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Kapitel 5

Stationare Chromophorzustande

5.1 Der lichtadaptierte Zustand und chromophorfreie
Membranen

5.1.1 Darstellung der Ergebnisse

Die polarisationsabhéngige Extinktion E(), #) einer magnetisch orientierten PM—Probe wur-
de im lichtadaptierten Zustand und nach Ausbleichung mit dem Spektrophotometer ge-
messen und jeweils iiber Intervalle von 5nm gemittelt. Eine Hohenliniendarstellung dieser
Datenfelder ist in Abb. 5.1a bzw. 5.1c gezeigt. Wahrend die PM-Probe im lichtadaptier-
ten Zustand eine Uberlagerung von Lineardichroismus und linearer Doppelbrechung zeigt,
iiberwiegt bei der ausgebleichten Probe die lineare Doppelbrechung. Beide Datenfelder wur-
den fiir jede Wellenlénge mit G1.(4.6) angepakt, wobei durch einen zusétzlichen Parameter
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Abbildung 5.1: Hohenliniendarstellung der polarisationsabhéngigen Extinktion E(, #) einer ma-
gnetisch orientierten Probe, Sy & 0.47, pH7.0. (a) PM im lichtadaptierten Zustand. (b) Abwei-

chungen der Daten aus (a) vom Fit mit Gl.(4.6). (c) Chromophorfreie Membranen. (d) Abwei-
chungen der Daten aus (c) vom Fit mit GI.(4.6).
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A6 die Winkelskala des Polarisators beziiglich der Orientierungsachse der Probe abgeglichen
wird. Die Abweichungen der Daten vom Fit, Abb. 5.1b bzw. 5.1d, betragen fiir die PM nicht
mehr als 3mOD und fiir die gebleichten Membranen 2mQOD. Die gute Ubereinstimmung von
den Mefdaten und der Anpassung laft darauf schlieken, dafs die formale Beschreibung des
Experimentes durch Beitrdge von Lineardichroismus und linearer Doppelbrechung richtig
ist. Optische Aktivitat, d.h. Zirkulardichroismus und zirkulare Doppelbrechung, kann also
bei solchen Experimenten vernachlissigt werden. Zur Verdeutlichung der beteiligten Effekte
sind aus beiden Datenfeldern jeweils zwei Wellenldngen, 568nm und 633nm, herausgegriffen
und mit der Anpassung durch Gl.(4.6) in Abb. 5.2 gezeigt. Die gestrichelten Linien deuten
die fiktive Abhangigkeit der Extinktion vom Polarisationswinkel in Abwesenheit von linea-
rer Doppelbrechung an. Je grofer die Absorption, desto geringer ist der relative Beitrag
der linearen Doppelbrechung zur Mefgroke E(A, ). Doch selbst im Absorptionsmaximum
(A = 568nm) liefert die Anpassung noch einen recht genauen Wert fiir die Phasendifferenz
(Adg = 28.8 +0.7°).

Die Ergebnisse aus der Anpassung der Mefdaten Ey, So, 7g, 75, Ang = A¢g/27 - \/d
und Ang = A¢g/2m - A\/d sind als Spektren in Abb. 5.3 gezeigt. Aus diesen Parametern
erhilt man mit G1.(4.7) die durch den Chromophor bedingten Grofen Ay, r4 and Any,
deren spektrale Abhingigkeiten ebenfalls in Abb. 5.3 dargestellt sind. Aus der Absorption
Ao(568nm) = 0.94 (Abb. 5.3a) laft sich abschétzen, dak die bR—Konzentration der Probe
Cw/v = 0.40mg/ml betrug. Die Absorptionsanisotropie 74 (Abb. 5.3b) ist nahezu konstant
tiber der Hauptabsorptionsbande (500nm < A < 650nm) und hat dort einen Wert von etwa
—0.15. Auch im Bereich der héheren Absorptionsbanden (400nm < A < 500nm) weicht die
Absorptionsanisotropie nur wenig von diesem Wert ab. Unter der Annahme, daf der Winkel
des Ubergangsdipolmomentes im lichtadaptierten bR 6, = 70° ist, folgt aus G1.(2.28) ein
effektiver Ordnungsparameter von Sy = 0.47.

Das Vorzeichen des Chromophorbeitrages zur linearen Doppelbrechung Any (Abb. 5.3d)
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Abbildung 5.2: Wellenlangenausschnitte der Datenfelder aus Abb. 5.1a und 5.1c. (a) PM,
A = 568nm. (b) Gebleichte Membranen, A = 568nm.(c) PM, A = 633nm. (d) Gebleichte
Membranen, A = 633nm. Fitkurven, - - - - - fiktive Abhangigkeit in Abwesenheit von
linearer Doppelbrechung.
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ergibt sich durch Vergleich mit dem mathematischen Ausdruck (Gl.(2.72)). Da r4 ein ne-
gatives Vorzeichen triagt, muft auch An, negativ sein, in einem Wellenldngenbereich, wo
0A(N)/OX < 0, d.h. fiir A > 570nm. Aus dem Vorzeichen von An, folgt auch, daf Ang
und Ang negative Vorzeichen haben (Abb. 5.3c), da | Ang |>| Ang |> fiir A > 570nm. Mit
der Kramers—Kronig—Relation Gl1.(2.72) wurde auch eine numerische Berechnung von An4
aus Ay und r4 durchgefiihrt. Damit im Integranden keine echte Singularitit auftritt, wird
A stets so gewdhlt, dakl es in der Mitte zwischen den Stiitzstellen A’ liegt. Die Haupwert des
Integrals 14#t sich so durch numerische Integration nach der Trapezregel ausreichend genau
approximieren. Der Vergleich mit dem experimentell bestimmten Spektrum von Any4 zeigt
sehr gute Ubereinstimmung (Abb. 5.3d), abgesehen von den Abweichungen auRerhalb der
Hauptabsorptionsbande.
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Abbildung 5.3: Ergebnisse aus der Anpassung der MeRdaten fiir PM im lichtadaptierten Zu-
stand und chromophorfreie Membranen. (a) Extinktion. (b) Anisotropie. (c) Lineare Doppelbre-
chung.(d) Chromophoranteil der linearen Doppelbrechung und Berechnung nach GI.(2.72).

5.1.2 Die Beitriage zum Brechungsindex von Purpurmembranen

Um die Ergegnisse mit den Messungen anderer Gruppen zu vergleichen, sei zunéchst eine
bestimmte Wellenldnge, namlich A = 633nm, herausgegriffen. Die Auswertung liefert fiir die
untersuchte Probe (Sy = 0.47, C,/, = 0.40mg/ml) bei dieser Wellenlénge Any = —7.1-1075,
Ang = —3.8-107% und Any = —3.3 - 107%. Da die Doppelbrechung An nach GI.(2.69)
und GI1.(2.64) proportional zur Konzentration C,/, und zum Ordnungsparameter Sy ist,
lassen sich diese Werte auf eine Proteinkonzentration von C,,/, = 1mg/ml und einen Ord-
nungsparameter von So = 1, also perfekte Orientierung, normieren: Any = —3.8 - 1075,
Ang = —2.0-107° und Any = —1.8 - 107°. Normiert auf dieselbe Proteinkonzentrati-
on und nach unendlicher Magnetfeldstérke extrapoliert hatten die Messungen von Lewis et
al. [Lew85] einen Wert von | An |= 3.2-107° ergeben, der sowohl Form— als auch intrinsische
Doppelbrechung enthélt. Unter Beriicksichtigung diverser méglicher Fehlerquellen, die aus
unterschiedlichen Mefmethoden und der Normierung resultieren, ist die Ubereinstimmung
(nur 10% Abweichung) recht gut. Daf das Experiment von Lewis et al. einen etwas kleine-
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ren Wert als | Ang | liefert, konnte durch eine Kriimmung der Membranen hervorgerufen
sein [Cz&90], die den effektiven Ordnungsparameter Sy reduziert. Nimmt man némlich eine
sphérische Kriimmung mit einheitlichem Kriimmungswinkel 2¢) an, dann wird der effektive
Ordnungsparameter um einen Faktor S, = %(0052 1+cos ) reduziert. Wéhrend bei Lewis
et al. [Lew85| die Formdoppelbrechung als der dominante Beitrag betrachtet worden war,
kann aus den Werten fiir Ang und An 4 geschlossen werden, daft Form— und intrinsische Dop-
pelbrechung in etwa in der selben Gréfenordnung liegen. Mit Hilfe von GI1.(2.68) kann der
Beitrag der Formdoppelbrechung zu Ang abgeschétzt werden. Dazu ist zunédchst der relative
Volumenanteil der Membranen Cy mit G1.(2.69) zu berechnen. Aus der Dicke der Membra-
nen ¢ = 504, der Gitterkonstanten a = 63A, dem Molekulargewicht M = 26800¢g/mol und
der Proteinkonzentration C/, = 1mg/ml ergibt sich Cy = 1.28 - 1072, Mit diesem Wert,
sowie dem Brechungsindex der Losung n; = 1.33 und dem mittleren Brechungsindex der
Membranen 7 = 1.50 folgt aus G1.(2.68) die Formdoppelbrechung An o = —5.0 - 107°.
Dieser Wert ist zwar in der richtigen Grofenordnung, aber trotzdem im Betrag noch deutlich
grofer als Ang. Die naheliegendste Erklarung ist, daf bei den gebleichten Membranen auch
die intrinsische Doppelbrechung zu Ang beitrigt (Ans = Anporm + Anipgy ). Demnach wére
die intrinsische Doppelbrechung Any, = +3.0 - 107°.

Aus dem Chromophorbeitrag zur intrinsischen Doppelbrechung An,4, dem Volumenan-
teil der Membranen Cy, und unter der Annahme von n;/n = 0.88, folgt nach GI1.(2.67)
ny — ne = —0.016, die Differenz der Brechungsindizes beziiglich der Hauptachsen in PM.
Dieser Wert laft sich auch als Differenz der Chromophorbeitrége én; — dny verstehen. Be-
trachtet man GI1.(2.70) und GI.(2.71) fiir perfekte Ordnung — fiir Sy = 1 ist r4 = P(cos f)
—und Cy = 1.0, so folgt daraus dn = dn; und dn, = ony. Damit vereinfacht sich die
Abhéngigkeit vom Chromophorwinkel 6;:

dny — ong ~ 3Py(cosby) , ony ~1+2Py(cosby) und dng ~ 1 — Py(cosby) (5.1)

Aus diesen Beziehungen wiederum folgt:

_ 14 2P5(cosby)

5n 1 — Py(cos by)
' 3Py(cos by)

3P,(cosby)

(6ny — dno) und dng = (0ny —dng)  (5.2)
Fiir 6y = 70° (P»(cos(70°)) = —0.325) erhélt man én; = +0.006 und dny, = +0.022. Die
Grofe dny kann als Beitrag des Chromophors zum Brechungsindex von PM fiir senkrech-
ten Lichteinfall, d.h. der einfallende Lichtstrahl ist senkrecht zur Membranebene, betrachtet
werden. In diesem Sinne liefert das Experiment von Zeisel und Hampp [Zei92| vergleichbare
Information. Dort wurden lichtinduzierte Brechungsindex— und Absorptionsinderungen in
bR-Filmen mit einem modifizierten Michelson—Interferometer gemessen. Durch kontinuier-
liche Beleuchtung der Filme wurde ein photostationdres Gleichgewicht zwischen dem bR—
Grundzustand und hauptsidchlich dem M-Intermediat erzeugt. Die Absorptionsinderung
und deshalb auch die Brechungsindexénderung ist proportional zum Anteil der Molekiile 7,
die im statistischen Mittel im M—Zustand sind. Die Berechnung der Brechungsindexédnde-
rung aus der gemessenen Verzogerung hangt auflerdem auch vom relativen Volumenanteil
der PM in den Filmen ab. Der Zusammenhang zwischen dny und der von Zeisel und Hampp
betrachteten Grofe An ist somit:

An = Cy n (dng—éndh) (5.3)

Eine numerische Abschitzung ergibt, daf der Beitrag von M zum Brechungsindex én3?, bei
A = 633nm ungefihr einen Faktor 0.25 beziiglich des Beitrags vom bR-Grundzustand dns
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betrégt. Ferner 1aft sich fiir Filme von 25um Dicke und einer Absorption von 5 OD bei
A = 570nm der Volumenanteil der Membranen mit Cy, = 0.8 abschitzen. Eine Modulation
der Absorption von AA = 0.550D bei A = 633nm bedeutet, daf der Anteil der angereg-
ten Molekiile n etwa 0.5 ist. Unter diesen Annahmen und dny, = +0.022 liefert Gl.(5.3)
An = 0.0066, was etwas kleiner ist als der von von Zeisel und Hampp ermittelte Wert
(An = 0.008), aber immerhin in der gleichen Grofenordnung. Es sei jedoch erwihnt, daf
die Skalierung von deren Daten mit einer nicht néher spezifizierten Unsicherheit behaftet
war. Wiirde man einen gréferen Volumenanteil der PM in den Filmen annehmen, oder einen
hoheren Anteil an angeregten Molekiilen, oder gar beides, wiire die Ubereinstimmung besser.
Zur Bestimmung des Brechungsindex von PM in Filmen wurde auch ein Experiment von
Zhang et al. [Zha94| durchgefiihrt, bei dem der kritische Winkel fiir einige Wellenléngen er-
mittelt wurde. Dieses Experiment sollte auch den Beitrag des Chromophors zum Brechungs-
index zeigen. Da der Mefstrahl in der Einfallsebene polarisiert war, wiirde man annehmen,
daf der gemessene én—Beitrag kleiner als 6ny aber groker als 0n; wire. Uberraschenderwei-
se war das dispersive Verhalten glasihnlich und zeigte keine anomalen Effekte auf Grund
des Chromophors in einem Wellenléngenbereich von 410nm bis 675nm. Die Mefgenauigkeit
wurde mit £0.002 angegeben.

5.2 Die Licht—Dunkel-Adaptation

Zur Untersuchung von Anderungen der Chromophorkonformation wurde die polarisations-
abhingige Extinktion F(),#) einer magnetisch orientierten PM—Probe im dunkeladaptier-
ten und lichtadaptierten Zustand mit dem Spektrophotometer gemessen. Eine Mittelung
erfolgte wieder iiber Wellenlangenintervalle von 5nm. Die gemittelten Datenfelder wurden
fiir jede Wellenlinge mit Gl.(4.6) angepaft. Wie in Kap. 5.1 wurde mit den Daten ei-
ner gebleichten Probe (Sy,rs und Ang) eine entsprechende Streukorrektur geméf GI.(4.7)
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.4 dargestellt. In den Absorptionsspektren AL4
und AP4 (Abb. 5.4a) zeigt sich nur eine geringe Verschiebung. Das Differenzspektrum
AA(N) = AF* — APA (Abb. 5.4b) weist eine typische Charakteristik auf, die auch von
anderen Gruppen |Bal96a,Kou85| gefunden wurde. Die schmalen Banden bei 400nm und
430nm, die sogenannten 3-Banden, sind der all-trans-Konformation zuzuordnen und ver-
schwinden beim Ubergang zur 13-cis-Konformation [Bal96b|. Die Absorptionsanisotropien
r4 und r§4 (Abb. 5.4c) sind nahezu identisch. Die Anisotropie des Differenzspektrums
R = (AFArLA — APArPA)/AA stimmt im Wellenlingenbereich von 560nm und 640nm
ebenfalls gut mit 754 und rf4 iiberein (Abb. 5.4c). An den Nullstellen von AA wird R
singuldr. Unterhalb von 500nm hat R wenig Aussagekraft, da hohere Absorptionsbanden
iiberlagert sind. Die Ubereinstimmung der Anisotropien (im Rahmen der MeRgenauigkeit
Ar = £0.002) in dem relevanten Wellenldngenbereich 14ft darauf schliefen, dak sich die
Richtung des Ubergangsdipolmomentes im Ubergang von der all-trans-Konformation zur
13-cis-Konformation nicht &ndert. Dieses Ergebnis wird auch durch die gemessene Differenz
in der linearen Doppelbrechung AAn := Anf4 — AnR4 bestiitigt, indem zum Vergleich
die Berechnung iiber die Kramers—Kronig—Relation hinzugezogen wird (Abb. 5.4d). Wegen
der Linearit#it des Integrals kann die Berechnung einerseits mit (A4 (\)rg4 — ADA(N)r§4)
im Zahler des Integranden durchgefiihrt werden und andererseits mit AA(A) und einem
konstanten Anisotropiewert! von -0.152. Beide Berechnungen fiihren zu einer sehr guten
Ubereinstimmung mit der gemessenen Differenz der linearen Doppelbrechung. Die Messun-

!Der konstante Anisotropiewert impliziert r44 = r24
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Abbildung 5.4: Ergebnisse aus der Anpassung der MeRdaten fiir PM im lichtadaptierten und
dunkeladaptierten Zustand. (a) Absorption. (b) Absorptionsdifferenz. (c) Anisotropie.(d) Chro-
mophoranteil der linearen Doppelbrechung und Berechnung nach GI.(2.72), I: mit (AZA(\)rEA —

APANrEA) . 11 mit AA(N) - (—0.152)

gen von Schertler et al. [Sch91] an bR-Mikrokristallen hatten ebenfalls keine signifikanten
Orientierungsdnderungen ergeben. Bei diesen Experimenten ist jedoch zu beriicksichtigen,
dak sich die bR—Molekiile in den Kristallen nicht in nativer Umgebung befinden, und daher
spektrale und funktionelle Unterschiede gegeniiber bR in der Purpurmembran auftreten.
Aufierdem konnte die Orientierung der Monomere beziiglich der Kristallachsen nicht exakt
bestimmt werden.

Daf die Isomerisierung um die 13-14 Doppelbindung des Retinals nicht zu einer Reorientie-
rung des Ubergangsdipolmomentes fiihrt, erscheint iiberraschend. Unter der Annahme, daf
die Richtung des Ubergangsdipolmomentes mit dem Cs-N-Verbindungsvektor zusammen-
fallt |Dri84|, unabhéngig von der Retinalkonformation, wiirde man eher eine Zunahme des
Winkels zwischen Ubergangsdipolmoment und Membrannormale, und zwar um etwa 10°,
erwarten. Die Retinalkette wiirde dann vom (-Iononring bis zum C;3-Atom in unverin-
derter Position bleiben, wiahrend die Schiffsche Base eine Auslenkung erfahren wiirde. Da
die experimentellen Ergebnisse aber keine Anderung im Ubergangsdipolmoment zeigen, ist
diese Modellvorstellung offenbar falsch. Stattdessen ist anzunehmen, daf die Lage des Cs—
und des N-Atoms durch die Isomerisierung nicht gedndert wird. Die 13-cis-Konformation
wire dann nur dadurch zu realisieren, daf der Cs—C;3-Verbindungsvektor einen kleineren
Winkel zur Membrannormalen einnimmt.

5.3 Purpurmembranen in anisotrop gequollenen Gelen

Zur Charakterisierung von PM—Proben, die durch Trocknen und anisotropes Quellen orien-
tiert wurden, erfolgten die Messungen der polarisationsabhéngige Extinktion E(), ) nach
dem selben Prinzip wie bei den magnetisch orientierten Proben. Ebenso wurden die Daten
durch Mittelung iiber Wellenldngenintervalle von 5nm geglédttet und anschliefend fiir jede
Wellenldnge mit Gl.(4.6) angepafst. Fiir die hier vorgestellten Messungen wurden PM der
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Abbildung 5.5: Hohenliniendarstellung der polarisationsabhangigen Extinktion E(), ) einer
durch anisotropes Quellen orientierten Probe, D96A, pH8.0 (a) PM im lichtadaptierten Zustand.
(b) Abweichungen der Daten aus (a) vom Fit mit Gl.(4.6).

Mutante D96A bei einem pH-Wert von 8.0 verwendet, was aber unerheblich fiir die Aussage
der Ergebnisse ist. Da fiir den Quellvorgang eine Kiivette mit quadratischem Querschnitt
(bmm x 5mm) verwendet wurde, konnte durch zwei dquivalente Seiten gemessen werden.
Das gemittelte Datenfeld sowie die Abweichungen der Anpassung (fiir eine der beiden dqui-
valenten Richtungen) sind in einer Hohenliniendarstellung in Abb. 5.5 gezeigt. Im Vergleich
mit Abb. 5.1 fallt sofort auf, dafs die Doppelbrechungseffekte bei den anisotrop gequollenen
Gelen wesentlich stirker sind als bei den magnetisch orientierten Proben. Die Abweichun-
gen der Anpassung (Abb. 5.5a) sind mit —15mOD bis +25mOD auch deutlich gréfer, was
vermutlich durch leichte Inhomogenititen der Probe bedingt ist. Zur Verdeutlichung der
enorm starken Doppelbrechung sind aus dem Datenfeld von Abb. 5.5a die beiden Wellen-
lingen A = 568nm und A = 633nm herausgegriffen und in Abb. 5.6b dargestellt. Selbst
im Absorptionsmaximum ist der relative Beitrag der Doppelbrechung ganz erheblich und
nicht durch intrinsische und Formdoppelbrechung der PM zu erklidren. Bei den anisotrop
gequollenen Gelen ist es jedoch nicht iiberraschend, daf Spannungsdoppelbrechung solch
einen grofen Beitrag liefern kann.

Die Ergebnisse der Anpassung fiir die beiden dquivalenten Richtungen der Kiivette sind in
Abb. 5.7 gezeigt. Da auf ein Ausbleichen der Probe verzichtet wurde, konnten die Chro-
mophorbeitrage Ag(A), 74(A) und Any(A) nicht unmittelbar bestimmt werden. Obwohl
die Messungen fiir beide Richtungen dquivalent sein sollten, zeigt sich in der Anisotropie
(Abb. 5.7b) ein deutlicher Unterschied. Entweder sind auch hierfiir Inhomogenitéten ver-
antwortlich, oder aber die Probe hat durch das Quellen keine exakte uniaxiale Symmetrie
erhalten. Die Abweichungen stellen jedoch kein gravierendes Problem dar. Das Vorzeichen
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Abbildung 5.6: Wellenldngenausschnitte des Datenfeldes aus Abb. 5.5a. (a) A = 568nm. (b)
A = 633nm.
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Abbildung 5.7: Ergebnisse aus der Anpassung der MeBdaten eines durch ansotropes Quellen
orientierten Gels (D96A, pH8.0), fiir die beiden dquivalenten Richtungen (I und Il). (a) Extink-
tion. (b) Anisotropie. (c) Lineare Doppelbrechung.(d) Abkitung der Daten von (c) nach der
Wellenlange.

der linearen Doppelbrechung ng(A) (Abb. 5.7¢) wurde willkiirlich gewihlt, der Vorzeichen-
wechsel bei A = 430nm erscheint wegen der Stetigkeit der Ableitung plausibler. Wegen
der starken iiberlagerten Spannungsdoppelbrechung ist der anomal dispersive Teil, d.h. der
Chromophorbeitrag zur Doppelbrechung n4()), in Abb. 5.7c kaum zu erahnen. Auch die
(inverse) Kramers—Kronig—Transformation (siehe G1.(2.61)) liefert kein verniinftiges Ergeb-
nis. Man kann sich aber behelfen, indem man die Ableitung von Ang betrachtet, die in
Abb. 5.7d dargestellt ist. Es ergibt sich eine Kurve, die dem Absorptionsspektrum &hn-
lich ist. Dieser Zusammenhang erkéirt sich durch Bildung der formalen Ableitung nach der
Wellenldnge von G1.(2.72):

/ A(/\)
7T26MP/ a2 as) %_%) (5.4)

Der Ausdruck (3§ — 7) 2 kann als Approximation fiir die Distribution 6(A — \') betrachtet
werden, und es folgt daraus ZAn(A) ~ +A(MN)ra(A). Diese Beziehung liefert zwar keine
Aussage iiber den Absolutwert von Ag(A)r4(\), da die Normierung der approximierten Dis-
tribution nicht so ohne weiteres klar ist und Ang(A) nicht nur An4 () enthélt, doch lassen
sich wenigstens die Messungen fiir die beiden Richtungen (I und II) damit vergleichen. Die
Ableitung von Ank, hat im Maximum der Absorptionsbande einen groReren Wert als die
Ableitung von Anf! (Abb. 5.7d), was auch mit den zugehorigen Anisotropien (rf > ril)
konsistent ist.

Fiir die Bestimmung der Chromophoranisotropie r4 sind die Kramers-Kronig-Relationen
ein niitzliches Instrument, ohne daf der Chromophorbeitrag zur Doppelbrechung n4 be-
notigt wird. Dazu wird zunéchst das Spektrum FEg(\)rg(A) der zu untersuchenden Probe
Kramers—Kronig—transformiert (Abb. 5.8). Um festzustellen, welchen Anteil der Streuun-
tergrund in der erhaltenen Transformationskurve hat, wird das Spektrum einer gebleichten
Probe (nur Sy, siehe Kap. 5.1.1) ebenfalls Kramers—Kronig-transformiert. Man stellt fest,

In1
iAnA()\) _ 3Inl0
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Abbildung 5.8: Kramers—Kronig—Transformation von Ey(\)rg()) (w), A¥, skaliert (——-), S§
(----- ). (a) Richtung I, (b) Richtung II.

dak sich fir A > 450nm in guter Néherung ein konstanter Untergrund ergibt (Abb. 5.8).
Daraus folgt wiederum, dak der Streuuntergrund des Spektrums Eq(A)rg () in der Kramers—
Kronig—Transformation ebenfalls nur einen konstanten Untergrund liefert. Als Referenz wird
nun die Transformation des, aus den anderen Experimenten bestimmten, Absorptionsspek-
trums Ay =: A (Referenzspektrum) verwendet. Diese Transformationskurve liRt sich nun
lediglich durch einen Skalierungsfaktor ¢ und einen konstanten Parameter b an die Trans-
formationskurve von Ey(A)rg(A) anpassen (Abb. 5.8). Der Skalierungsfaktor setzt sich zu-

sammen aus dem Konzentrationsverhéltnis (Cy/Cl = 40/ 3—,‘1]:) und der zu bestimmenden
Chromophoranisotropie r4. Zur Bestimmung des Konzentrationsverhiltnisses mufs nur die
Absorption Ajq fiir eine bestimmte Wellenldnge, z.B. A\ = 568nm abgeschitzt werden. Fiir
die beiden Richtungen ergeben sich aus einer Anpassung (per AugenmaR) r4 = 0.175 und
riI = 0.155. Diese empirisch ermittelten Werte sind als Mittelwert iiber die Hauptabsorpti-
onsbande zu verstehen. Der Vorteil dieser Abschitzung liegt darin, dal der Streuuntergrund
nicht fiir jede neue Probe experimentell durch Messung nach Ausbleichung ermittelt werden
muf.

Die Werte von r4 und 74 deuten auf einen sehr hohen Ordnungsgrad hin, denn in dieser
Symmetrie kann der Ordnungsparameter S, bestenfalls einen Wert von -0.5 erreichen. Aus
r4 ist daher ein minimaler Chromophorwinkel 6 zu berechnen. Da 74 und 7l bei dieser
Probe nicht identisch sind, sei der Mittelwert, also r4 = 0.165 angenommen. Damit erhilt
man als minimalen Chromophorwinkel (d.h. der Winkel des Ubergangsdipolmomentes zur
Membrannormalen) 6y = 70.3°, was in etwa den Werten entspricht, die aus den Kippse-
rienexperimenten [Hey77,Lin89] und den Messungen an Mikrokristallen [Sch91| bestimmt
wurden. Es ist jedoch nicht anzunehmen, dal durch das anisotrope Quellen eine perfekte
Ordnung erreicht wurde. Folglich muf der Chromophorwinkel 6, sogar noch gréfer sein.
J. Kappert [Kap96| hatte durch analoge Messungen an geprekten Gelen sogar einen Mini-
malwinkel von 8, = 71.5° gefunden. Eine Anderung des Chromophorwinkels, die auch mit
einer Anderung der Proteinstruktur einhergehen miifite, ist durch die mechanischen Ori-
entierungsprozeduren (anisotropes Quellen und Pressen) aber nicht anzunehmen, denn die
spektroskopischen Eigenschaften (Licht-Dunkel-Adaptation und Photozyklus) sind eben-
falls unverandert.
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5.4 Der blau—pink Ubergang

Die Untersuchung des blau-pink Ubergangs wurde an einer Probe durchgefiihrt, die durch
anisotropes Quellen in einer Kiivette mit Querschnitt 5mm x bmm iiber einen Zeitraum
von 6 Wochen in 15mM Essigsdure (pH2.6), aber in Abwesenheit von Salz, orientiert wor-
den war. Da in einigen Vorversuchen festzustellen war, daf die blauen Membranen nicht im
selben Mafe photostabil sind wie die PM, erfolgte die Orientierungsprozedur im Dunkeln.
Ebenso wurde auf Lichtadaptation vor der Messung im blauen Zustand verzichtet. Daher ist
zu beriicksichtigen, dafl der hier gemessene blaue Zustand aus einem Isomerengemisch von
all-trans und 13—cis besteht, jedoch ist der Anteil in der all-trans—Konformation mit knapp
60% |Bal96a]wesentlich hoher als in PM bei pH7. Da bei der Licht—Dunkel-Adaptation von
PM keine Reorientierung des Ubergangsdipolmomentes festgestellt wurde (siehe Kap. 5.2),
ist anzunehmen, daf dies auch fiir die blauen Membranen zutrifft.

Abb. 5.9 zeigt die Extinktionsspektren (Polarisationswinkel # = 0°) der Probe im Ausgangs-
zustand (I), nach photoinduzierten Ubergéingen (ILIV) und im gebleichten Endzustand (V).
Der Zustand (III) entsteht durch thermische Relaxation aus Zustand (II). Die Bande bei
380nm im Spektrum der blauen Membran (I) ist vermutlich nicht eine héhere Absorpti-
onsbande des blauen Zustands, sondern einem anderen Chromophorzustand zuzuordnen.
Dabei konnte es sich um freies Retinal handeln, d.h. die kovalente Bindung des Retinals
zur Lysin—Seitenkette ist gebrochen. Durch Beleuchten mit ,rotem* Licht wird der Pink-
Zustand (490nm-Bande) akkumuliert, jedoch ist an der Schulter der langwelligen Flanke
des Spektrums (II) zu erkennen, daf der Ubergang nicht vollstindig abliuft, sondern noch
eine Restbesetzung im blauen Zustand verbleibt. Die thermische Relaxation von Zustand
(IT) ist mit einer betrichtlichen Extinktionsabnahme der 490nm-Bande verbunden, wih-
rend sich die Schulter (600nm-Bande) nur wenig vergrofert, und die 380nm-Bande aber
nicht unwesentlich zunimmt. Offenbar findet aus dem Pink-Zustand eine Verzweigungsre-
aktion statt. Durch Beleuchten mit ,blau-griinem* Licht wird schlieflich wieder der blaue
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Abbildung 5.9: Extinktionsspektren einer durch anisotropes Quelkn orientierten Probe (pH2.6)
beim Polarisationswinkel 8 = 0°. |: Dunkelzustand. |I: nach 9 min. Beleuchten mit ,,rotem” Licht,
[11: nach 4 h therm. Relaxation, IV: nach 6 min. Beleuchten mit ,blau—griinem” Licht, ausgehend
vom Zustand Ill, V: nach Ausbleichung.
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Zustand akkumuliert, wobei die Ausgangsbesetzung nur noch zu knapp zwei Drittel wieder
erreicht wird, aber die 380nm-Bande erhéht ist. Die Uberginge zwischen den beteiligten
Chromophorzustinden sind also nicht als vollstédndig reversibel zu betrachten.

Die polarisationsabhingigen Messungen wurden fiir die beiden #dquivalenten, zueinander
senkrechten, Lichtwege durch die Probe (und jeweils senkrecht zur Orientierungsachse)
durchgefiihrt. Fiir den blauen Zustand (I) und den gebleichten Zustand (V) konnte die
Extinktion E(A,#) fiir 14 Polarisationswinkel (§ = —20° — 110°) gemessen werden. Wegen
der thermischen Relaxation des Pink-Zustandes (II nach III) beschréinkte sich die Messung
auf nur 4 Polarisationswinkel (6 = 0°,90°,30°,60°), diese Sequenz wurde aber 5 Mal wie-
derholt und mit erneuter Messung von 6 = 0° und # = 90° abgeschlossen. Die Dauer einer
Messung war 2% Minuten, der zeitliche Abstand zur nichsten Messung betrug jeweils 4 bis
4% Minuten.

Die zeitliche Verdnderung der Spektren ist in Abb. 5.10 gezeigt. Der starke Einflult der Dop-
pelbrechung ist auch hier, bei den Messungen unter § = 30° und € = 60°, besonders im
langwelligen und kurzwelligen Spektralbereich zu erkennen. Fiir jeden Polarisationswinkel
wurde eine Extrapolation zum Zeitpunkt der ersten Messung durchgefiihrt. Da iiber einen
Zeitraum von 240 Minuten gemessen wurde, die Zerfallskonstante des Pink—Zustands aber
bei iiber 300 Minuten liegt, ist es gerechtfertigt zur Vereinfachung linear zu extrapolieren,
statt das exponentielle Abklingen zu beriicksichtigen. Fiir die Polarisationswinkel § = 30°
und # = 60° wire eine formal exakte Extrapolation sowieso nicht mdéglich, weil fiir diese Po-
larisationswinkel die gemessene Extinktion E(),#) komplex (nicht linear) von der isotropen
Extinktion Ey(A) abhéngt. Die Ergebnisse der Extrapolation sind ebenfalls in Abb. 5.10 dar-
gestellt. Der blaue Zustand (IV) wurde, nach Photokonversion aus dem Pink-Zustand (III),
lediglich zur Kontrolle bei 4 Polarisationswinkeln (6 = 0°,90°,30°,60°) gemessen. Aus der
Anpassung der polarisationsabhingigen Extinktionen E(), ) in den drei Zustdnden blau
(I), pink (II-III) und gebleicht (V), mit G1.(4.6) erhélt man das in Abb. 5.11 dargestellte
Ergebnis. Aus Griinden der Ubersicht ist nur das Ergebnis fiir einen der beiden #quivalenten
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Abbildung 5.10: Extinktionsspektren der thermischen Relaxaton des Pink—Zustandes bei 4 Pola-
risatonswinkeln # = 0°,90°, 30°, 60°,. Symbole: Ergebnisse der Extrapolation zum Zeitnullpunkt
der {iber 5nm Intervalle gemittelten Extinktionsspektren, Linien: Zeitliche Entwicklung der Ex-
tinktionsspektren.
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Lichtwege gezeigt. Die Ergebnisse aus beiden Datensétzen, insbesondere die Absorptions-
spektren und die zugehorigen Anisotropien, waren aber nahezu identisch. Bei dieser Probe
wurde also eine fast perfekte uniaxiale Symmetrie erreicht.

Die Verdnderung in den Spektren (Abb. 5.11a und b) durch Photokonversion und thermi-
sche Relaxation wurde oben schon diskutiert. Das Differenzspektrum zwischen blauem und
Pink-Zustand (Abb. 5.11c) zeigt klar getrennte Absorptionsbanden. Zur Bestimmung des
blauen Anteils im Spektrum Af wurde A% soweit herunterskaliert, bis die langwellige Flanke
(A > 650nm) mit AA iibereinstimmt. Aus diesem Skalierungsfaktor ergibt sich, daf in A}
noch ca. 20% der urspriinglichen Besetzung an blauem Zustand enthalten ist. Die Chromo-
phoranisotropie des blauen Zustandes (Abb. 5.11d) ist nahezu konstant iiber die Hauptab-
sorptionsbande (r% = 0.160 4= 0.001) und nimmt zum kurzwelligen hin ab. Diese Abnahme
konnte ein Hinweis darauf sein, daf das freie Retinal ungeordnet in den Membranen vorliegt.
Die Anisotropie des Pink—Zustandes ist iiberlagert von den Beitrigen des blauen Zustandes
und des freien Retinals, aber im Absorptionsmaximum bei A = 495nm sind diese Beitrige
verhéltnismifig klein, und der Maximalwert von 0.175 sollte schon dicht am tatsdchlichen
Wert der Chromophoranisotropie im Pink-Zustand liegen. Die dem Differenzspektrum A A
zugeordnete Anisotropie R ist fiir AA > 0, d.h. im Bereich der Hauptabsorptionsbande
des blauen Zustands, fast identisch mit mit r%. Fiir AA < 0 wird kein konstanter Wert
erreicht, da die iiberlagerten Beitrige, insbesondere der vom blauen Zustand, in der Gréfe
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Abbildung 5.11: Ergebnisse aus der Anpassung der Meldaten des orientierten Gels im blauen
Zustand (Superskript b), im Pink—Zustand (Superskript p) und nach Ausbleichung. (a) Extink-
tion, (b) Absorption, (c) Differenzspektrum, (d) Anisotropie, (e) Lineare Doppelbrechung, (f)
Chromophoranteil der Doppelbrechung.
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R ein groReres Gewicht haben. Der spektrale Verlauf ist natiirlich konsistent mit r% und
r’. Beriicksichtigt man also den Beitrag des blauen Zustandes mit 0.2 ergibt sich fiir die
Chromophoranisotropie des Pink-Zustandes 7y = 0.179 + 0.001. Es sei an dieser Stelle er-
wahnt, dak die Kontrollmessung im blauen Zustand (IV) im Rahmen der Mefgenauigkeit
auf dieselbe Chromophoranisotropie fithrte wie im blauen Zustand (IT). Damit ist sicherge-
stellt, daf die Beleuchtung, durch die der Ubergang von blau nach pink induziert wurde,
tatsiichlich hinreichend isotrop war. Durch anisotropes Beleuchten hitte eine Anderung in
der Anisotropie als Artefakt auftreten konnen.

Der spektrale Verlauf der linearen Doppelbrechung (Abb. 5.11e) fiir die Zustédnde blau und
pink erlaubt keinen Nulldurchgang bei etwa 450nm, wie die Messung von Kap. 5.3. Im Mini-
mum betrigt die zugehorige Phasendifferenz A¢ g noch etwa 17°, wobei die Genauigkeit bei
der Bestimmung von kleinen Phasendifferenzen nicht sehr hoch ist. Ob hier ein Meffehler
vorliegt, oder aber der Knick im spektralen Verlauf eine Folge der Dynamik des Quellpro-
zesses ist — nach 6 Wochen ist dieser moglicherweise noch nicht abgeschlossen —, hat wenig
Bedeutung fiir die Aussagen iiber die Chromophorbeitrage. In Abb. 5.11f ist die Differenz
Anb, — Anf, mit der Berechnung aus (AOT b — ABrh) iiber die Kramers—-Kronig-Relation
verglichen. Wieder zeigt sich sehr gute Ubereinstimmung, abgesehen von den Spektralberei-
chen (A > 750nm und A < 500nm), wo die Bestimmung der Phasendifferenz relativ ungenau
ist, d.h. wenn A¢g nahe 0° oder 180° ist.

Unter der Annahme, daf der Winkel des Ubergangsdipolmomentes beziiglich der Mem-
brannormalen in der blauen Membran den gleichen Wert hat wie in PM, ndmlich in etwa
0, = 70°, so folgt unter Verwendung von GI.(2.29) aus den oben bestimmten Anisotropien
fiir den Pinkzustand ein Winkel von 6, = 72.4 + 0.3°. Diese Anderung hiingt geringfiigig
vom Wert von 6, ab, der aber exakt nicht bekannt ist. Messungen an einer magnetisch orien-
tierten Probe hatten fiir den purpur-blau Ubergang eine gerlngfuglge Winkelédnderung von
ABy ~ +0.4° ergeben. Allerdings war der spektroskopische Ubergang bei diesem Experiment
mit einem Chromophorverlust von iiber 50% verbunden, so dal das Ergebnis weniger aus-
sagekriftig ist. Fiir 6, = 68° bzw. 6, = 72° wiirde sich eine Winkelinderung von +2.0° bzw.
+3.0° ergeben. Diese relativ kleine Winkeldnderung ist jedenfalls erstaunlich, in Anbetracht
der Tatsache, daf der Blau-Pink-Ubergang mit einer Isomerisierung der 9-10 Doppelbin-
dung der Polyenkette des Retinals verbunden ist.

5.5 Der photostationire M—Zustand

Der photostationdre M—Zustand wurde an magnetisch orientierten PM der Mutante D96A
bei pH8.0 in der Blitzlichtapparatur untersucht. Der Grundzustand wurde fiir insgesamt 30
Wellenldngen (von 360nm bis 690nm) gemessen, wihrend die Messung des M—-Zustandes
mit ,,gelbem” Hintergrundlicht nur bei 15 Wellenldngen unterhalb von 500nm méglich war.
Um aus diesen Messungen die Chromophorbeitrige zu erhalten, wurde fiir jede der o.g.
Wellenléngen auch eine orientierte Probe gebleichter Membranen gemessen, die in etwa die
gleiche Konzentration und den gleichen Ordnungsparameter hat. Die Extinktion E(A,6)
wurde jeweils fiir 8 Polarisationswinkel (6 = —20°, 0°, 20°,40°, 50°, 70°,90°,110°) bestimmt.
Die MefRlichtintensitdt wurde fiir A > 450nm auf bis zu 5% abgeschwécht, um durch das
Meflicht keine zusétzlichen Photoreaktionen zu induzieren. Die gebleichte Probe wurde stets
unter denselben Bedingungen, d.h mit gleicher MeRlichtintensitit, gemessen.

Abb. 5.12 zeigt die polarisationsabhéingige Extinktion E(), ) der Probe im Grundzustand
und im photostationdren M—Zustand exemplarisch bei zwei Wellenlangen. Wahrend bei
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Abbildung 5.12: Polarisationsabhangige Extinktion F/(\,#) eines magnetisch orientierten Gels
(D96A, pH8.0), im Grundzustand und im photostationdren M—Zustand. (a) A = 410nm. (b)
A = 460nm.

A = 410nm eine drastische Zunahme der Extinktion fiir alle Polarisationswinkel im Uber-
gang zum M-Zustand zu sehen ist, gibt es bei A = 460nm positive und negative Ande-
rungen. Dies ist bedingt durch eine relativ kleine Anderung in der Absorption? und einer
groken Anderung in der Phasendifferenz (AA¢$ = 18.4°). Die Anpassung der polarisations-
abhangigen Extinktion E(),#) erfolgte mit G1.(4.6). Die Chromophorbeitrage Ag, 74 und
An, lassen sich dann fiir den bR-Grundzustand und den M—Zustand jeweils mit G1.(4.7)
ermitteln. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.13 dargestellt, wobei die linke Spalte (a, c, e)
die Ergebnisse der Anpassung enthilt, und in der rechten Spalte (b, d, f) die Chromo-
phorbeitriige aufgetragen sind. Das Extinktionsspektrum im Grundzustand E§f und der
Streuuntergrund Sy (Abb. 5.13a) sind nahezu identisch mit den Messungen im Spektropho-
tometer (vgl. Abb. 5.3a, Kap. 5.1). Das Spektrum des M—Zustandes hat wie erwartet sein
Maximum bei 410nm (Abb. 5.13a, Abb. 5.13b). Das Verhéltnis der Absorptionsmaxima
AM(410nm) /ABE(570nm) betriigt etwa 0.72, in guter Ubereinstimmung mit den Experi-
menten, bei denen der M—Zustand bei —40°C' eingefangen wurde [Bec78|. Im Wellenlédn-
genbereich von 450nm bis 500nm gibt es jedoch signifikante Unterschiede: Wahrend der
eingefangene M—Zustand [Bec78| einen verbreiterten , Fuf“ aufweist und bei 500nm noch
deutlich abfillt, zeigt der photostationire M-Zustand (Abb. 5.13b) kaum noch Anderung
in der Absorption fiir A > 480nm. Der noch deutlich von null verschiedene Absorptionswert
bei A = 500nm (~ 25mOD), likt vermuten, daf die ausgebleichte Probe keine perfekte
Referenz darstellt.

Die Extinktionsanisotropie (Abb. 5.13c) zeigt fiir die Chromophorzustédnde bR und M im
Bereich ihrer Absorptionsmaxima einen deutlichen Unterschied (ré?(570nm) ~ —0.145,
rM(570nm) ~ —0.120), wobei die Unterschiede im Streuuntergrund zu beriicksichtigen sind.
Die Anisotropie der gebleichten Probe rg lieft sich leider nur sehr ungenau bestimmen. Da
die Intensitat des Meflichtes gegeniiber Standardmessungen reduziert werden mufte, war es
notig, den Photomultiplier bei hGheren Spannungen zu betreiben, damit das Ausgangssignal
noch mefsbar ist. Offenbar ist der Photomultiplier dann aber nicht mehr im linearen Bereich.
Durch die Verwendung des A\/2-Pléttchens im Mefstrahlengang (siehe Kap. 3.2.2) laft sich
dieser Artefakt vermindern, allerdings nur fiir die entsprechenden Wellenldngen, bei denen
der richtige Gangunterschied entsteht. Auf diese Weise ergibt sich dann in der Anisotropie
rs ein quasi periodisches Verhalten. Trotzdem konnten die Chromophoranisotropien r%% und
r3 noch verliRlich bestimmt werden (Abb. 5.13d). Im Bereich des jeweiligen Absorptionsma-
ximums ergeben sich nur geringe Schwankungen um einen Mittelwert (7%F = —0.1484-0.001

2Der isosbestische Punkt zwischen Grundzustand und M soll bei 457nm liegen
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Abbildung 5.13: Ergebnisse aus der Anpassung der MeRdaten des magnetisch orientierten Gels
(D96A, pH8.0), im Grundzustand und im photostationdren M—Zustand. (a) Extinktion, (b) Ab-
sorption, (c) Extinktionsanisotropie (d) Absorptionsanisotropie, (e) Lineare Doppelbrechung, (f)
Chromophoranteil der Doppelbrechung.

und 7 = —0.137 4 0.002). Die Chromophoranisotropie des bR—Grundzustandes % weist
starke Schwankungen im Bereich der hoheren Absorptionsbanden (400nm < A < 500nm)
auf, doch im Mittel ergibt sich in etwa der gleiche Wert wie im Wellenlangenbereich der
Hauptabsorptionsbande (7% = —0.147 & 0.009). Da der M-Zustand beim photostationéren
Experiment nahezu vollstindig akkumuliert wurde, spielt die Grundzustandsanisotropie im
Absorptionsbereich von M keine Rolle. Bei den zeitaufgelosten Experimenten muf die Uber-
lagerung des bR-Grundzustandes aber immer beriicksichtigt werden. Nach den Ergebnissen
der Gleichlichtmessung ist es gerechtfertigt, eine iiber den ganzen betrachteten Wellenlén-
genbereich konstante Grundzustandsanisotropie anzusetzen.

Unter der Annahme von 6z = 70° folgt mit G1.(2.29) aus den mittleren Anisotropiewerten
der Winkel des Ubergangsdipolmomentes im photostationéiren M—Zustand 6y, = 68.6+0.3°.
Dieses Ergebnis ist wiederum in guter Ubereinstimmung mit den Experimenten an Mikrokri-
stallen [Sch91]|, die eine Winkeldnderung von Afy, = —2.2° + 0.5° fiir den photostationiren
M-—Zustand der Mutante D96N ergeben hatten. Die Messungen an Purpurmembranen bzw.
an Mikrokristallen sind aber nur bedingt vergleichbar (siehe Kap. 5.2).

Die lineare Doppelbrechung (Abb. 5.13e) fiir den bR-Grundzustand An%? und fiir die ge-
bleichten Membranen Ang sind ebenfalls in guter Ubereinstimmung mit den Messungen im
Spektrophotometer (vgl. Abb. 5.3c, Kap. 5.1). Der Chromophorbeitrag im M—Zustand An’
ist im Extremum bei 450nm nur knapp halb so grof wie An’? im entsprechenden Extre-
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mum bei 610nm. Fiir beide Chromophorzustinde liefern die Kramers—Kronig—Relationen
GL.(2.72), unter Verwendung konstanter Anisotropien (r%? = —0.148 und r%f = —0.137),
eine gute Bestédtigung der experimentellen Daten. Die geringen, aber fiir A > 410nm syste-
matischen, Abweichungen von An’! beziiglich der berechneten Kurve kénnen darauf hin-
deuten, daf die Anisotropie des M—Zustandes moglicherweise vom Betrag etwas kleiner ist,
als dies aus 3" (Abb. 5.13d) geschlossen wurde.

5.6 Ubersicht zur Chromophororientierung stationirer
Zustande

Durch das hier eingefiihrte Mefverfahren sind Lineardichroimus und lineare Doppelbrechung
als unabhéngige Mefgrofen zuginglich. Da die Chromophorbeitrige iiber die Kramers—
Kronig-Relationen verkniipft sind, liefert die lineare Doppelbrechung dquivalente Informa-
tion und ermoglicht daher die Ergebnisse des Lineardichroismus zu iiberpriifen. Die Orien-
tierung des elektronischen Ubergangsdipolmoments beziiglich der Membrannormalen konn-
te fiir stationdre Chromophorzustinde so mit hoher Genauigkeit bestimmt werden. Un-
ter der Voraussetzung, daf die Richtung des Ubergangsdipolmoments durch die Enden
des konjugierten m-Elekronensystems gegeben ist, 14t sich bei bekannter Konformation
(Isomerisierungszustand) des Chromophors ein rdumliches Modell der Chromophororien-
tierung konstruieren. Abb. 5.14 zeigt die wahrscheinliche Chromophororientierung in den
Konformationen all-trans, 15-anti (lichtadaptierter Zustand), 13-cis, 15-syn (im dunkel-
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Abbildung 5.14: Chromophororientierung beziiglich der Membrannormalen (73) fiir verschiedene
Isomerisierungszustinde. Die Richtung des Ubergangsdipolmoments ist durch Vektorpfeile an-
gegeben, die gestrichelte Linie gibt die Orientierung in der all-trans, 15—anti Konformation an
(Opr = 70°).
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adaptierten Zustand enthalten), 13—cis, 15—anti (photostationdrer M—Zustand) und 9-cis
(Pink-Zustand). Fiir den Pinkzustand ist die Konformation der C;5—N-Doppelbindung nicht
bekannt bzw. nicht in der Literatur erwéhnt. Aufgrund von Erkenntnissen aus Neutronendif-
fraktionsexperimenten [Hau94| wurde die Lage des 3—Iononrings festgehalten. Da die Orien-
tierung des Ubergangsdipolmoments sich trotz Isomerisierung nur wenig (Af, = +2.4° und
Al = —1.4°) oder gar nicht (Licht-Dunkel-Adaptation) dndert, kann sich auch die Lage
des N-Atoms nur wenig dndern. Dagegen erfihrt die Polyenkette zwischen dem G-Iononring
und der SB eine grofe Auslenkung, d.h. bei der 13-cis Isomerisierung kippt der Cs—Ci3-
Verbindungsvektor um ca. 10° zur Membrannormalen, bei der 9—cis Isomerisierung wird der
Cs—Cy—Verbindungsvektor sogar um etwa 35° gekippt. Sterische Wechselwirkung zwischen
der Cig—Methylgruppe und den Seitenketten von Trp—182 bzw. Leu—93, die sich in unmit-
telbarer Nachbarschaft befinden [Lue98|, kénnte die Ursache sein, daf der Pink-Zustand
thermisch nicht vollig stabil ist. Sowohl bei der 13—cis als auch bei der 9-cis Isomerisie-
rung wird der Abstand der SB zum [-lononring verkiirzt, so daf auf die Seitenkette von
Lys—216 eine Zugspannung ausgeiibt wird. Bei der 13—cus, 15—anti Konformation wird dieser
Effekt offenbar noch erheblich verstirkt, so dak eine iiber die Lys—216 Seitenkette vermit-
telte Wechselwirkung zwischen Chromophor und Protein méglicherweise sogar funktionell
fiir den Protonentransport relevant ist.
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