlin

(Z. Naturforsch. 29 ¢, 577 — 591 [1974] ; eingegangen am 2. Mai/6. Juni 1974)
Rhodopsin-photolysis, Photoreception, pH-Change, Proton-catalysis, Conformation-change

In isolated bovine rod outer segments metarhodopsin I—II absorption-changes are measured
using rapid flash-photometry. The rapid H'-uptake accompanying this transition is measured using
phthaleine pH-indicators.

1. The meta I—1I equilibrium is pH-dependent in the same manner as the proton uptake (Figs
1, 14). This can be explained by the assumption that the meta II conformation is stabilized by
the protonization of an amino-group, which in its protonized state cannot be re-enfolded into the
hydrophobic core of the molecule, since it is too polar (Fig.15). In the proposed model the con-
formation-regulating proton binding group is not in the chromophoric region of rhodopsin. This
resolves the well known contradiction between the expected bathochromic and observed hypso-
chromic shift of meta IT H*.

The model furthermore involves that the dissociation-constant of the protonized group differs
from the measured apparent pK = 6.3.

2. The meta I—1II transition is H* (and OH")-catalysed (Figs 4, 5). The kinetics show usually
a characteristic deviation from a first-order process (Fig.2). This can be explained by some in-
homogeneity of the rhodopsin-molecules e. g. some differences in the shieldings of the catalytic
centers from H* (and OH").

3. The activation energy decreases with increasing proton-concentration (Fig. 6). The protons
seem to open a new reaction pathway with a smaller activation energy.

4. Triton X 100 and ethanol increase, sodium-desoxycholate slows down the velocity of the M-
I-II-transition, whereas digitonin has only a small effect (Fig. 7).

5. The relaxation-velocity of the optical pH-signal depends on the structural state of the
rhodopsin-containing substrate (Figs 10, 11). The outer membrane of the outer segment and the
disc-membrane are regarded as possible H*-diffusion-barriers (Fig.12), because the time lag
between Mijr-signal and pH-signal is nearly eliminated, when the membranes are destroyed by
digitonin.

6. In some experiments, using successive non-saturating flashes, an initial H*-uptake of 2—3
H*/Myr was observed (Fig.17). After full-bleaching, however, the SH*/2Mjr-ratio is one. The
hypothesis of a conformative coupling of 2—3 rhodopsin-molecules is presented (Fig.18). The
possible existence of an “unfolded” state of rhodopsin is discussed on the basis of a photo-
regeneration-experiment, in which no H*-release was observed (Figs 19, 20).
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gehenden Stoffe (Rhodopsin: Z,,, = 500 nm;
Metarhodopsin 1: 4,,,x = 480nm) besonders stark
verschoben.

b. Die Azomethin-Gruppe des im Rhodopsin ent-
haltenen Retinals wird beim Ubergang von Meta-
rhodopsin I in Metarhodopsin II fiir wiirige Re-
duktionsmittel zugiinglich - 3.

c. Die Reaktionszeit der Metarhodopsin-I-11-Um-
wandlung liegt in der Grolenordnung der Latenz-
zeit der visuellen Erregungsbildung!. Die vorher-
gehenden Reaktionen verlaufen schneller.

Diese Befunde geben Anlaly zu der Vermutung?,
dal} die bei der Metarhodopsin-I-II-Umwandlung
auftretende Konformationsinderung der Ausloser
fiir die visuelle Erregungsbildung ist.

1.2 Das chemische Gleichgewicht zwischen Meta-
rhodopsin I und Metarhodopsin I1

Nach Matthews et al.* stellt sich zwischen Meta-
rhodopsin I und Metarhodopsin II ein chemisches
Gleichgewicht ein, dessen Lage von der Temperatur
und vom pH-Wert abhingt. Steigende Temperatur
und steigende H-Konzentration verschieben das
Gleichgewicht in Richtung Metarhodopsin II (s.
auch Ostroy et al.®)*. Matthews et al.* haben be-
obachtet, daf} das Gleichgewicht im Sinne einer Ti-
trationskurve vom pH-Wert abhingt, deren Wende-
punkt bei pH 6,4 liegt. Von Radding und Wald ¢
war bereits 1956 gemessen worden, daf} die Photo-
lyse des Rhodopsins mit der (damals zeitlich nicht
auflésbaren) Freisetzung einer Base (1 mol/mol
Rhodopsin) einhergeht, deren (scheinbarer) pK-
Wert mit etwa 6,6 bestimmt wurde (s. auch”). Von
Matthews et al.* wurden diese Befunde dahin-
gehend gedeutet, dall die Metarhodopsin-I-II-Um-
wandlung mit der Exponierung einer protonen-
bindenden Gruppe mit dem pK-Wert 6,4 (mog-
licherweise Imidazol) verbunden ist, wobei die
Protonenanlagerung die beobachtete spekirale Ver-
schiebung bewirken soll. Eine Aussage iiber den
Mechanismus, durch den die Protonen auf das
Metarhodopsin-I-11-Gleichgewicht einwirken, wurde
von Wald und Mitarbeitern nicht gemacht **. Von
Emrich ® wurde die Verschiebung des Gleichgewich-

* Auch Glycerin und Neutralsalze verschieben das Gleich-
gewicht in Richtung Metarhodopsin IT 4.

** Offenbar wurde angenommen, dafl das Metarhodopsin
wie ein pH-Farbindikator anzusehen ist, bei dem die
Protonisierung direkt das Farbzentrum beeinflullit. Des-
halb ergab sich der Widerspruch, dafl bei dem Banden-
shift 480 — 380 nm eigentlich eine Deprotonisierung der

tes von Metarhodopsin I nach Metarhodopsin I mit
steigendem pH-Wert und die Lage des Wendepunk-
tes bei etwa pH 6,3 durch blitzlichtphotometrische
Messungen (sowohl bei 2 °C als auch bei Zimmer-
temperatur) bestitigt. Zusitzlich wurde beobachtet,
dall bei weiterer Steigerung des pH-Wertes das
Gleichgewicht scheinbar wieder zum Metarhodop-
sin II hin verschoben wird. Die Exponierung proto-
nenbindender Gruppen bei der Metarhodopsin-I-11-
Umwandlung wurde sowohl durch Mikrotitration
unbelichteter und belichteter Auflensegment-Pripa-
rate als auch durch Messung der durch einen Blitz
hervorgerufenen pH-Anderung bestitigt 8.

1.3 Die lichtinduzierte schnelle Protonenaujnahme

Fir die von Radding und Wald ¢ mit Hilfe der
verwendeten Glaselektrode zeitlich nicht aufgeloste
schnelle Protonenaufnahme wurde von Falk und
Fatt? durch Verwendung einer Pt-Elektrode *** eine
Reaktionszeit in der zeitlichen Groflenordnung der
Metarhodopsin-I-II-Umwandlung  gefunden. Auch
von anderen Gruppen!% 1! sind lichtinduzierte pH-
Anderungen an Photorezeptor-AuBensegmenten und
Rhodopsin-Losungen gemessen worden, wobei die
genannten Aspekte bestdtigt wurden.

Der Zusammenhang zwischen der pH-Abhingig-
keit des Protonenverbrauchs (—4H") und der pH-
Abhiéngigkeit des Metarhodopsin-I-11-Gleichgewich-
tes wurde bisher nicht untersucht. Er ist — im Hin-
blick auf ein funktionelles Gesamtmodell der Meta-
rhodopsin-I-II-Umwandlung — Gegenstand der vor-
liegenden Arbeit.

2. Methodik

2.1 Isolierung von Rinder-Stiabchen-AuBBen-
segmenten

Rinderaugen wurden im Schlachthof unmittelbar
nach dem Tode des Tieres entnommen und sofort in
einen schwarzen Plastikbeutel iiberfithrt. Die Augen
wurden ca. '/2 Stunde bei Zimmertemperatur auf-
bewahrt und erst dann auf ca. 2°C abgekiihlt.
Durch dieses Verfahren wird eine teilweise Re-
synthese von Rhodopsin ermoglicht. Bei schwachem
Rotlicht (Osram-Lampe 4563) wurden je ca. 30

Azomethin-Gruppe der Schiffschen Base des Retinals zu
erwarten wire, wihrend aber eine Protonen-Aufnahme
gemessen wird.

#%* Der Mechanismus, durch den die Pt-Elektrode unter den
verwendeten Versuchsbedingungen pH-Anderungen an-
zeigt, wurde von Falk und Fatt nicht diskutiert.
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Retinae pripariert und in 2 ml einer Salzlosung
(0,9% NaCl, 0,04% KCl, 0,025% CaCl,, pH 7,0)
5 min vorsichtig gemorsert. Das Homogenat wurde
mit 48 ml derselben Salzlgsung (2 “C) durch zwei
Schichten eines Nylontuches (Nytal 25 TI-35, Fa.
Henry Simon Ltd., Textiles Dept., Chedale Heath,
Stockport, Chesire, G.B.) filtriert. Je 3 ml des Fil-
trates wurden in 16 Zellulosenitrat-Rohrchen
(5/8” 3", Beckmann-Spinco No. 302235) auf je
3 ml einer Saccharose-Lésung (d =1,140) geschich-
tet. Die Rohrchen wurden bei 4 °C im Schwenk-
rotor 12 min bei 30.000 < g zentrifugiert. Im obe-
ren Teil jedes Rohrchens befand sich nun eine tief-
rote Schicht, die mit einer Injektionsspritze, deren
Kaniile () =0,8 mm) am Ende um 90° gebogen
war, abgesaugt wurde. Diese Losung enthielt
Auflensegmente und Aullensegment-Fragmente und
wurde im Verhiltnis 1:4 mit der Salzlosung (s. 0.)
verdiinnt und 10min bei 3000 x g zentrifugiert.
Der Niederschlag wurde in 7 ml derselben Salz-
losung resuspendiert und in Proben a 0,2ml in
kleinen rotierenden Glasrohrchen in fliissigem N,
schnell eingefroren. Die Rohrchen wurden unter
flissigem N, im Dunkeln aufbewahrt. Die Zellzahl-
bestimmung erfolgte in einer Zidhlkammer (Neu-
bauer), die Rhodopsinbestimmung nach McCon-
nel 12,

2.2 Blitzlichtphotometrische Methodik

Als Melapparatur wurde ein schnell registrieren-
des Blitzlichtphotometer nach Witt '* verwandt. Die
optische Anregung erfolgte mit Hilfe einer Xenon-
Blitzlampe (Osram XIE 200, elektrische Energie
eines Blitzes 6 Wsec, Halbwertszeit eines Blitzes
2-1075sec). Farbglaser [Balzers K; (Messung bei
4 =595 nm) bzw. Balzers Filtraflex 155/115 +
Schott 0G4 + GG 10 (Messung bei 4 = 385—
485 nm)] vor der Blitzlampe und Interferenzfilter
(Schott DAL-Serie) vor der Photokathode des SEV
waren so aufeinander abgestimmt, dal} eine opti-
sche Einstreuung des Blitzlichtes bei der MeBlicht-
wellenlinge weitgehend vermieden wurde. Bei
Photolyse von Rhodopsin werden in der Meliprobe
Absorptionsinderungen 44 von ca. 1/1000 hervor-
gerufen. A4 ist gleich der relativen Anderung der
MeBlichtintensitit — AI/I an der Photokathode
und damit gleich der relativen Anderung der
Spannungsamplitude am Arbeitswiderstand des SEV
—AUJU. Der SEV (EMI 9558 AQ) war mit einem
MebBverstarker (DC bis 150 kHz, Verstirkung bis
60 db) DC-gekoppelt, wobei der Photostrom (1, =

* Da die Halbwertsbreite der Absorptionsbanden von
Metarhodopsin T und Metarhodopsin II in der Gréfen-
ordnung von 50 nm liegt (Matthews et al.*: stationire
Spektren; v. Sengbusch *: kinetisch separierte Differenz-
spektren), sind bei 4=380 nm bzw. 480 nm nur gering-

100 #A) durch eine Gegenspannung kompensiert
wurde. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Ver-
hiltnisses war der Ausgang des Meliverstirkers mit
einem digitalen Mittelwertrechner (Nuclear Data,
ND-801 Enhancetron 1024) gekoppelt. Bei jeder
Messung wurden bis zu 30 Einzelmessungen von
einer Probe aufsummiert. Das Tiefpalifilter war auf
eine obere Grenzfrequenz von 1,4 bzw. 5kHz ein-
gestellt.

2.3 Anzahl der Messungen

Die Arbeit ist das Ergebnis der Erfahrung von
392 Einzelmessungen. Die in den Abbildungen dar-
gestellten Punkte stellen jeweils Einzelmelwerte
dar. Die Ergebnisse der Abbn. 1, 3, 20 wurden je-
weils durch drei Mefireihen abgesichert. Eine Mitte-
lung dieser Daten wurde aber nicht vorgenommen,
da MelBreithen von verschiedenen Priparationen
nicht direkt vergleichbar sind. Zur Anzahl der
Messungen zu Abb. 17 s. Abschn. 4.3.

3. Experimentelle Befunde

3.1 Die Abhingigkeit des Metarhodopsin-I-11-
Gleichgewichtes vom pH-Wert

Die Umwandlung von Metarhodopsin I in Meta-
rhodopsin II kann entweder bei Z =480 nm als Ex-
tinktionsabnahme von Metarhodopsin 1 oder bei
/ = 380 nm als Extinktionszunahme von Meta-
rhodopsin II optisch registriert werden *. Hierbei
erfalit die Messung die Bildung von Meta-
rhodopsin II bis zur Einstellung des Gleichgewich-
tes MI = MII.

Die von Matthews et al.* gezeigte pH-Abhingig-
keit des Metarhodopsin-I-1I-Gleichgewichtes hat zur
Folge, dalj bei pH 6 das meiste im Blitz photo-
lysierte Rhodopsin in Metarhodopsin II umgewan-
delt wird, bei pH 8 dagegen nur ein geringer Pro-
zentsatz. Die Abhingigkeit der Signalamplitude
vom pH-Wert muf} also das von Matthews et al.*
auf andere Weise gemessene M-I-1I-Gleichgewicht
widerspiegeln. Der linke Teil der Abb. 1 oben zeigt
in der Tat einen &hnlichen Verlauf wie die von
Matthews et al.* gemessene Kurve. Aus dem rech-
ten Teil der Abb. 1 (von Matthews et al. nicht ge-
messen) ergibt sich, dafl bei hohen pH-Werten das
Gleichgewicht scheinbar wieder auf die Seite von
Metarhodopsin 1l verschoben wird. Eine modell-

fiigige gegenseitige Uberlagerungen der Absorptionshan-

den vorhanden. Die Messung bei 380 nm ist wegen der

Forderung nach Vermeidung von Blitzlichtartefakten

technisch einfacher, da die Blitzanregung im Bereich der

Absorptionsbande von Rhodopsin erfolgen muf.
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malige Deutung fiir das Eingreifen der Protonen
in das Metarhodopsin-I-1I-Gleichgewicht und die
Verinderungen bei hoherer Temperatur (Abb. 1
unten) wird in Kapitel 4.1 gegeben.
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Abb. 1. Absorptionszunahme von Metarhodopsin II (385 nm)

als Funktion des pH-Wertes bei Aulensegment-Fragmenten.

Rhodopsinkonz.: 4-10~%mM, Pufferkonz.: 1,5-10=*m (Mc

Ilvaine/Phosphat/Glycin). Gestrichelt: Nach Gln. (10) und

(11) berechnete Kurven fiir Cyr/(Cr+Ciyr) (rechte Ordinate:

vgl. Abschn. 4.1). (Oben: Messungen bei 2 °C, unten: Mes-
sungen bei 23 °C.)

Setzt man voraus, daf} die pro Blitz gebildete
Metarhodopsin-Gesamtkonzentration C;+ C;; vom
pH-Wert unabhingig ist, so ist die in Abb.1 als
Funktion des pH-Wertes dargestellte M;j;-Signal-
amplitude proportional dem My;-Anteil der Meta-
rhodopsin-Gesamtmenge (Maflstab rechts in Abb. 1):

_AI CII
C[—f—Cn ’

I
Da Gleichgewichtsmessungen unter den vorlie-
genden Mefibedingungen (ohne Detergentien) nicht
vorliegen, ist man fiir die Bestimmung des Propor-
tionalitatsfaktors auf Abschdtzungen angewiesen (s.
Abschn. 4.1).
Aus Cyi/(C;+Cy) kann die Gleichgewichtskon-

stante

(380 nm) ~ -

Ki_y = Cy/C; (1)

erhalten werden, die fiir die Diskussion der kineti-
schen Messungen (vgl. Abschn. 3.3) benotigt wird.
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3.2 Das Zeitgesetz der Metarhodopsin-1-11-

Umwandlung

Unter den vorliegenden experimentellen Bedin-
gungen bleibt die Protonenkonzentration im Ver-
lauf der Reaktion praktisch konstant, so daf} man
fiir die Einstellung des Gleichgewichtes mit einem
Zeitgesetz erster Ordnung rechnen kann. Fir die
Abweichung 0 der Absorption von ihrem (bei t— ~

erreichten)  Gleichgewichtswert gilt dann (mit
T o
I ) ! ]
8(t) = (1 =0) ek (2)
bzw. Ind = —kt+const.

Die aus der Steigung von In ¢ als Funktion von ¢
bestimmte Relaxations-Geschwindigkeitskonstante k
fiir die Einstellung des Gleichgewichtszustandes ist
gleich der Summe der Geschwindigkeitskonstanten
der Hin- und Riickreaktion:

k=k+Fk. (3)
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I PPCRIILTY
10_3 -
13
b -4
v 5.107%¢
el
@
a
g
5 (0]
[
§ | | 1
-3 | '\
<< 10
‘2 NN d‘ges
) 13N
= d ‘\ \\\
& LN,
o \ N
g:) \ \.\
< 1074} ‘\ '\.\ P
\ SO
Ne
V& <.
\
\ \
\ N
1075 \ \
| 1t 1 1 4
(o] 50 100 msec
Zeit

Abb. 2. Oben: Zeitlicher Verlauf der Absorptionszunahme
AI/T von Myr (385 nm) nach einem Lichtblitz bei ¢=0.
Unten: Halblogarithmische Auftragung der Abweichung o
der Absorption von ihrem Gleichgewichtswert (t— ~) als
Funktion der Zeit. Schema der Separation der schnellen
Phase durch Differenzbildung: Der lineare Bereich von
log 9 (t) wird auf £=0 zuriickextrapoliert, die Differenz s (¢)
zwischen Kurve und Gerade zahlenmiflig abgelesen und fiir
sich allein logarithmisch aufgetragen. Dal} bei der vorliegen-
den Priparation die Anfangswerte von 0] und ds iiberein-
stimmen, ist Zufall.
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Dieses einfache Zeitgesetz gilt allerdings nur unter
der Voraussetzung, dal} alle Metarhodopsin-I-Mole-
kiile die gleiche Struktur und o6rtliche Umgebung
haben und sich somit auch mit der gleichen Ge-
schwindigkeitskonstante in Metarhodopsin II um-
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Abb. 3. Prozentualer Anteil der langsamen Phase an der
Gesamtamplitude fiir t=0 bei 3 °C und 23 °C. Sonstige
Daten entsprechen Abb. 1.
wandeln. Andernfalls mull man mit einer additiven
Uberlagerung von vielen Zeitgesetzen nach Gl. (2)
mit verschiedenen Werten von ¢ (¢=0) und % rech-
nen. Auf diese Weise konnen die gemessenen Ab-
klingkurven ein Zeitgesetz hoherer Ordnung vor-

tauschen.

Bei tiefen Temperaturen finden wir fur die Meta-
rhodopsin-I-II-Umwandlung ein Zeitgesetz erster
Ordnung, bei hoherer Temperatur dagegen in der
Regel eine scheinbar hohere Reaktionsordnung
Abbn. 2 und 3) *. Wenn man diese niherungs-
weise durch das Modell von nur zwei tberlagerten
Reaktionsgeschwindigkeiten interpretiert, so kann
man die beiden zugehérigen Geschwindigkeitskon-
stanten im Prinzip auf die in Abb. 2 unten darge-
stellte Weise separieren.

Diese beiden Geschwindigkeitskonstanten %, und
ky sind in den Abbn.4 —7 wiedergegeben **. Dabei
stellen die Werte von k. eine Art Mittelwert dar, da
sich bei der Auftragung von In(d —9)) gegen ¢ im
allgemeinen keine streng lineare Beziehung ergibt.
* Auch Ostroy et al.® haben die von ihnen beobachtete

scheinbare Reaktion hioherer Ordnung als Uberlagerung

mehrerer Zeitgesetze erster Ordnung von verschiedenen

Komponenten interpretiert. Formal konnte man die Re-

aktion auch als eine Reaktion zweiter Ordnung auswer-

ten 14, wobei als zweiter Reaktionspartner fiir das Meta-
rhodopsin-I-Molekiil das H* anzusprechen wire. Eine

Uberschlagsrechnung zeigt jedoch, daf3 die H*-Konzentra-

tion in den gepufferten Losungen im Verlauf der Reak-

tion praktisch konstant bleibt. Rapp '* beobachtete bei

Temperaturen bis 38 °C eine einphasige Reaktion erster
Ordnung.
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Die Funktion Ind(z) ist dagegen linear (vgl.
Abb. 2). Daraus ist zu schlieen, daf} die Gruppe
der nach einer gewissen Anfangszeit noch tbrig-
bleibenden langsam reagierenden Molekiile in sich
einheitlich ist, im Gegensatz zu den schneller reagie-
renden Molekiilen. Bei 2 °C wurde nur die lang-
same Komponente beobachtet. Als Mafi fir das
Verhiltnis langsam reagierender M;-Molekiile zur
Gesamtzahl umgewandelter M;-Molekiile kann das
Amplitudenverhiltnis d1/d,.. (t=0) angegeben wer-
den.

Bei 2 °C wurde nur eine langsame Phase gefun-
den. Bei 23 °C hat 8,/d... bei neutralem pH den
hochsten Wert und féllt zum sauren und zum alkali-

schen hin ab (Abb. 3) ***,

3.3 Die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindig-
keit vom pH- Wert

Mit zunehmendem pH-Wert nimmt die Reak-
tionsgeschwindigkeit sowohl der schnellen als auch
der langsamen Phase zunichst ab und nach Durch-
laufen eines Minimums wieder zu (Abb. 4). Das
bedeutet, dal} Protonen die Reaktionsgeschwindig-
keit katalytisch erhohen und dall OH -lonen im
alkalischen die Bildung einer Metarhodopsin-II-
dhnlichen Substanz erleichtern ****.
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Abb. 4. Geschwindigkeitskonstante der Einstellung des

M - 11-Gleichgewichts als Funktion des pH-Wertes (23 °C),

gewonnen aus dem zeitlichen Verlauf der Absorptionsdnde-

rung bei 385 nm. Punkte, Schnelle Phase, Kreise: Langsame
Phase. Sonstige Daten entsprechen Abb. 1.

** Die Indices s bzw. 1 bedeuten ,schnell* bzw. ,langsam®.

#**¥% Das (scheinbare) Wiederansteigen von 0] Oges, im Be-
reich von pH 4—5 kann durch eine irreversible Denatu-
rierung eines Teils der Rhodopsinmolekiile verursacht
sein, die sich auch durch eine Verringerung der Mjy-Ge-
samtamplitude im pH-Bereich 4—5 zu erkenren gibt
(Abb. 1).

#*%% C. Helrich und G. Noll'® finden durch mathematische
Modellierung der My _1-Kinetik ebenfalls einen kataly-
tischen Effekt bei der My _1;-Umwandlung.
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Die in Abb. 4 dargestellte Relaxations-Geschwin-
digkeitskonstante k ist gleich der Summe der Ge-
schwindigkeitskonstanten der Hin- und Riickreak-
tion (vgl. Gl (3)). Fir eine genauere modell-
méllige Interpretation muf} man aber die Geschwin-
digkeitskonstante % fiir die Hinreaktion als Funk-
tion des pH-Wertes kennen. Zu deren Berechnung
muf} die in Abschnitt 3.1 dargestellte Abhéangigkeit
der Gleichgewichtskonstante K;_;; vom pH-Wert be-
riicksichtigt werden.

Aus Ki_n=klk (4)
erhdlt man zusammen mit Gl. (3) fir die Berech-
nung von k aus k£ und K;_qy:

k=kKi_n/(Ki_i+1). (3)

Separiert man auf diese Weise die Geschindigkeits-

konstante %, so erhilt man das in Abb.5 darge-
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Abb. 5. Nach Gl. (5) separierte Geschwindigkeitskonstante

der Hinreaktion Mj— 1 als Funktion des pH-Wertes. Fir

die Separierung wurden die in Abschn. 4.1 angenommenen

Werte fiir Kr_j1 eingesetzt (rechte Ordinate Abb.1). Da-
ten aus Abb. 4.

stellte Diagramm. Nach diesem Diagramm ist die

Geschwindigkeitskonstante & zusammengesetzt aus:
k=ko+ kg [H'] + ko~ [OH7] .

Die in Abb. 5 gestrichelten Kurven entsprechen den
Zahlenwerten:

k,=15,1+3,2-108[H*] +1,5-105 [OH"] (sec™ 1),
k= 1,3+3,4-10"[H*] +7,9-103[OH] (sec™1).
Es liegt nahe, die in Abschnitt 3.2 besprochene
Mehrphasigkeit der Metarhodopsin-1-1I-Umwand-
lung bei Zimmertemperatur — bei Kenntnis der H*-
und OH™-Katalyse — so zu deuten, daf} bei hoherer
Temperatur die Metarhodopsin-I-Molekiile fir die
katalytisch wirksamen H*- und OH -Ionen besser
erreichbar sind und daher schneller reagieren. (Ver-

Uber Primirreaktionen beim Sehvorgang

mutlich ist nicht nur der Frequenzfaktor fiir die Bil-
dung des aktivierten, protonisierten Ubergangszu-
standes erhoht, sondern zugleich auch noch die Akti-
vierungsenergie erniedrigt.) Nach Williams et al. 17
fihrt Lipidzusatz zum verstirkten Auftreten der
schnellen Phase, Delipidierung dagegen zum ver-
stirkten Auftreten der langsamen Phase der Meta-
rhodopsin-I-1I-Umwandlung. Die Lipide stabilisie-
ren hier offenbar eine Konformation, bei der das
katalytische Zentrum fiir die Protonen besser zu-
ginglich ist. Nach Applebury et al.'® fiihrt jedoch
Delipidierung (bei Anwesenheit von Dodecyl-
dimethylaminoxid) zu einer starken Beschleuni-
gung der Relaxationsgeschwindigkeit der M-I-II-
Umwandlung, die nach Lipidzusatz wieder ver-
schwindet. Nach unseren Befunden (Abbn. 7, 8) ist
anzunehmen, dal} das verwendete Detergens {ur die
Konformation und damit fiir die Zuginglichkeit
des katalytischen Zentrums fiir Protonen eine ent-
scheidende Rolle spielt.

k [sec1] A B

500
\\.\‘
200+

PH 70

3,‘40 34150 3,[6'0 3,‘40 3,20
Ve

Abb. 6. Geschwindigkeitskonstante der Einstellung des

M _11-Gleichgewichtes als Funktion der reziproken absolu-

ten Temperatur bei pH 6,0; 6,5; 7,0. Punkte: schnelle

Phase, Kreise: langsame Phase. A. Beginn der Ausblei-

chung: 1.—30. Blitz; B. Ende der Ausbleichung: 50.—80.

Blitz. Pufferkonz.: 4-10—3 m Phosphat.
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3.4 Die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit
von der Temperatur

Die Temperaturabhingigkeit der Reaktionsge-
schwindigkeit der schnellen Phase stimmt mit der-
jenigen der langsamen Phase iiberein (Abb. 6).
Eine Abhiingigkeit von der Vorbelichtung wird bei
der verwendeten Priparation nicht beobachtet: Die
kinetischen Daten zu Beginn sukzessiver Photolyse
mit Hilfe nicht-sattigender Blitze (erste 20 Blitze, A
in Abb. 6) stimmen mit denen zum Schlul der
Photolyse (B in Abb. 6) weitgehend tberein. Da-
gegen wird die Temperaturabhingigkeit von £ mit
steigender Protonenkonzentration (beim Ubergang
von pH 7 iber 6,5 nach 6,0) deutlich geringer.
Dieser Befund kann dadurch erklart werden, daf}
die Aktivierungsenergie durch H"-Katalyse verrin-
gert wird (vgl. Abschnitt 4.2).

3.5 Jerinderungen der Reaktionsgeschwindigkeit
bei Zusatz von Detergentien

Die &rtliche Umgebung der Rhodopsinmolekiile
beeinfluflt die Geschwindigkeit der Einstellung des
M-I-11-Gleichgewichts (Abb. 7). Wihrend Zusatz
von Digitonin die Reaktionsgeschwindigkeit nur
geringfiigig erhoht, fiihrt Triton X-100, ebenso wie
Athanol, zu einer stirkeren Beschleunigung. Bei Zu-

3000 -
L J
)
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o
H °
300 +~ ° o
% g
Lod o
o
Ty 100+ S
g &
2, 3
x 30 o©
[}
10 L ] 8
)|
1 I I I |
isoton Digitonin Triton X100 Na-Desoxy- Athanol

Cholat

Abb. 7. Einflu verschiedener Detergentien auf die Ge-

schwindigkeitskonstante der Einstellung des My_11-Gleich-

gewichtes bei 21,5—23,0 °C, pH 7.3—7,5. Punkte: schnelle

Phase; Kreise: langsame Phase; Kreise mit Punkt: 1-pha-

sig. Digitonin: 0,5%; Triton X-100: 0.2%; Na-Desoxycholat:
0,5%; Athanol: 6%.

satz von Na-Desoxycholat wird dagegen eine ver-
langsamte einphasige Reaktion erster Ordnung be-

obachtet.

Die beschleunigenden Detergentien erhéhen nicht
nur die Geschiwndigkeitskonstanten der beiden Pha-
sen, sondern verschieben zusitzlich das Mengenver-
hiltnis der beiden Phasen zugunsten der schnel-

leren. Dies geht aus der Abhingigkeit des
Quotienten 5]/(3,5,‘._;. vom Detergentienzusatz hervor
(Abb. 8): Zusatz von Digitonin erniedrigt den
7]
1001 eee eoe
B
dges. °
801 ; e
3
601 *
L]
40 .
H
. H
201 '
1 1 1 1 1
isoton  Digitonin  Triton X100 Na-Desoxy- Athanol

Cholat

Abb. 8. Einflul verschiedener Detergentien auf den prozen-
tualen Anteil der langsamen Phase an der Gesamtamplitude
fiir £=0. Daten wie Abb. 7.

Quotienten geringfiigig, Triton X-100 und Athanol
erniedrigen ihn stirker. Na-Desoxycholat erhcht da-
gegen den Quotienten 0/0,.. auf 100%. Der Zusatz
von Na-Desoxycholat bewirkt offenbar einen Effekt,
der der Delipidierung von Williams et al. 1" ent-
spricht: Das katalytische Zentrum wird fir die
Protonen unzugénglich gemacht. Die Wirkung von
Triton X-100 und Athanol kann dagegen als Ver-
ringerung der Abschirmung des katalytischen Zen-
trums verstanden werden (,,Auflockerung der
Struktur®).

3.6 Die optische Messung der Protonenaufnahme

Die optische Registrierung von pH-Anderungen
erfolgte unter Verwendung von pH-Indikatoren
(Bromcresolgriin, Bromcresolpurpur, Nitrazingelb,
Bromthymolblau, o-Kresolrot, Phenolphthalein,
Thymolphthalein) im schwach gepufferten System 9.
Alle Registrierungen, sowohl an Aullensegment-
Fragmenten als auch an Rhodopsin-Losungen, zeig-
ten stets eine lichtinduzierte H*-Aufnahme, also
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Abb. 9. Abhingigkeit der pH-Signalampli-

tude von der Pufferkonzentration. Offene

Symbole: Glaselektrode; Punkte und

Kreuze: Optische Messung unter Verwen-

dung von Bromcresolpurpur als pH-Ind:-
kator; pH 5.8.

eine Zunahme des pH-Wertes an *. Um Konforma-
tions- bzw. Elektrochromie-Effekte als Ursache der
Extinktionsénderungen auszuschliefen, wurden die
Signale in Abhingigkeit von der Pufferkonzentra-
tion registriert und die Amplituden mit den pH-
Anderungen verglichen, die unter identischen Be-
dingungen mit Hilfe der Glaselektrode ohne zeit-
liche Auflésung gemessen wurden (Abb.9). Die
Ubereinstimmung der beiden Abhingigkeiten zeigt,
dal} die optischen Extinktionsidnderungen tatséchlich
pH-Anderungen anzeigen.

Die Relaxationsgeschwindigkeit der optischen
pH-Signale hidngt vom strukturellen Aufbau der
rhodopsinhaltigen Strukturen ab. Bei weitgehend
noch intakten Aullensegment-Fragmenten (Saccha-
rose-Zusatz, isotone Salzlosungen) werden aufler-
ordentlich lange Relaxationszeiten beobachtet. Die
Kinetik ist ein- oder mehrphasig erster Ordnung
(Abb. 10 oben, 11).

Nach hypoton-osmotischem Schock (phasenkon-
trastmikroskopisch sind keine Aullensegmente mehr

Abb. 10. Zeitlicher Verlauf der Absorptionszunahme (41/I)
des pH-Indikators Bromcresolpurpur (3-1075M) bei A=
596 nm nach einem Lichtblitz bei t=0. pH 5,8. Oben: NaCl-
Konz.: 140 mval/l, Mitte: NaCl:Konz.: 0 mval/l, Unten:
0,1 ml Digitonin 1%-+0,2 ml AuBensegmentsuspension, dann
verdiinnt auf 15 ml. Rechts: log d(z). Die Relaxationsge-
schwindigkeit und die Mehrphasigkeit nehmen mit zuneh-
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* Von Shukolyukov und Etingof ** wurden unter Verwen-
dung von Bromthymolblau auch gegenteilige Effekte ge-
messen. Allerdings handelte es sich um steady-state Mes-
sungen (keine zeitliche Auflosung). Moglicherweise han-

mender Zerstorung der Aullensegmentstrukturen zu.

delt es sich hier um langsame Effekte, die bei der vor-
liegenden Methodik nicht erfaf3t werden konnen, oder um
Transportphdnomene an intakten Zellen.
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sichtbar) und nach Digitonin-Zusatz wird die Re-
laxationszeit des pH-Signals in den Zeitbereich der
M-I-II-Reaktion verschoben, die Kinetik ist mehr-
phasig (Abb. 10 Mitte, unten, 11). Das pH-Signal

1000 —1000
L]
= . =
O o (7Y
- @ ° !. _ @
300 », o .‘ . < 300 &,
+ o ) =
5 k o 8
L7100 3 g 1008
x
o
o 8
-30 H 3 4 30
: & g
10 0o =1 10
&8
8 °
I 1 | L L |
Sacch. NaCl  Osm.Schock  Digitonin NaCl Digitonin
Abb. 11. Links: Verdnderung der Geschwindigkeitskon-

stante der Relaxation des optischen pH-Signals durch osmo-

tischen Schock und Digitonin-Zusatz. Rechts: Geschwindig-

keitskonstante der Einstellung des My _1-Gleichgewichts vor

und nach Digitonin-Zusatz (wie in Abb. 10 unten). pH 5,8—

6,5; 20,0—21,0 °C. Punkte: schnelle Phase: Kreise: lang-

same Phase; Kreise mit Punkt: 1-phasig. Saccharose: 0,1 M;
NaCl: 0,9%; Osm. Schock : aqua dest.

kann auch durch solche Stoffe beschleunigt werden,
von denen bekannt ist, dal} sie die Protonenpermea-
bilitit von Membranen erhohen, wie Gramicidin
(31076 M) oder CCCP (5-10 7" m™).

Zur Deutung kann vermutet werden, dal} die In-
dikatormolekiile nicht in das Innere der Aufien-
segment-Fragmente eindringen (Zeit zwischen Pi-
pettage und Messung ca. /2 bis 1min) und daf}
zuerst ein H*- bzw. OH™-Transport iiber die AuB3en-
membran stattfinden muf}, bis es zu einer Reaktion
mit dem Indikatormolekiil kommt.

Diffusions -
barrieren

Abb. 12. Schema zum Verstdandnis der Strukturabhiangigkeit
der Relaxationsgeschwindigkeit des optischen pH-Signals.

Uber Primarreaktionen beim Sehvorgang
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Da andererseits nach gefrieratz-elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen von Mason et al.?! das
Rhodopsin auf der Innenseite der disc-Membran
lokalisiert ist, kommt auch die disc-Membran selbst
als Diffusionsbarriere in Betracht (Abb. 12).

Die Relaxationsgeschwindigkeitskonstanten
und %, der pH-Signale nach Digitoninzusatz steigen
analog zu den Relaxationsgeschwindigkeiten der
der M-I-II-Reaktion (Abb.4) mit steigender Pro-

tonenkonzentration an (Abb. 13).

[sec”]
400+ o
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AH*
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100} N ~e—*
0 1 1
%0 60 80 pH

Abb. 13. Geschwindigkeitskonstante der Relaxation des op-
tischen pH-Signals als Funktion des pH-Wertes. Punkte:
schnelle Phase, Kreise: langsame Phase. 21,5 °C, Digitonin-

zusatz: 0,5%. Indikatoren: Kresolrot, Bromcresolpurpur,
Bromeresolgriin: 3-1075 M.
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Abb. 14. Amplitude des optischen pH-Signals als Funktion
des pH-Wertes (4I/I ist proportional dem ApH). Die pH-
Abhingigkeit der Anzeigeempfindlichkeit der Indikatoren
wurde beriicksichtigt. Die Absorptionsdnderungen von Phe-
nolphthalein, o-Kresolrot, Thymolphthalein und Bromcresol-
griin wurden durch Uberlappungsmessungen auf diejenigen
von Bromcresolpurpur (bei 595 nm und pH=5,8) bezogen.
Aus 8.

Messungen der ApH-Amplitude als Funktion des
pH-Wertes (Abb. 14)
Indikatoren, Uberlappungsmessungen) zeigen, daf
die H"-Aufnahme im wesentlichen im sauren er-
folgt, wihrend im alkalischen nur eine geringfiigige
H*-Aufnahme stattfindet. Der Wendepunkt liegt bei

(Verwendung verschiedener
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ca. pH 6.3. (Zusitzlich wird eine geringfiigige H*-
Aufnahme im Bereich von pH 1011 beobach-
tet.) Dieses Resultat stimmt iiberein mit Glaselek-
troden-Messungen ohne zeitliche Auflosung von Mc
Connel et al.”, wonach im sauren das AH*/Rh.-
Verhiltnis etwa 1,0 ist und nach Durchlaufen eines
Wendepunktes bei ca. pH 6,0 im alkalischen gegen
Null strebt. Vergleichende Mikrotitrationen ® an un-
belichteten und an belichteten Auflensegment-Pra-
paraten bei 2 “C zeigten eine Zunahme der Puffer-
kapazitit nach Belichtung, die durch die Freisetzung
einer Base mit dem scheinbaren pK 6,3 beschrieben
werden kann, in Ebereinstimmung mit den Messun-
gen von Matthews et al. *.

4. Diskussion

4.1 Deutung fir das Eingreifen der Protonen in
das Metarhodopsin-I-11-Gleichgewicht

Wie in den Abschnitten 1.2 und 3.1 gezeigt
wurde, wird im pH-Bereich zwischen 5,5 und 8,0
das Metarhodopsin-I-11-Gleichgewicht bei Erhohung
der H*-Konzentration zum Metarhodopsin II hin
verschoben. Nach dem Le-Chatelier-Braunschen
Prinzip vom kleinsten Zwang muf} man daher for-
dern, dafl bei der Bildung von My Protonen ver-
braucht werden. Wie aus Abschnitt 3.6 hervorgeht,
ist das tatsachlich der Fall *.

Wo bleiben die verbrauchten Protonen? Im An-
schlufl an Matthews et al.* kann man sich vorstel-
len, dall bei der Bildung der My-Struktur eine
Base (etwa die Imidazol-Gruppe des Histidins) aus
dem hydrophoben Inneren des Molekiils zur waBri-
gen Aullenphase hin orientiert wird und aus dieser
ein H" anlagern kann.

=&
MI m*

MIH®
Abb. 15. Schema der Konformationsinderung bei der
Mj-11-Umwandlung unter Bildung einer aufgefalteten

‘Struktur (Mjr#). Der Punkt stellt die exponierbare Base

«dar. Die Protonisierung der Base fiihrt zur . Arretierung®

«der aufgefalteten Struktur. Es liegen zwei Gleichgewichte
vor, von denen nur das zweite pH-abhéngig ist.

“* Unter einem ,Zwang“ im Sinne von Le Chatelier wird
meistens eine Temperaturerhohung oder eine Druck-
erhohung verstanden, der das System in derjenigen Rich-
tung nachgibt, wie es Warme oder Volumenarbeit auf-
nimmt. Der Zwang kann aber ebenso gut in einer Ande-
rung des pH-Werts bestehen. Das Le Chateliersche Prin-
-zip ist allgemein aus dem zweiten Hauptsatz ableitbar.
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Warum wird durch die H*-Anlagerung das
Gleichgewicht zum Mj; hin verschoben? Solange
die Base mit einem H® beladen ist, kann sie nicht
wieder in das hydrophobe Innere des Molekiils zu-
riickgefaltet werden, da sie zu polar ist, d.h. der
Mj;-Zustand wird durch die Protonisierung ,arre-
tiert“. Eine Riickreaktion zum M ist nur aus
dem unprotonisierten Mj;-Zustand heraus moglich
(Abb. 15).

Man kann die ,,Arretierung® formal auch so be-
schreiben, daf} die M;-Konformation im protonisier-
ten Zustand eine sehr hohe freie Energie besitzen
wiirde. Daher liegt das Konformationsgleichgewicht
der protonisierten Form ganz auf der Seite von
My H*. Andererseits liegt das Dissoziationsgleich-
gewicht in der M;-Konformation ganz auf der Seite
der Dissoziation der Protonen, was einem stark
sauren pK-Wert entsprechen wiirde. Die protoni-
sierte Form M;H" liegt daher nur in extrem klei-
ner Konzentration vor. Die mit der Konformations-
dnderung einhergehende Ausfaltung der basischen
Gruppe kann also formal auch als Anderung der
Basenkonstante K dieser Gruppe um viele Zehner-
potenzen beschrieben werden.

Es ist anzunehmen, dal} die spektrale Verschie-
bung der Absorptionshande von 480 nach 380 nm
auf der Spaltung und neuen Verkniipfung einiger
konformativ wichtiger Bindungen beruht, die eine
Strukturinderung des Gesamtmolekiils unter Aus-
faltung der Base zwangsldufig zur Folge hat. Die
nachgelagerte Aufnahme eines H* hat dagegen auf
das beobachtete Absorptionsspektrum keinen direk-
ten Einflull, d.h. die protonisierte und die unpro-
tonisierte Form tragen beide zu der beobachteten
Absorption von My bei **. Bezeichnen wir die pro-
tonisierte Form mit MpH*, die unprotonisierte
Zwischenform mit M;*, so gilt also fir die aus
dem Absorptionsspektrum ermittelte Konzentration
von M”Z

Cu=Cyype + Corym* - (6)

Dann gilt folgendes Reaktionsschema fiir das M;_ -
Gleichgewicht:
+H*

MI #Mu‘ = M[[I‘I+ 5 (7)
K* Kz

** Die Berechtigung fiir diese Annahme ergibt sich daraus,
dafl die beobachteten Absorptionsverschiebungen damit
in groben Umrissen auf einfache Weise erkldart werden
konnen, wie weiter hinten ersichtlich wird. AufBlerdem
wird der in der FuBnote in Abschnitt 1.2 zitierte Wider-
spruch dabei vermieden.
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Darin ist das durch die Gleichgewichtskonstante
K* = C.\hn/CI (8)

gegebene Gleichgewicht von der H'-Konzentration
Die pH-Abhingigkeit des Gesamt-
gleichgewichtes ergibt sich aus der Basenkonstante

unabhéngig.

= (9)
(:lhxt

Cy '

Fir die Gleichgewichtskonstante Kj_j; erhilt man
durch Einsetzen von (6), (8) und (9) in (1):

Ki_n=K*(1+KpCy). (10)

Die aus den Titrationskurven® und Abb. 1
ablesbare Gleichgewichtskonstante ist also nicht mit
Ky-Cy+ identisch, wie von Matthews et al.* ange-
nommen wurde. Mit Hilfe von Gl. (10) kann der
in Abb. 1 dargestellte Verlauf von

Cn _ Kiu

- = 11
Ci+Cn  1+Ki_n (11)

als Funktion des pH-Wertes im Bereich zwischen
pH =6 und pH =8 qualitativ diskutiert werden:
Fiir K- Cy; 2> 1 wird aus (10)

Ki_n=~ K*-Kg-Cy*,
und falls auBlerdem
K*‘KB'C“‘ > 1 5

wird aus (11)
Cn
Ci+Cyp
Dieser Fall wiirde in Abb. 1 etwa bei pH=5 er-
reicht werden (gestrichelter Kurventeil). Tatsich-
lich féllt aber die Mefkurve unterhalb von pH=6

zum sauren hin ab. Das kann so gedeutet werden,
dall hier das Rhodopsin bereits im Dunkeln teil-
weise zersetzt wird (Sduredenaturierung).

Fiir CHL'KB < 1 wird aus (10) KI—II ~ K* und

somit aus (11)
Cu/ (C1+Cn) =K*[(1+K*).

Dieses ist der kleinste Wert, den der Bruchteil an
Metarhodopsin 1I im Gleichgewicht annehmen kann.
Das Modell erklart also zwanglos den Befund, daf}
der Bruchteil Cy/(Cy+Cyp) fiir groBe pH bei

* Fiir Cg+=1/KB wird ndmlich aus (10) Kj_-11=2 K*, also
C11/(C1+Cr) =2 K*/(142 K*). Der an dieser Stelle der
Kurve abgelesene pH-Wert ist =log Kp .

23 °C nicht nahezu 0 wird (vgl. Abb.1 unten),
d.h. daB das Gleichgewicht durch Anderung des
pH nicht mehr vollstindig auf die Seite von Meta-
rhodopsin I verschoben werden kann. Aus dem Wert
von Cy/(Cy+Cy) bei pH 8 kann man den Wert
von K* fir die jeweilige Temperatur etwa ab-
schitzen und damit aus der Kurve auch Kp ermit-
teln *. Auf diese Weise gelangt man zu folgenden
angeniherten Werten:

K* (2°C) =~ 0,005 Kjp (2°C) ~ 1083
K*(23°C) =~ 0.4 K5(23°C) ~ 107.

Die mit diesen Werten nach Gln. (10) und (11)
berechneten Kurven fiir Cy/(Cy+Cy) als Funk-
tion des pH-Wertes sind in Abb. 1 gestrichelt ge-
zeichnet. Das Wiederansteigen des Signals oberhalb
von pH 8 (s. auch ??) kann nicht ohne Annahme
einer Strukturdnderung  des
Rhodopsins gedeutet werden, die im Modell nicht
berticksichtigt wurde. Daher verlaufen die berech-
neten Kurven oberhalb von pH 8 (wie auch unter-
halb von pH 6) ganz anders als die gemessenen.

Aus der Zunahme von K* mit steigender Tempe-
ratur laft sich nach der van’t Hoffschen Gleichung
die Reaktionsenthalpie AH* abschétzen, die mit der
Bildung von M * aus M; verbunden ist:

log K, */Ky*
1/T,—1/T,

Aus den obigen Zahlenwerten ergibt sich AH* =~ 31
kcal. AH* ist >0, d.h. My* ist energiereicher als
M;, darum nimmt die Gleichgewichtskonzenlration
Cy,,» mit steigender Temperatur zu. Dagegen ist die
Protonisierung der Base wieder exotherm, 4Hp <0.
Die Enthalpieinderung der Gesamtreaktion von M
bis My i ist daher kleiner als 4H* (vgl. Abb. 16).

Es liegt nahe, analog zu 4H* auch 4Hy aus der
Temperaturabhiingigkeit von Ky zu berechnen. Da-

alkali-induzierten

AH* =~ 2,3R (12)

50
keal
40
30

20

Abb. 16. Enthalpiediagramm der Mj_1;-Umwandlung (vgl.
Text Abschn. 4.1).
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bei wiirde sich ein Wert von — 23 kcal ergeben, der
viel grofler ist, als bekannte Reaktionsenthalpien
fir die Protonenaufnahme organischer Basen er-
warten lassen (z.B. —11kcal fiir Arginin??). Die
ungewohnlich starke Temperaturabhangigkeit von
Ky kann also nicht als blofle Verschiebung des Dis-
soziationsgleichgewichtes entsprechend der
Hoffschen Gleichung beschrieben werden, sondern

van’t

man muf} annehmen, daf} die Basenkonstante durch
einen temperaturabhingigen Effekt
verandert wird. Dieser konnte darin bestehen, dal}
der Grad der Ausfaltung der basischen Gruppe nach
dem Ubergang in die Mj-Konformation noch von
der Temperatur abhéngt: Wenn die protonisierte
basische Gruppe sich mit steigender Temperatur
ein wenig aus der walrigen Phase in hydrophobe
Bereiche zurtickzieht, dann muf} die Dissoziation

zusatzlichen,

des Protons starker zunehmen, als dies sonst mit
steigender Temperatur der Fall wire. Der Grund
fur das Versagen der van’t Hoffschen Gleichung
liegt dann darin, dal} es sich bei verschiedenen
Temperaturen nicht exakt um die gleichen Reak-
tionspartner handelt.

Nimmt man fir die Protonisierungsenthalpie
einen Wert von AHp =~ — 11 kcal an, so ergibt sich
fir die Reaktionsfolge in Gl. (7) das in Abb. 16
dargestellte Enthalpiediagramm. Die beiden (ge-
schitzten) Aktivierungsenergien £y und E, sind
vom pH-Wert abhingig. Zur exakten Bestimmung
von E, bei einem bestimmten pH-Wert miifite die
Temperaturabhédngigkeit der Geschwindigkeitskon-
stante k& fir die Hinreaktion bekannt sein. £ laf3t
sich im Prinzip aus der Relaxationsgeschwindigkeits-
konstante & und der Gleichgewichtskonstante Ky _qy
nach Gl. (5) berechnen, jedoch konnten die dazu
erforderlichen umfangreichen Mellprogramme bis-
her nicht ausgefiihrt werden. Der von v. Sengbusch
aus der Temperaturabhingigkeit von £ errechnete
Wert E,=33kcal (aus Abb. 6 erhalten wir bei
pH 6: 20 kcal, bei pH 6,5: 27 kcal, bei pH 7: 40
keal) stellt weder £y noch E, dar. An Hand von
Zahlenbeispielen lafit sich zeigen, daf} dieser Wert
wahrscheinlich ndher an der kleineren der beiden
Aktivierungsenergien liegt.

Es ist noch darauf hinzuweisen, daf} die Tempe-
raturabhéngigkeit der formalen Geschwindigkeits-
konstante & aus Gl. (4) keineswegs die Grofle E
aus Abb. 16 liefern wiirde, weil Mj; nur teilweise
als Myp«, teilweise aber als M;jH" vorliegt.

4.2 Zur Chemie der Metarhodopsin-I-11-Umwand-
lung

Der seit Matthews et al. * bekannte Widerspruch,
daf} die Protonisierung von Metarhodopsin an Stelle
der erwarteten bathochromen eine hypsochrome Ver-
schiebung der Absorptionsbande bewirkt, wird im
vorliegenden Modell dadurch gelost, dall die das
Gleichgewicht beeinflussenden Protonen an einer
chemischen Gruppe angreifen, die vom Chromophor
raumlich getrennt ist. Die chemische Natur dieser
Gruppe kann aus dem scheinbaren pK-Wert von 6,3
nicht erschlossen werden, wie Matthews et al. dies
mit der versuchsweisen Annahme der Imidazol-
gruppe des Histidins getan haben, da K;_j; wegen
des Vorliegens von zwei Gleichgewichten nicht gleich
Ky-Cy ist (vgl. 4.1) und da aullerdem die lokale
Basenkonstante K im Rhodopsin von derjenigen
der freien Aminosdure in Losung verschieden sein
kann (eine hydrophobe Umgebung vermindert Kp).
Es kommen deshalb anstelle von Histidin eher
einige starker basische Aminosduren wie® Arginin,
Ornithin, Citrullin, Lysin, oder auch fest gebundene
Phospholipide wie Phosphatidylserin ?* in Betracht.

Die Erhchung der Reaktionsgeschwindigkeit im
sauren (und alkalischen) (Abb. 4, 5), die bereits
von v. Sengbusch beobachtet wurde, wird von uns
als katalytischer Effekt der Protonen (und OH™-
Tonen) auf die Spaltung konformativ wichtiger Bin-
dungen gedeutet. Welche Bindungen sind dies? Nach
de Grip et al.?® findet ohne Zusatz von Detergen-
tien bei der Rhodopsin-Photolyse keine Exponie-
rung von SH-Gruppen statt. Andererseits wird
auch keine Transimidisierung des Retinals bis zur
Stufe von Mj; beobachtet 26, Es kann somit ver-
mutet werden, dal} es Wasserstoftbriickenbindungen
sind, deren Spaltung bei der M;_j;-Konformations-
dnderung durch H*-(und OH7)-lonen katalytisch
beschleunigt wird.

Besteht die Moglichkeit, dal} die katalytische und
die thermodynamische Wirkung der Protonen auf
ein und demselben Mechanismus beruht? Geht man
davon aus, daf} das angelagerte Proton eine die M-
Konformation ,,arretierende” Wirkung hat, so be-
deutet dies, dal} die Einfaltung der protonisierten
Base eine besonders hohe Energie erfordern wiirde.
Dann aber kann der Zwischenzustand M{H" keinen
energetisch giinstigen Reaktionsweg bedeuten, der
fiir eine katalytische Wirkung der Protonen zu for-

dern ist. Daher ist nicht anzunehmen, dal} der
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katalytische Angriff der Protonen an der gleichen
basischen Gruppe erfolgt, deren Protonisierung die
Mj;-Konformation arretiert.

Wie sich aus den Mefldaten von Matthews et al.*
entnehmen 1a6t, wird das M; _1-Gleichgewicht durch
Zugabe von Glycerin zum Mj; hin verschoben, was
vermutlich auf einer Zunahme von K* beruht, die
in diesem Falle durch Verminderung von AH* ver-
ursacht ist: Dall Glycerin die Konformation von
Mi* beglinstigt, kann daran liegen, dal} das hydro-
phobe Innere von My, welches bei der Umwandlung
zum M nach aullen gefaltet wird, gegeniiber Was-
ser eine hohere Grenzflichenenergie besitzt als
gegeniiber dem schwicher polaren Glycerin.

4.3 Konformative Kopplung von Rhodopsin-
Molekiilen

Die bisher dargestellten Befunde lassen im sau-
ren stets eine 1:1-Stochiometrie zwischen den ge-
bildeten Mj;-Molekiilen und den aufgenommenen
Protonen erwarten. Tatséchlich findet man nach voll-
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Abb. 17. Summe der bis zum jeweiligen Blitz aufgenomme-
nen Protonen als Funktion der Summe der gebildeten M;yj-
Molekiile (summative Darstellung). Die JH*-Werte wurden
aus den Amplituden von BCP-Signalen erhalten (Eichung
durch S#ureinjektion). Nach jeweils 10 Blitzen erfolgte
Riickstellung des pH-Wertes auf pH 5.8; es wurden in
Intervallen von je 10 Blitzen insgesamt 100 Blitze appli-
ziert. Die AM-Werte (385 nm) wurden mit derselben Fil-
terkombination bei Anwesenheit derselben BCP-Konz.
(3:10—5 M) gemessen, wie die AH*-Werte, wobei die BCP-
Signale durch Pufferung unterdriickt wurden. Kreise: Werte
nach Zusatz von 10% Athanol.

* Rhodopsin selbst kann dagegen sehr wohl als ,,Nachbar-
molekiil* eine verstirkte H*-Aufnahme verursachen. Die
H*-Aufnahme kann auch durch Phospholipide erfolgen,
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stindiger Ausbleichung des Rhodopsins, dal} ins-
gesamt etwa ebenso viele Protonen aus der Losung
verschwunden sind, wie Mj;-Molekiile gebildet wor-
den sind (* 19, eigene Messungen). Bei unvollstin-
diger Ausbleichung ist das jedoch nicht immer der
Fall: In Abb. 17 ist fiir sukzessive Photolyse mit
(nichtsattigenden) Blitzen die
Summe der bis zum jeweiligen Blitz aufgenomme-
nen Protonen als Funktion von der Summe der ge-
bildeten M;-Molekiile dargestellt. Die Steigung
AH*/AMy; dieser Kurven entspricht der Zahl der
aufgenommenen Protonen pro gebildetes My;-Mole-
kil in der jeweiligen Einzelblitz-Gruppe. Man er-
kennt, daf} in einigen Versuchsreihen zu Beginn der
Ausbleichung 2 —3 Protonen pro gebildetes M-
Molekiil aufgenommen werden, am Schlufl der Aus-
bleichung dagegen fast gar keine mehr. Dieser Ef-
fekt zeigt sich bei der Auftragung der ApH-Ampli-
tude als Funktion der Anzahl applizierter Blitze als
charakteristische Abweichung von einer Exponen-
tialfunktion. Diese Abweichung wurde in 7 von 10
derartigen Experimenten beobachtet. Bei drei Ex-
perimenten mit Zusatz von Athanol und zwei Ex-
perimenten mit Digitoninzusatz wurde der Effekt
nicht beobachtet. Eine Eichung AH*//IM;; wurde bei
vier dieser Mefireihen vorgenommen (Abb. 17).
Da bei vollstindiger Ausbleichung das XAH*/
X AMp-Verhiltnis etwa 1,0 ist und da ferner — wie
oben gezeigt — die Protonenaufnahme direkt auf
das M-I-II-Gleichgewicht einwirkt, ist anzunehmen,
dal} die Protonen vom Mj; aufgenommen werden
und nicht von andersartigen ,,Nachbarmolekiilen®
in der Membran *. Die einfachste Deutung fir die
dargestellten Experimente (Abb. 17) ist die, dal}
unter bestimmten Bedingungen bei Dunkeladapta-
tion die Photolyse eines Rhodopsinmolekils die

einer Folge von

MI == Mr* <= mrH®
R == R L= RH®

Abb. 18. Schema einer (hypothetischen) konformativen

Kopplung von Rhodopsinmolekiilen mit der Metarhodop-

siny - r1-Konformationsinderung. Es wird angenommen, daf}

auch ungebleichtes Rhodopsin (Schraffierung) in die aufge-

faltete Struktur tibergehen kann und daf3 diese durch Pro-
tonisierung stabilisiert werden kann.

aber diese miifiten im stochiometrischen Verhiltnis 1:1
mit dem Rhodopsin gekoppelt sein.
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Konformationsédnderung und damit die Protonisie-
rung von bis zu zwei benachbarten Rhodopsinmole-
kiillen induzieren kann. Einen solchen Effekt wiirde
man als ,.konformative Kopplung” (Changeux) be-
nachbarter Rhodopsinmolekiile (Abb. 18) bezeich-
nen, wie sie fir den Acetylcholin-Rezeptor bereits
beschrieben wurde 27 *.

In diesem Falle miiite angenommen werden, dal}
auch das nicht photolysierte Rhodopsin in der ,,auf-
gefalteten Struktur“ von MjH" existieren kann.
ohne daf} die Konformationséanderung einen wesent-
lichen Einflul auf das Chromophorenzentrum aus-
ubt. Die ,,aufgefaltete Struktur® wéire eine notwen-

* Es erscheint plausibel, daB3 eine solche Kopplung durch
Athanol aufgelost werden kann (Abb. 17).
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Abb. 19. Spektrum der Absorptionsinderung (AI/I) fiir

t — oo einer frisch photolysierten Aul3ensegment-Pripara-

tion nach einem kurzwelligen Lichtblitz (Zmax. =~ 380 nm,

Schott UG 5). Es entstehen offenbar zwei Stoffe: Amax.1 =~
470 nm, Amax.2 = 500 nm).

A =480 nm

dige, aber keine hinreichende Bedingung fir das
Auftreten des Mj;-Spektrums (380 nm).

Da die H'-Aufnahme bzw. -Abgabe eine vom
Spektrum unabhingige Anzeige der Konformations-
inderung darstellt, kann man nachpriifen, ob
Rhodopsin wirklich in der aufgefalteten Konforma-
tion von Mj; vorliegen kann. Bei Photoregenera-
tion von Rhodopsin aus M;H" wire némlich zu for-
dern, dal} die Protonen wieder freigesetzt werden,
falls das riickgebildete Rhodopsin nur in der ,.ein-
gefalteten®, nicht protonisierten Konformation
existieren kann. Zur Priifung wurde folgendes Ex-
periment durchgefihrt:

Photolysierte Aulensegment-Préparate (im M;{H*-
Zustand, pH 5,8) wurden einer Serie von 380 nm-
Blitzen ausgesetzt. Das dabei erhaltene Differenz-
spektrum (Abb. 19) zeigt in Ubereinstimmung mit
Williams et al. ?8 die Bildung von zwei Stoffen an,
die bei Z=470nm bzw. 1=500nm maximal ab-
sorbieren. Unter diesen Bedingungen finden wir
(unter Verwendung von Bromcresolpurpur als pH-
Indikator) bei Belichtung mit 500 nm (Photolyse-
phase, Abb. 20 oben) eine Protonenaufnahme, bei
Belichtung mit 380 nm (Photoregenerationsphase,
Abb. 20 unten) jedoch keine Protonenabgabe. Falls
der bei 1=500nm absorbierende Stoff tatsdchlich
Rhodopsin ist, wie Williams et al.?® annehmen,
kann man daraus schlieffen, da} Rhodopsin auch
in der aufgefalteten Struktur existieren kann.

4.4 Zur visuellen Erregungsbildung

Definiert man als ,,Ausloser der visuellen Er-
regung denjenigen Reaktionsschritt, bei dem die

A =596 nm

0 3-1074 |
3104}

Abb. 20. Oben: normale Rhodop-
sin-Photolyse nach einem Blitz (1=

msec 0

msec  500—550 nm) bei t=0. Links: Zeit-
licher Verlauf der Absorptionsab-
nahme von My (480 nm); rechts:

Absorptionszunahme von BCP bei

50 100

Absorptionsdnderung

2074}

3-1074 +

L

~=596 nm. Unten: Photoregenera-
tion einer frisch photolysierten
Auflensegment-Priparation mit Hilfe
eines kurzwelligen Blitzes (Schott
UG5) bei t=0; links: zeitlicher
Verlauf der Absorptionszunahme
eines bei 4=480 nm absorbieren-

msec
Zeit

den Stoffes; rechts: Fehlen eines
optischen pH-Signals.
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Information von der Kaskade der Dunkelreaktionen
zum Membranprozell iibergeht, so ist zu vermuten,
daf} die M-I-1I-Konformationsinderung diesen Aus-
loser reprisentiert!. Der Gedanke, dal} die pH-
Anderung zwischen den ,,discs* als Transmitter der
visuellen Erregung fungiert, ist angesichts des ge-
Verstirkungseffektes von 2—3 H*/MII
schwer aufrecht zu halten, da diese Protonen leicht
weggepuffert werden konnen. Es ist denkbar, dal}
die beobachtete Konformationsinderung eine Mem-
branstrukturédnderung induziert, die die

ringen

von

* Man kann sich vorstellen, daB die Anlagerung eines Pro-
tons zur Neutralisation einer negativen UberschuBladung
fiihrt.
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