Die Chemie des Vitamins A und des Sehvorgangs

Von Robert R. Rando *

Der Sehvorgang wird in der Netzhaut (Retina) durch eine photochemische Isomerisierung
initiiert: Im photosensitiven Protein Rhodopsin wandelt sich die Schiff-Base von 11-cis-Reti-
nal in ihr all-trans-Gegenstiick um. Dieses all-trans-Retinal wird anschlieBend freigesetzt und
zu all-trans-Retinol (Vitamin A) reduziert, das schlieBlich verestert wird. Zur Aufrechterhal-
tung des Sehprozesses muBl daher im Auge das 11-cis-Retinoid wiederhergestellt werden.
Schon in den siebziger Jahren des vorigen Jahrhunderts fand Kiikne, daB zur Regeneration von
Rhodopsin das Pigmentepithel erforderlich ist, das sich hinter der Netzhaut befindet. In der
Tat wurde im Pigmentepithel in jiingster Zeit ein Isomerasesystem entdeckt, das zugegebenes
Vitamin A in 11-cis-Retinol umwandeln kann. — Pauling sagte in den dreilliger Jahren dieses
Jahrhunderts voraus, daB bestimmte cis-Doppelbindungen in Carotinoiden und Retinoiden,
einschlieBlich der 11-cis-Retinoide, bedeutend weniger stabil als die entsprechenden trans-
Doppelbindungen sein sollten. Diese Vorhersage war zwar experimentell gestiitzt, lieB aber die
entscheidende Frage offen, woher die Energie fiir den Isomerisierungsprozefl im Auge stammt.
Diese Frage wurde durch den iiberraschenden Nachweis beantwortet, da} die Energie in den
Phospholipiden der Membran gespeichert ist. DaB Membranen als Energiequelle wirken koén-
nen, ist eine unerwartete biologische Funktion. Der vorliegende Beitrag befaBt sich mit den

chemischen Grundlagen dieses neuen, energicabhingigen Isomerisierungsprozesses.

1. Einleitung

Die Chemie des Sehcyclus bildet das entscheidende Binde-
glied zwischen dem physikalischen Phdnomen Licht und
dem biologischen Vorgang des Sehens. Spitestens seit den
siebziger Jahren des vorigen Jahrhunderts ist bekannt, daf
das rote Rhodopsin in der Netzhaut durch Licht vollsténdig
gebleicht wird, wenn wir sehen!™. Dieses Ausbleichen zer-
stort den Chromophor und bildet den ersten Schritt des Seh-
cyclus. Die ibrigen Schritte des Cyclus dienen der Erholung
vom Sehvorgang und damit der Vorbereitung erneuten Se-
hens, wobei Rhodopsin regeneriert wird. Seit kurzem begin-
nen wir, diesen zweiten Teil des Sehcyclus im Detail zu ver-
stehen.

Haufig stellt man eine Analogie zwischen einer Kamera
und dem menschlichen Auge her. Beide haben ein Linsensy-
stem, und die Iris des Auges, wie auch die Blende der Kame-
ra, bestimmt die Menge des eintretenden Lichts. Die Netz-
haut, wie auch der Film, wird dem Licht ,,exponiert*. Aber
wie alle anderen Vergleiche zwischen belebter Natur und
Maschine hinkt auch dieser und wird der Komplexitidt und
Schonheit des biologischen Systems auch nicht anndhernd
gerecht. So ist die Netzhaut z. B. betrichtlich vielseitiger als
ein photograpischer Film. Sowohl der Film als auch die
Netzhaut enthalten lichtempfindliche Materialien. In der
Netzhaut handelt es sich um lichtempfindliche Proteine —
Rhodopsine -, die in Organellen namens Stibchen und Zap-
fen vorliegen. An dieser Stelle endet die Analogie. Zwei
Hauptunterschiede sind, daB die Netzhaut selbst ihre Emp-
findlichkeit auf die Lichtstirke der Umgebung einstellen
kann und, héchst wichtig, daB die lichtempfindlichen Pig-
mente regenerierbar sind. Dies bedeutet, daB das pigmentier-
te Material nach der Umwandlung durch Licht kontinuier-
lich regeneriert wird, so daB neue Bilder darauf entstehen
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konnen. Die Fahigkeit der Netzhaut, sich auf niedrige Licht-
stirken einzustellen, und die Regenerierbarkeit des Rhodop-
sins beruhen darauf, daB es bei Belichtung eine Form bildet,
die kein sichtbares Licht absorbiert und im Dunkeln regene-
riert wird. So regelt das Licht selbst die Empfindlichkeit der
Netzhaut nach der Umgebungslichtstirke durch Verédnde-
rung der Menge an Pigment in der Netzhaut.

Das Holoprotein Rhodopsin besteht aus 11-cis-Retinal als
dem Chromophor und Opsin, dem durchsichtigen Protein.
Als ein besonders hartnédckiges Problem bei der Erforschung
des Sehens erwies sich der thermische Mechanismus, durch
den 11-cis-Retinal im Wirbeltierauge synthetisiert wird. Das
Auge ist das einzige Organ des Korpers, in dem sich dieses
Retinoidisomer ™ in gréBerem AusmaB finden 14Bt. Wald!?!
zeigte, daB Belichtung von Rhodopsin das gebundene 11-cis-
Retinal in all-trans-Retinal iiberfiihrt. Spiter wurde berich-
tet>4 daB 15sliche Isomerasen auf all-trans-Retinal aus
Augenhomogenaten wirken, diese in 11-cis-Retinal iiberfiih-
ren kénnen und dadurch den Sehcyclus vervollstdndigen.
Weitere Experimente zeigten jedoch, daB diese beiden Be-
richte nicht zutrafen: Unter den beschriebenen Bedingungen
wurden unphysiologisches 9-cis-Retinal und Isorhodopsin
(das Addukt von Opsin und 9-cis-Retinal) anstelle von 11-
cis-Retinal und Rhodopsin gebildet'*- %), Wegen der Labilitét
von all-tfrans-Retinalen gegeniiber chemischer Isomerisie-
rung und der vor dem Aufkommen der HPLC-Technik ex-
tremen Schwierigkeit, die isomeren Retinale zu trennen, muf3
jeder frithere Bericht {iber das Isomeraseproblem in Zweifel
gezogen werden. Bis 1986 lieB sich kein System nachweisen,
das fihig gewesen wire, im Dunkeln und in vitro 11-cis-Reti-
nal zu bilden.

Wie geht dann die Biosynthese von 11-cis-Retinal im Auge
vonstatten? Ziel dieses Ubersichtsbeitrags ist es, die Natur
dieses Prozesses anhand neuerer Befunde zu erhellen und
seine chemischen Grundlagen auf der Basis neuerer Befunde
zu beschreiben.

[*] Unter Retinoiden versteht man Retinole, Retinale und Retinylester.
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2. Vitamin A und das Sehen Pigmentepithel Retinol (Blutstrom)
l Pigmentepithel

Retinol = Retinylester

Da Proteine kein sichtbares Licht absorbieren, war es klar,
daB irgendwie ein organischer Chromophor beteiligt sein
mubDB. Bereits in der Antike war bekannt, daB Nachtblindheit
ernihrungsbedingt sein kann "}, Die Agypter entdeckten da-
mals, daB frische Leber einen Stoff enthalt, der gegen diese
Beschwerden hilft. Sehr viel spiter wurde dieser Stoff als
Vitamin A identifiziert, und es wurde seine Rolle beim Sehen
erkannt. Vitamin-A-Mangel in der Erndhrung erzeugt
Nachtblindheit. Wenn dieser Mangel nicht abgestellt wird,
so fithrt er sogar zur vélligen Erblindung!®. Auch heute
noch ist Vitamin-A-Mangel in Lindern der Dritten Welt die
haufigste Einzelursache der Erblindung.

Vitamin A, oder all-frans-Retinol (Abb. 1), ist ein Diter-
pen, das aus p-Carotin durch eine Oxidation entsteht, die bis

heute noch Ritsel aufgibt. Sicher ist, daB3 B-Carotin im Darm Abb. 2. Netzhaut und Pigmentepithel, schematisch, bei unterschiedlichen Auf-
16sungen. Oben links ist ein Querschnitt des Auges gezeigt, darunter eine Ver-
groBerung der Netzhaut mit dem Pigmentepithel. Dort stellen die rechteckigen
Zellen am rechten Rand das Pigmentepithel dar; links anschlieBend befinden
sich die StdbchenauBensegmente. SchlieBlich zeigt die Abbildung im rechten
Teil das Pigmentepithel und das StibchenauBensegment in enger Nachbar-
schaft. Der FluB von Retinoiden zwischen den beiden Zelltypen ist ebenfalls
angedeutet. ATROL bedeutet all-trans-Retinol.
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Vitamin A lall-frans-Retinol) fi-cis-Retinol zu all-trans-Retina) gespalten wird, das dann enzymatisch

reduziert und verestert wird. Die so erhaltenen Retinylester
werden zur Leber transportiert, dort zu all-trans-Retinol hy-
° drolysiert und dann auf diverse Gewebe, inclusive Auge, ver-
teilt. Im Auge wird Retinol an das Pigmentepithel abgege-
ben, das sich direkt unter der Netzhaut befindet und eng mit
ihr verbunden ist (Abb. 2). Seit Jahren wuBte man, daB das
Pigmentepithel zur Erhaltung einer gesunden Netzhaut
wichtig ist. Die Ablosung der Netzhaut vom Pigmentepithel
fihrt unbehandelt zur Erblindung. Eine wichtige Rolle des
Pigmentepithels ist die Versorgung der Netzhaut mit Reti-
noiden, den Vorldufern des Sehchromophors.
COR In den dreiBiger Jahren war bekannt, daB Vitamin A oder
#-cis-Retinylester ein Abkémmling davon notwendig fiir das Sehen ist. George
Wald und andere postulierten nun, daB 11-cis-Retinal, eines
der Folgeprodukte von Vitamin A, die entscheidende Kom-
ponente des Rhodopsins ist. Da 11-cis-Retinal Licht von
ungefahr 380 nm am stdrksten absorbiert und Stdbchen-
Rhodopsin Licht von ungefahr 500 nm, muBte das Protein
das 11-cis-Retinal erheblich beeinflussen. Es wurde gezeigt,
daB 11-cis-Retinal leicht mit dem Protein Opsin zu Rhodop-
Abb. 1. Struktur von Vitamin A und anderen fiir den SehprozeB wichtigen sin reagiert; dabei bildet sich eine Schiff-Base (Abb' 3)[9]‘
Retinoiden. Dieses Addukt ist in protonierter Form tatsdchlich der

11-cis-Retinal all-frans-~Retinal

ali- trans-Retinylester

13-cis-Retinoi 9-cis-Retinol
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Abb. 3. Bildung von Rhodopsin aus dem Protein Opsin und 11-cis-Retinol.

Chromophor der Sehpigmente. Erwdhnenswert ist auch, da3
11-cis-Retinal nur in den Augen sehender Lebewesen, aber
nicht in irgendwelchen Lebensmittein vorkommt. Weiterhin
ist interessant, daB die Stimme, die sehen kénnen — Wirbel-
tiere, Gliedertiere und Weichtiere — alle 11-cis-Retinal als
Sehchromophor verwenden.

3. Eine photochemische cis- nach trans-
Isomerisierung startet den Sehcyclus

Bei der Isolierung von Rhodopsin zeigt sich sofort seine
groBe Lichtempfindlichkeit. Das integrale Membranprotein
verliert schnell seine rote Farbe, sobald es dem Licht ausge-
setzt wird, ein ProzeB, den man als Bleichung bezeichnet
(Abb. 4). Die Produkte dieser Lichtreaktion sind all-trans-
Retinal und das Protein Opsin. Im Dunkeln besteht keine
meBbare Tendenz, 11-cis-Retinal zu bilden, wenn Rhodopsin
in einer isolierten Netzhaut oder in einer Detergenslosung
vorliegt. Die photochemische Isomerisierung von Rhodop-
sin hat eine hohe Quantenausbeute von etwa 0.67{1%. Dieser
Wert ist ungefahr 100mal héher als derjenige einer isolierten,
protonierten Retinal-Schiff-Base. Diese photochemische cis-
nach trans-Umwandlung findet innerhalb von Pikosekunden
statt und ist der einzige Teil des Sehvorgangs, an dem Licht
beteiligt ist!*!]. Wie in Abschnitt 5.2 gezeigt wird, enthalten
11-cis-Retinoide ungefihr 4 kcalmol ~! mehr Energie als ih-
re all-trans-Gegenstiicke. Daher wird im Unterschied zu an-
deren photochemischen Prozessen, bei denen Lichtenergie
als thermodynamische Triebkraft dient, im Sehvorgang
Licht als Initiator fiir eine ansonsten exotherme Reaktion
verwendet.

Die photochemische Isomerisierung des Chromophors
von Rhodopsin fithrt iiber mehrere Intermediate schlieBlich
zur Hydrolyse der Schiff-Base von all-frans-Retinal; dabei
werden all-trans-Retinal und Opsin gebildet (Abb. 5)1°L. Die
Isomerisierung ist im wesentlichen abgeschlossen, wenn das
erste wohlbekannte Intermediat, Bathorhodopsin, entstan-
denist!'?, Interessanterweise enthitt dieses Bathorhodopsin
einen wesentlichen Teil der Energie des einfallenden Pho-

Angew. Chem. 102 (1990) 507-526

©
Q
[ =
®
o
[
=]
0
o
<
o
>
=
=
@
(14

Wavelength — nm

Abb. 4. Oben: Sukzessives Ausbleichen von Rhodopsin in der Netzhaut von.
Froschen und (darunter) in Detergenslésung durch Licht [21]. Unten: Absorp-
tionseigenschaften des Stibchenrhodopsins und der Rhodopsine aus den Zap-
fen. Die letztgenannten Rhodopsine ermdglichen das Farbensehen [21]. Die
Netzhaut und die. Extrakte wurden von P. K. Brown und J. E. Dowling herge-
stelit. Der untere Teil der Abbildung wurde von P. K. Brown hergestellt.
Nachdruck mit Genehmigung des Verlegers von ,, The Retina: An Approach-
able Part of the Brain*, von John E. Dowling, Cambridge, MA: The Belknap
Press of Harvard University Press, Copyright by John E. Dowling. Alle Rechte
vorbehalten.

tons!!3], Ein mol Photonen der Wellenliinge 500 nm hat eine
Energie von 57 kcal. Nach photomikrocalorimetrischen
Messungen weist Bathorhodopsin eine um 36 kcalmol™*
héhere Energie als Rhodopsin auf!!®., Zu den Méglichkeiten
der Speicherung dieser Energie gehdren Spannungsenergie
im Chromophor und eine durch die Isomerisierung induzier-
te Ladungstrennung zwischen der protonierten Schiff-Base
und ihrem am Protein gebundenen Gegenion (Abb. 6)!14],
Die restlichen Intermediate der Sehkaskade wurden eben-
falls genauer untersucht!*!l, Wahrscheinlich spiegeln diese
spektroskopisch definierten Intermediate Konformationsén-
derungen im Protein wider, die durch die Photoisomerisie-
rung hervorgerufen werden. Sehr interessant ist Metarho-
dopsin II, da dieses Intermediat (R*) die Information
weitergibt, daB Licht absorbiert wurde. Im Unterschied zu
den anderen Intermediaten enthilt Metarhodopsin II eine
deprotonierte Schiff-Base**l. Wird durch Monomethylie-
rung des Lysins im aktiven Zentrum eine Deprotonierung
von Rhodopsin (genauer: der Schiff-Base) verhindert, so
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I Rhodopsin (498) '

hy l<6 ps
l Bathorhodopsin (540) '
l ~30 ns

l Lumirhodopsin (497) '

~1ps

Metarhodopsin 1 (478) ==NH N

' Metarhodopsin I (380) ' =N\

~10s (pH=7)

Metarhodopsin Ul (465)

[ all-trans-Retinal (380) '

Abb. 5. Photochemie von Rhodopsin. Ausbleichen von Rhodopsin resuitiert
in der Entstehung der abgebildeten, spektroskopisch definierten Intermediate.
Die Welienldngen der maximalen Absorption (4.,,) der Intermediate sind in
Klammern und die Halbwertszeiten bei Raumtemperatur direkt neben den
Pfeilen angegeben.

kann kein Metarhodopsin II und damit auch kein R*-Zu-
stand entstehen!!® '®1. Daraus folgt, daB die Deprotonie-
rung der Schiff-Base fiir die biochemische Aktivierung von
Rhodopsin notwendig ist. Es ist also gekldrt, daf} die Bildung
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Abb. 6. Moglicher Mechanismus einer Ladungstrennung. durch die ¢is- nach

rrans-Photoisomerisierung einer protonierten 11-c¢is-Schiff-Base. Das abgebil-
dete Carboxylat-Ion ist Teil des Proteingeriistes.
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von Metarhodopsin I von groficren Konformationsinde-
rungen im Rhodopsin begleitet wird und daf diese Anderun-
gen an die nidchste molekulare Komponente in der Sehkaska-
de, das Retinal-G-Protein (genauer: Rhodopsin-assoziiertes
G-Protein), weitergegeben werden.

Die Wechselwirkung zwischen R* und seinem G-Protein
wurdc gut untersucht! 7. Diese Wechselwirkung katalysiert
den Austausch von GDP durch GTP im aktiven Zentrum
des G-Proteins. Durch Bindung von GTP an das aktive Zen-
trum wird das G-Protein aktiviert und dadurch fihig, die
Hemmung der ¢cGMP-spezifischen Phosphodiesterase des
StibchenauBensegments aufzuheben. Und wenn dieses En-
zym aktivicrt ist, kann es cGMP mit diffusionskontrollierter
Geschwindigkeit hydrolysieren!!®). Die Hydrolyse soll die

~Konzentration an freiem Effektor (¢cGMP) erniedrigen. Da

die Permeabilitdt der Natrium-Kanile des StibchenauBcn-
segments fiir Natrium-Ionen durch cGMP geregelt wird!°],
resultiert die Hydrolyse von cGMP in einer Hyperpolarisie-
rung des StibchenauBensegments. Diese Anderung des
Membranpotentials wird an andere Nervenzellen der Netz-
haut Gbermittelt und an das Gehirn weitergeleitet, wo dann
das optische Bild konstruiert werden kann.

Metarhodopsin II kann auch gleich nach seiner Bildung
direkt zu all-trans-Retinal und Opsin hydrolysieren!!”),
Auch Metarhodopsin TH kann aus Metarhodopsin 11 entste-
hen, das somit als Speicherform fiir das spitere physiolo-
gisch aktive Intermediat Metarhodopsin 111 dient!! 7,

Da all-trans-Retinal beim Bleichen freigesetzt wird, ist ein
physiologischer Mechanismus zur Regeneration von 11-cis-
Retinal erforderlich; andernfalls wire das Sehen nur einmal
im Leben moglich. Der Grund dafiir, da3 am Sehprozel3 der
Wirbeltiere ein Bleichmechanismus beteiligt ist, liegt wahr-
scheinlich in seiner Bedeutung fiir die Lichtadaptation!2°,
Sinnesadaptation, natiirlich auch beim Sehen, bezieht sich
auf die Fihigkeit eines Sinnesorgans, seine Empfindlichkeit
nach der Stirke des Umgebungssignals einzustellen. Diese
Féhigkeit kann erstaunliche AusmaBe erreichen; so muf} das
Auge beim Sehen imstande sein, Lichtintensitidten zwischen
ein paar Prozent und etwa dem 10’ °fachen des Hintergrunds
zu unterscheiden?!1. Dieser ProzeB ist zwar multifaktoriell
bedingt. doch wird ein wichtiger Vorgang, die Dunkeladap-
tation, im wesentlichen durch die Menge an Rhodopsin in
den Stiabchen bestimmt. Dunkeladaptation erleben wir ge-
wohnlich, wenn wir uns aus einer gut beleuchteten in eine
abgedunkelte Umgebung, z. B. ein Kino, begeben. Anfing-
lich ist unser Sehvermd&gen recht eingeschrankt, aber mit der
Zeit verbessert es sich. Diese langsame Phase der Dunkel-
adaptation deckt sich mit der Geschwindigkeit der 11-cis-
Retinal-Regeneration!1. Die Geschwindigkeit ist artspezi-
fisch und betrigt fiir den Menschen ¢, , = 5 min, fiir Amphi-
bien und Ratten dagegen 30 bzw. 40 min!?'-22), Da eine
logarithmische Abhdngigkeit zwischen der Menge an Rho-
dopsin und der Sehempfindlichkeit beobachtet wird '} hat
eine Anderung des Rhodopsinspiegels einen starken Einfluf3
auf die Sehempfindlichkeit. Die immense Empfindiichkeit
des menschlichen Auges. das bereits wenige Photonen wahr-
nehmen kann!??*!, spiegelt sich zum Teil in der extrem hohen
Rhodopsinkonzentration im Stidbchenauflensegment wider
(10° Rhodopsinmolekiile pro Stibchen!?!!). Die Verminde-
rung dieser inhdrenten Empfindlichkeit erfordert eine Mo-
dulation der Pigmentmenge durch einen Ausbleich-Regene-
rations-Cyclus.
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4. Die Regeneration des Rhodopsins

4.1. Der Sehcyclus

Ein halbes Jahrhundert bevor ein Vitamin-A-Derivat als
der photosensitive Chromophor beim Sehen erkannt wurde,
hatte der groBBe deutsche Physiologe Kiihne schon wesent-
liche Einsichten iiber den SehprozeB gewonnen. So hatte er
zum Beispiel erkannt, daB die Netzhaut eine photosensitive
Substanz enthélt, die wei3, d.h. gebleicht, wird, wenn sie
dem Licht ausgesetzt ist!!], Weiterhin hatte er entdeckt, da3
die rote Farbe einer Netzhaut in isoliertem Material nicht
wiederhergestellt werden kann, sondern daf} dies einen engen
Kontakt zum Pigmentepithel erfordert. Diese Entdeckung
war von groBer Bedeutung und bestand auf dem Priifstand
der Zeit, denn in all den Jahren seit damals — mehr als einem
Jahrhundert — hat niemand die Regeneration des Rhodop-
sins in einer isolierten Retina iiberzeugend nachweisen koén-
nen.

Die Entdeckung der Rolle des Vitamins A beim Sehvor-
gang legte es nahe, den Ausbleichcyclus auf molekularer
Ebene zu analysieren. Es wurde schnell erkannt, daB die
enzymatische Weiterverarbeitung von Vitamin A das Herz-
stiick dieser Umwandlungen war. Das durch die Bleichung
freigesetzte all-trans-Retinal wird in der Netzhaut durch spe-
zifische Nicotinamid-abhingige Retinol-Dehydrogenasen
schnell zu Vitamin A reduziert!?*. Das Vitamin A wird dann
ins Pigmentepithel gebracht, wo es verestert wird, zum
GroBteil mit langkettigen gesittigten Fettsduren wie solchen
aus der Palmitin- und Stearinsdure-Reihe. Jedem der drei
all-trans-Retinoide (sieche Abb. 7) entspricht ein 11-cis-Reti-
noid. Die Gesamtheit der biochemischen Reaktionen, die fiir
die gegenseitige Umwandlung dieser sechs Verbindungen er-
forderlich ist, bildet den klassischen und zu stark vereinfach-
ten Sehcyclus (Abb. 7). So kdnnte die Doppelbindungsiso-

Rhodopsin

11-cis-Retinal all- frans -Retinal

I

11-cis-Let|noI <~ all-trans-Retlnol

| I

11-cis-Retinylester <2— all-trans-Retinylester

?
-—

Abb. 7. Klassisches Modell des Sehcyclus (vgl. Abb. 31).

merisierung potentiell bei jedem dieser drei Substrate
auftreten und jedes der drei Produkte bilden, und zwar ent-
weder in der Netzhaut oder im Pigmentepithel. Nach der
Isomerisierung muf} das 11-cis-Retinoid entweder als Alko-
hol oder als Aldehyd durch spezifische Bindeproteine in das
StibchenauBensegment zuriickgebracht werden!?3~28, wo
es dann zur Regeneration des Rhodopsins verwendet werden
kann (nach Oxidation, falls 11-cis-Retinol zuriicktranspor-
tiert wurde).

Die dynamische Natur des Sehcyclus kann anhand von
Experimenten verstanden werden. Gemessen wurde die
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Menge der unterschiedlichen Retinoide wiahrend der Licht-
und Dunkeladaptation bei lebenden Tieren!?®- 3%, Bei Albi-
noratten ist der Uberschul3 an Retinoiden gering; das heiBt,
daB alles Opsin an Retinoide gebunden ist und nur wenig
Retinoide iibrigbleiben. In diesem einfachen Fall kann im
Licht ein betrachtlicher FluB von Retinoiden von der Netz-
haut in das Pigmentepithel beobachtet werden, der im Dun-
keln umkehrbar ist (Abb. 8)!21). In den hoheren Wirbeltieren

Lichtadaptation

Dunkeladaptation

Gehalt pro Auge [pg mL7}

0 20 40 60 20 40 60 80 100 120

t{min] —e~

Abb. 8. Retinoidfliisse zwischen der Netzhaut und dem Pigmentepithel der
Ratte im Dunkeln und im Licht [29]. Im Licht wird Rhodopsin gebleicht, und
Retinal wird reduziert und in das Pigmentepithel transportiert. Im Dunkeln
lduft die Riickreaktion ab. m—m Retinal in der Netzhaut; o—o Vitamin A in
der Netzhaut; e—e Vitamin A im Pigmentepithel. Nachdruck (leicht verdn-
dert) mit Genehmigung aus Nature 188, 114. Copyright © 1960 Macmillan
Magazines Limited.

und Amphibien liegen Retinoide gegeniiber Opsin in unge-
fihr dreifachem UberschuB vor. In diesen Fillen werden die
iiberschiissigen Retinoide als Ester im Pigmentepithel ge-
speichert'??), Der Retinoidpool von Tieren wie Froschen
kann im Dunkeln bis zu 75% aus 11-cis-Retinoiden beste-
hen, wobei an Opsin gebundenes 11-cis-Retinal in der Netz-
haut und 11-cis-Retinylester im Pigmentepithel die Haupt-
komponenten sind!?-31, Im Licht findet eine massive
Verschiebung zu den all-trans-Isomeren statt, vor allem in
Form von Retinylestern. Dunkeladaptation macht diese
Verschiebung riickgingig!2? 31!, Da bis jetzt kein Enzym des
Sehcyclus vollstindig gereinigt oder charakterisiert wurde,
bleiben mogliche Kontrollelemente unerkannt.

4.2. Eine thermische Isomerisierung vervollstindigt
den Sehcyclus

Um die Grundlagen des Isomerisierungsprozesses aufzu-
kliren, der die 11-cis-Retinoide fiir das Sehen bereitstellt,
muB man zunichst bestimmen, ob die Reaktion photoche-
misch oder thermisch verlduft. Es scheint klar zu sein, da3
11-cis-Retinoide im Dunkeln aus all-frans-Retinoiden rege-
neriert werden. Weiterhin ist die Geschwindigkeit der Rege-
neration des Rhodopsins in schwachem Licht unabhingig
von dessen Wellenlinge!32. Diese beiden Befunde stiitzen
die Annahme, daB die physiologisch relevante Riickisomeri-
sierung trans —cis, anders als das Ausbleichen, rein ther-
misch verlduft. Obwohl dies chemische Schwierigkeiten mit
sich bringt, bietet der thermisch-enzymatische ProzeB klare
teleologische Vorteile. Zwei Hauptvorteile sind, daB ein ther-
mischer RegenerationsprozeB von der Wellenlinge und der
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Intensitdt des Umgebungslichts unabhingig ist, und daB es
fiir enzymatische Prozesse wirksame Kontrollmechanismen
gibt, die fiir photochemische Prozesse nicht verfiigbar sind.

5. Das Isomerisierungsproblem

5.1. Einfithrung

Die Aufklirung der Grundlagen der Isomerisierungsreak-
tion bringt viele nicht-triviale Schwierigkeiten mit sich. Man
muB sowohl das Substrat als auch das Produkt der Isomeri-
sierungsreaktion bestimmen. Wie in Abschnitt 4.1 erwihnt,
liegen die Retinoide im Sehsystem als Retinale, Retinole und
Retinylester vor (Abb. 9). Jedes der drei all-trans-Retinoide
koénnte das Substrat und jedes der drei 11-cis-Retinoide
konnte das Produkt sein. Ein zweites entscheidendes Pro-
blem, das sich als untrennbar von der Frage nach der Natur
des Substrates erwies, ist die Herkunft der Energie fiir die
trans- nach cis-Isomerisierung.

5.2. Thermodynamische Betrachtungen

Auf diese thermodynamischen Fragen wies erstmals Pau-
ling in den dreiBiger Jahren hin, als er sich mit Carotinoid-
strukturen befaBte!33 341 Pauling schloB aus strukturellen
Prinzipien, dab bestimmie cis-Doppedoindungen 1n Retinoi-
den weniger stabil sein sollten als ihre all-trans-Gegenstiicke
(Abb. 10). Die planaren Doppelbindungen wiirden die Me-
thylgruppen zu einer Uberlappung mit den in Abbildung 10
markierten Wasserstoffatomen zwingen, wenn das Polyen-
system als Ganzes planar bliebe. Nach Paulings Ansicht
bestehen zwischen diesen gespannten cis-Isomeren und
ihren all-trans-Analoga groBe Energieunterschiede, weil Re-
sonanzenergie durch Abweichung von der Planaritit verlo-
rengeht. So sagte er z.B. voraus, daB die Spaltung eines
all-frans-Carotinoids mit elf Doppelbindungen in nicht-
wechselwirkende Fragmente mit drei und fiinf konjugier-
ten Doppelbindungen die Energie des Systems um
16.1 kcalmol~* erhéhen wiirde!®*#, Demnach 148t sich die
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Abb. 9. Mogliche Substrate der Isomerisie-
OCOR rung.

Energie des 11-cis-Retinals auf 8 -9 kcalmol ™! hoher ab-
schitzen als die des all-trans-Retinals®5!, In diesem Fall
wurde angenommen, dal} bereits recht kleine Abweichungen
von der Planaritit die Konjugations-Wechselwirkung und
damit die Resonanzstabilisierung aufheben. Weiterhin wur-
de zwar 7-cis-Retinal als instabil vorhergesagt, doch sollten
sowohl 9-¢is- und 13-cis- als auch 9-cis,13-cis-Retinal relativ
stabil sein (vgl. Abb. 10). 7-cis-Retinal ist sterisch stark ge-
hindert; die anderen Isomere sind es kaum.

o3 67

1-cis-Retinol

Senaat

13-cis-Retinol

7-cis-Retinol

9-cis-Retinol

Abb. 10. AbstoBung von Methylgruppen und Wasserstoffatomen als eine
Quelle der Spannung in 11-cis-Retinoiden.

Frithe Gleichgewichtsmessungen an Retinalen waren in-
korrekt und haben die Stabilitiat der 11-cis-Retinoide stark
iiberschétzt 1?61 NMR-Messungen an Losungen von Retinal
in Trifluoressigsdure zeigten keine der fiir Olefine charakteri-
stischen C-H-Resonanzen, die der 11-cis-Bindung zuge-
schrieben werden koénnten, und legen daher nahe, daB 11-¢is-
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Retinal keinen wesentlichen Beitrag zum Gleichgewicht
liefert'*7). Diese Befunde wurden durch HPLC-Messungen
bestitigt[38). Durch Iod oder Trifluoressigsiure dquilibrierte
Retinale oder Retinylester bestanden nur zu 0.1% aus 11-
cis-Retinoiden®®1, Das gleiche Resultat erhilt man, wenn
Retinole durch Iodid ins Gleichgewicht gebracht werden.
Die Energiedifferenz zwischen 11-cis-Retinal und seinem all-
trans-Gegenstiick betriigt 4.1 kcalmol ~*; bei anderen Reti-
noidpaaren wurden dhnliche Differenzen beobachtet. Da die
destabilisierende Wechselwirkung zwischen dem Wasserstoff
an C-10 und der Methylgruppe an C-13 (oder der C-13-Vi-
nylgruppe, falls das Molekiil in 12-s-cis-Form vorliegt) auf
einer intramolekularen AbstoBung beruht, hat die Art der
Substitution an C-15 keinen nennenswerten Einflul} auf die
Gleichgewichtslage. Somit erweist sich die brillante struktu-
relie Hypothese von Pauling als qualitativ korrekt. Quantita-
tiv ist sie etwas ungenau, im wesentlichen deshalb, weil da-
mals nicht bekannt war, daB Resonanzwechselwirkungen
zwischen konjugierten Doppelbindungen auch dann mog-
lich sind, wenn diese nicht genau in einer Ebene liegen.
Die dreidimensionale Struktur des 11-cis-Retinals im Kri-
stall ist mit der Hypothese von Pauling in Einklang: Im
Vergleich zur Struktur des all-trans-Retinals ist eine kriftige
Drehung um die C12-C13-Bindung erkennbar (Abb, 11)191,

Abb. 11. Struktur von all-trans- und 11-cis-Retinal im Kristall [40]. Nach-
druck mit Genehmigung aus Nature 232, 187. Copyright © 1971 Macmillan
Magazines Limited.

Wegen der starken Verdrillung um diese Bindung ist der Be-
reich von C-12 bis O mit dem iibrigen Molekiil nicht mehr
coplanar 9. Die Bindungswinkel an C-11 und C-12 betra-
gen 127.3 bzw. 130.3°, und das 12-s-cis-Konformer ist bevor-
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zugt*%!, Weiterhin liefern wie erwartet bei den in Abbildung
12 gezeigten Verbindungen die 11-cis-Isomere den Hauptbei-
trag im Gleichgewicht!*!-42], In 13-Desmethylretinal wird
durch Entfernung der Methylgruppe an C-13 die destabili-
sierende Wechselwirkung aufgehoben, wihrend in der Tri-
methylen-iiberbriickten Verbindung der Substituent an C-11
die all-trans-, nicht aber die 11-cis-Konfiguration destabili-
siert. Folgendes sei betont: DaB eine intramolekulare ste-
rische Wechselwirkung die 11-cis-Retinoid-Konfiguration
destabilisiert, bedeutet zugleich, daB L.osungsmittelinderun-
gen wenig oder keinen EinfluB auf die Gleichgewichtslage
haben sollten. Dies wurde mit Kohlenwasserstoffen, chlo-
rierten Kohlenwasserstoffen und Alkoholen als Lésungsmit-
teln bestitigt*3). Uberdies wird die Gleichgewichtslage auch
durch phospholipidhaltige Vesikel aus Eigeib-Lecithin, die
cis-konfigurierte ungesittigte Fettsduren enthalten, nicht
meBbar gestért 4. Wir kénnen deshalb ziemlich sicher sein,
daB die in vitro gemessenen Gleichgewichtsdaten fiir die Si-
tuation in vivo relevant sind, und deshalb muf} eine Energie-
quelle gefunden werden, die das Uberwiegen der 11-cis-Reti-
noid-Konfiguration im Auge verursacht.

5.3. Katalyse der Isomerisierung in Modellsystemen

Ein weiterer Gesichtspunkt neben den thermodynami-
schen Verhiltnissen betrifft den Mechanismus, durch den die
Isomerisierung der Retinoide katalysiert werden kann. Es
interessiert zundchst die Thermochemie der unkatalysierten
Isomerisierungsreaktionen. Eingehend untersucht wurden
nur Reaktionen der Retinale, vor allem die 11-cis- zu all-
trans-Retinal-Umwandlung3®). Hier betrigt die Aktivie-
rungsenergie £, fiir eine rein thermische Umsetzung
25 kcal mol ™! 136], Dieser Wert liegt weit unter dem E,-Wert
von ungefihr 64 kcalmol ! fiir eine #-Bindung. Das bedeu-
tet, daB die vermuteten Diradikalzentren durch die benach-
barten Doppelbindungen stark stabilisiert sind — ein Resul-
tat, das im Hinblick auf Befunde iiber die Isomerisierung
konjugierter Olefine zu erwarten war!*3), Der E,-Wert von
25 kcalmol 1! ist interessant, denn danach diirfte die Reak-
tion bei einer relativ geringen Abnahme von £, um ungefahr
5 kcalmol ™! bei physiologischen Temperaturen mit signifi-
kanter Geschwindigkeit ablaufen. Im Prinzip wire es denk-
bar, diese Abnahme durch VergréBerung des Konjugations-
systems zu erreichen, etwa durch Bildung einer Schiff-Base
mit einem aromatischen Amin (Abb. 13)#¢l. Dies kénnte
biologisch von Bedeutung sein, da aromatische Amine in der
Natur reichlich vorhanden sind. Man fand allerdings, daB

Abb. 12. Retinale, bei denen das 11-cis-Isomer
stabiler als das all-trans-Isomer ist (siche Text).
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Schiff-Basen der in Abbildung 13 gezeigten Art thermisch
langsamer als ihre Retinalvorstufen isomerisieren 8],

Es gibt mehrere Studien iber katalysierte Isomerisie-
rungen von Retinoiden und Carotinoiden. Ein groBer Teil
der frithen Literatur zu diesem Thema befaBte sich mit Ra-
dikal-induzierten, iblicherweise durch Iod katalysierten
Isomerisierungen von Carotinoiden und Retinoiden!®”,
Selbstverstindlich konnen Retinoide durch Radikale dqui-
libriert werden, mit ziemlicher Sicherheit durch Addi-
tions-Eliminations-Prozesse, jedoch sind derartige Mecha-
nismen wahrscheinlich fiir die biologische Situation nicht
relevant.

Obwohl die Bildung von Schiff-Basen mit Retinalen nicht
die Isomerisierung katalysieren wird, isomerisieren proto-
nierte Schiff-Basen leicht *%). Wahrscheinlich ist auch Basen-
katalyse beteiligt, denn die Reaktionsgeschwindigkeit hdngt
stark vom Gegenion ab!*®!, So betrigt die Geschwindig-
keitskonstante erster Ordnung (25 °C) fiir die Isomerisierung
der n-Butylamin-Schiff-Base von 11-cis-Retinal mit HCl
2x 10725~ ! mit Trifluoressigsiure unter den gleichen Be-
dingungen dagegen nur 2.6 x 1076 s~ [46],

Um den Basen-katalysierten Mechanismus zu verstehen,
wurden Schiff-Basen mit sekundidren Aminen wie Piperidin
als Modellverbindungen untersucht!*%!. Die Schwierigkeit
bei Schiff-Basen mit protonierten primiren Aminen besteht
darin, daf} starke Basen nicht als Katalysatoren verwendet

()
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Abb. 13, Zur thermischen [somerisie-
rung der Schiff-Base cines aromatischen
Amins mit 11-cis-Retinal.

werden konnen, weil sie lediglich die protonierte Schiff-Base
deprotonieren. Wenn 11-cis-Retinal mit einer dquivalenten
Menge Piperidinhydrogenperchlorat und einer katalytischen
Menge Piperidin behandelt wird, erweist sich die Bildung der
Schiff-Base als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der
Isomerisierung (Abb. 14)!4¢1. Die Siure-Basen-Katalyse
scheint daher die Isomerisierung der Schiff-Basen von Reti-
nal erheblich zu beschleunigen. Erwdhnenswert ist, daB der-
artige Reaktionen unter physiologischen Bedingungen statt-
finden k6nnen. So lassen sich Retinale sowohl durch redu-
zierte Flavine*®! als auch durch Phosphatidylaminoetha-
nole!*®! isomerisieren. In beiden Fillen ist vermutlich die
Bildung der Schiff-Base die Voraussetzung fiir die tatsich-
liche Isomerisierung. Bei der Katalyse durch Phosphatidyl-
aminoethanol wirkt moglicherweise der Phosphatsauerstoff
als Base 91,

Wihrend an Retinalen mehrere Modellstudien zur Isome-
risierung durchgefiihrt wurden, gibt es keine grundlegenden
Untersuchungen dieser Art an Retinolen oder Retinylestern.
Beide Stoffklassen diirften leicht Carbenium-Ionen bilden,
und diese konnten dann isomerisieren. DaB bei diesen Ver-
bindungen keine Modellstudien zur Isomerisierung mitge-
teilt wurden, mag mit ihrer Neigung zu Eliminationsreaktio-
nen zusammenhidngen. Zumindest bei den Retinolen fand
man, daB sie mit HC] hauptsdchlich zu Anhydroretinolen
reagieren (Abb. 15)13°,

Abb. 14, Katalyse der Isomerisierung von 11-
cis-Retinal durch ein sekunddres Amin.
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Abb. 15. Sdurekatalysierte Bildung eines Anhydroretinols aus all-trans-Reti-
nol.

6. Die Natur der Isomerasereaktion

6.1. Die Energiequelle kann kein Bindeprotein sein

Das Hauptproblem bei der Losung der Isomerasefrage ist
die Klirung der Energiequelle, welche den thermodynami-
schen Bergauf-ProzeB bewirkt. Oberflachlich betrachtet
konnte man argumentieren, daB die Verfiigbarkeit des Op-
sins als thermodynamische Senke dienen kann, die die Iso-
merasereaktion zur Bildung von 11-cis-Retinal treibt. Diese
Maoglichkeit besteht, wenn dquivalente Mengen von Vitamin
A und Opsin vorliegen, aber nicht, wenn Vitamin A im Uber-
schuB ist. Dies ist z. B. beim Menschen der Fall: Auch nach
Beendigung der Rhodopsinsynthese werden 11-cis-Retinoi-
deim Auge nochim Dunkeln gebildet. Eine weitere mogliche
Energiequelle konnten spezifische Bindeproteine sein, wel-
che die Struktur der 11-cis-Retinoide erkennen. In der Tat
wurden im Sehsystem mehrere Retinoid-bindende Proteine
identifiziert, von denen jedoch nur in einem Fall eine Spezifi-
tit fiir die 11-cis-Bindung mitgeteilt wurde!2%!. Dieses Binde-
protein ist aber nurin geringen Mengen (ca. 0.1-0.2 Aquiva-
lente pro Aquivalent Vitamin A) vorhanden und kommt
daher wahrscheinlich als Energiequelle nicht in Betracht.
Hierzu wiren zumindest stochiometrische Mengen erforder-
lich. Uberdies liegen 11-cis-Retinylester, die wichtigste Spei-
cherform der 11-cis-Retinoide, unkomplexiert als Oltropf-
chen im Pigmentepithel vorf®!). Trotzdem schien es noch
moglich, daB bislang nicht beschriebene Retinoid-bindende
Proteine von Bedeutung sind, und so mubBte festgestellt wer-
den, ob eine derartige Energietransduktion moglich ist. Die
Verwendung von aromatischen Aminen, die den Sehcyclus
,.kurzschlieBen*, erméglichte eine unerwartete Losung die-
ses Problems.

Wir hatten gefunden, daB retinotoxische aromatische
Amine des in Abbildung 16 dargestellten Typs imstande
sind, bereits gebildete 11-cis-Retinoide im Dunkeln abzu-
bauen!®2~ 34, Diese Verbindungen reagieren in vitro mit 11-
cis-Retinal zu Schiff-Basen und katalysieren in Phosphati-
dylcholin-haltigen  Vesikeln die schnelle exotherme
Isomerisierung zu all-trans-Retinal (Abb. 16)1°3: 54 Die
gleichen Schiff-Basen wurden auch in vivo nach Zugabe die-
ser Amine beobachtet. Dies fiihrte zu der Hypothese, dall
diese aromatischen Amine die Menge an 11-cis-Retinoiden
in vivo vermindern, indem sie den Sehcyclus durch Abbau
von 11-cis-Retinal nach dessen Bildung kurzschlieBen®3,
Dieser Mechanismus hat fiir den Ablauf des Sehcyclus be-
deutende Konsequenzen. Erstens zeigt er, dal eine nicht
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energiegekoppelte Retinal-Isomerase nicht existieren kann,
da die aromatischen Amine gerade dies sind und eben eine
vollig destruktive Wirkung haben. Zweitens belegt er, dal3
die Enzyme des Sehcyclus im Dunkeln aktiv sind. Drittens
demonstriert er einen generellen Mechanismus der Toxizitdt
in der Netzhaut. Vor allem aber zeigt er, daB 11-cis-Retinoid-
bindende Proteine als Energiequelle fiir die Bildung dieser
Retinoide in vivo nicht von Bedeutung sein konnen. Wiren
derartige 11-cis-Retinoid-bindende Proteine vorhanden, so
hitten die aromatischen Amine die Menge des endogenen
11-cis-Retinoids nicht vermindern konnen.

T N o

Abb. 16, Retinotoxische aromatische Amine. Links: 4-Hexyloxyanilin; rechts:
4,4'-Pentamethylendioxydianilin.

O(CH,)sCH,3

6.2. Die Natur des Substrates in vivo

Die in Abschnitt 6.1 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dal
eine einfache Stabilisierung der 11-cis-Retinoide nicht ge-
niigt, um ihre Bildung zu begiinstigen. Ehe die Frage nach
der Energiequelle beantwortet werden konnte, mullte zu-
ndchst ein gewisses Verstandnis der Natur des Substrates der
Isomerase gewonnen werden. Als diese Experimente durch-
gefiihrt wurden, war noch kein in-vitro-System fiir die trans-
nach cis-Isomerisierung bekannt. Die Frage des Substrates
wurde in vivo durch ein Doppelmarkierungsexperiment un-
tersucht (Abb. 17)133). Ratten oder (und) Fréschen wurde
ein racemisches Gemisch von [(155)-*H]- und [(15R)-*H]all-
trans-Retinol plus [15-'*Clall-trans-Retinol verabreicht.
Aus fritheren Versuchen wuBten wir, daB dieses Gemisch in
das visuelle System der Tiere eingebaut wird. Falls die
Isomerisierung auf der Aldehydstufe stattfindet, sollte die
Hiilfte der 3H-Menge, die im anfangs gebildeten 11-cis-Reti-
nol(ester) enthalten ist, verloren gehen. Falls die Isomerisie-
rung dagegen erst auf der Alkoholstufe stattfindet, sollte die
3H-Menge erhalten bleiben.

Bei einem in-vivo-Doppelmarkierungsexperiment wie die-
sem ist eine Reihe von Annahmen erforderlich, um die Er-
gebnisse interpretieren zu kénnen. Diese Annahmen und ih-
re Konsequenzen sind die folgenden: 1) Der unspezifische
(d. h. nicht-enzymatische) Verlust von *H in vivo ist minimal.
Wire er betrichtlich, dann koénnte er die Grenze von 50 %
iibersteigen und mit der Zeit weiter zunehmen. Diese Art des
Verlustes ist aber unwahrscheinlich, da die *H-Markierung
von Retinol in protischen Losungsmitteln recht bestdndig
ist. 2) Kinetische Isotopeneffekte, die das erwartete *H/!*C-
Verhaltnis dndern (k6nnen), sind gering. Weder fiir einen
primiren !*C-Isotopeneffekt noch fiir einen sekundéren 3H-
Isotopeneffekt wird eine Verminderung der Reaktionsge-
schwindigkeit um auch nur 10% erwartet. Da die *H-Mar-
kierung wihrend der Oxidation freigesetzt wird, ist ein
primirer 3H-Isotopeneffekt auf die Bildung des Produktes
nicht méglich. Somit wird das *H/'*C-Verhiltnis in Retinal
durch mdogliche primére Isotopeneffekte nicht beeinfluBt.
Die 3H/'#C-Verhiltnisse der Produkte einer Oxidationsre-

515



direkte

Isomerisierung

obligate ﬂ Oxidation

)

Isomerisierung

M M 0X

Abb. 17. Doppelmarkierungsexperiment zur Entscheidung, ob der Alkohol oder der Aldehyd isomerisiert.

aktion kénnten durch einen primédren *H-IsotopenefTekt er-
héht werden, sofern die Reaktion weitgehend vollstindig
abliefe — diese Situation wird jedoch in den hier beschriebe-
nen Experimenten nicht erwartet; der Umsatz ist gering.
3) Es ist wichtig, daB die Redoxreaktionen der Retinole,
welche von der Retinol-Dehydrogenase katalysiert werden,
nicht zu schnell gegeniiber der Isomerisierung ablaufen. Die
Redoxreaktionen kdnnen jedoch mit Inhibitoren der Reti-
nol-Dehydrogenase verlangsamt werden.

Unter diesen Voraussetzungen ergaben die an Ratten
durchgefiihrten Doppelmarkierungsexperimente eindeutige
Ergebnisse°). Etwa 70 % der *H-Menge des Ausgangsma-
terials war in den anfangs gebildeten 11-cis-Retinylestern
erhalten geblieben, und dieser Anteil konnte durch Zugabe
von 4-Methylpyrazol, einem bekannten Inhibitor der Reti-
nol-Dehydrogenase, auf mehr als 80% erhéht werden %51,
Nach langer Inkubation (24 h) betrug der *H-Verlust in allen
Retinoiden etwa 50 %, ein Ergebnis, das die Stereospezifitit
des Verlustes von YH belegt. (Die Frage der Stereochemie der
Dehydrogenasen wird in Abschnitt 6.4 angesprochen.) Dem-
nach muB die Isomerisierung auf der Oxidationsstufe des
Alkohols stattfinden; all-trans-Retinal kann somit nicht das
Substrat sein. Zwar lassen diese Experimente noch sowohl
Ester als auch Alkohole als mdgliche Substrate zu, doch sind
Ester wahrscheinlicher, da das zuriickgewonnene all-trans-
Retinol unter allen Bedingungen 50% seiner JH-Markie-
rung verloren hatte und so nicht leicht als Isomerasesubstrat
gedient haben konnte, denn die Produkte enthielten deutlich
mehr als 50% 3H. Dagegen enthielten die all-trans-Retinyl-
ester noch etwa 90 % ihres *H und konnten somit die Isome-
rasesubstrate sein.

6.3. 11-cis-Retinoid-Regeneration in vitro

Wie bereits in Abschnitt 1 bemerkt, zeigte Kiihne!!], daB
gebleichte Frosch-Netzhaut nur dann ihr Sehpigment rege-
neriert, wenn sie in Kontakt zum Pigmentepithel steht. Spa-
ter wurde gefunden, daBl etwa 50-85% des Pigments in
diesen in-vitro-Praparationen nach einer einzeinen starken
Bleichung regenerieren!2%- 567381, Selbst dieses AusmaB an
Regeneration des Rhodopsins konnte aber durch endogen
vorliegende 11-cis-Retinoide erklirt werden, ohne daB eine
de novo-Biosynthese der Retinoide fiir die Regenerierung
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erforderlich wire, vor allem, wenn die Priparationen nicht
geniigend gebleicht worden waren, um die Vorrite an 11-cis-
Retinylestern im Pigmentepithel abzubauen. Diese M6glich-
keit fiihrte — zusammen mit wiederholten MiBerfolgen beim
Versuch, eine Retinal- oder eine Retinoid-Isomerase
nachzuweisen — zur Hypothese, daB 11-cis-Retinal auBer-
halb des lebenden Organismus nicht synthetisiert werden
kann, weil beim Durchtrennen des optischen Nervs ein wich-
tiger Nervenreiz fiir die Kontrolle der Dunkeladaptation zer-
stort wird, oder auch, weil die in-vitro-Kulturbedingungen
fir die Erhaltung der Lebensfahigkeit des Gewebes ungeeig-
net waren.

Erste Untersuchungen dieses Problems zeigten, daB keine
efferente Kontrolle der Regeneration des Rhodopsins auf-
tritt, da nach einseitigem Durchtrennen des optischen Nervs
an lebenden Froschen die Regenerationsgeschwindigkeit des
Rhodopsins in beiden Augen gleich war!*%). Wurden Amphi-
bien-Augenpridparationen (mit intakter Netzhaut und intak-
tem Pigmentepithel) in ein Kulturmedium fiir Amphibienge-
webe gebracht, ergaben sich klare Hinweise fiir eine
de-novo-Biosynthese von 11-cis-Retinoiden3?1. Rhodopsin
wurde nach mehrfachen Bleichungs-Regenerations-Cyclen
regeneriert, und es konnten auch eindeutige Daten fiir die
de-novo-Biosynthese von 11-cis-Retinylestern an diesen Au-
genpriparationen erhalten werden*?.

Es interessierte nun, dieses in-vitro-11-cis-Retinoidsynthe-
se-System zu vereinfachen, um seine Charakterisierung und
Reinigung zu erleichtern. Eine Membranprdparation aus
Netzhaut/Epithelgewebe von Amphibien, die aus dem Uber-
stand einer 600 x g-Zentrifugation gewonnen wurde, konnte
zugegebenes all-trans-Retinol zu einer Mischung aus 11-cis-
Retinol, 11-cis-Retinal und 11-cis-Retinylpalmitat umset-
zen!®%. Auch all-trqns-Retinylpalmitat und all-trans-Retinal
wurden von diesen Membranen erzeugt. Es wurde eine zeit-
abhdngige, fast lineare Zunahme der Menge neu gebildeten
(®H]-11-cis-Retinols beobachtet, wdhrend in Abwesenheit
von Augengewebe keine Synthese stattfand!®®l. In Abbil-
dung 18 A sind die Anteile von isomeren {*H]Retinolen in
Augengewebe als Funktion der Inkubationszeit dargestelit.
Demnach wird [*H]-13-cis-Retinol, ein Isomer ohne bekann-
te Funktion im SehprozeB, nicht in nennenswerter Menge
gebildet. Abbildung 18 B zeigt ein Kontrollexperiment ohne
den Uberstand aus Netzhaut/Pigmentepithel. Eine unspezi-
fische Isomerisierung von all-trans- zu 13-cis-Retinol war in

Angew. Chem. 102 (1990) 507-526



100
A

80
2
5 601
°
o
g
= 40
®
o
€
S 204
‘®
o
c
b3 — e

) — T T

[ 1 2 3 4 5
100
B

! 8o
2
o
o 601
o
°
£
®
x 401
€
G
T 20
€
L4

O.M

) 1 2 3 4 M
t{h} —e=

Abb. 18, Isomerenverteilung von [*H}-Retinol wihrend einer in-vitro-Inkuba-
tion [60]: A) 1.0 mL eines 600 x g-Uberstandes aus lichtadaptierten Netzhaut/
Pigmentepithel zweier Froschaugen oder B) 1.0 mL Phosphatpuffer wurden im
Dunkeln mit 50 pL 10proz. Rinder-Serumalbumin und 4 uCi [11,12-3H]all-
trans-Retinol in 4 uL Ethanol inkubiert. Stiindlich wurden 200-pL-Proben mit
Hexan extrahiert und die [*H]Retinole durch HPLC analysiert. s—n [*H]-11-
cis-Retinol; e—e [*H]-13-cis-Retinol; a—a [*H]all-trans-Retinol. Nachdruck
mit Genehmigung von Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 84, 1849. Copyright
© 1987 National Academy of Science.

geringem MaBe nachweisbar, 11-cis-Retinol entstand jedoch
nicht in meBbarer Menge. Wie fiir einen biologisch signifi-
kanten ProzeB zu erwarten, erwies sich die 11-cis-Retinoid-
Biosyntheseaktivitit als wirmeempfindlich!5?). Intaktes
Protein und intakte Membranen sind erforderlich, da die
Aktivitdt nach Zugabe von Proteinase K oder Phospholipase
C zerstdrt wird 61,

Es sei erwidhnt, daB groBte Sorgfalt aufgewendet wurde,
um eine falsche Identifizierung des vom Membransystem
synthetisierten 11-cis-Retinoids zu vermeiden, denn dies hat
in der Vergangenheit zu schweren Irrtiimern gefiihrt. Die
hier beschriebenen 11-cis-Retinoide wurden sowohl chroma-
tographisch als auch mit chemischen Methoden identifi-
ziert!®®), Nach chromatographischer Reinigung und an-
schlieBender Isomerisierung mit Iod oder Veresterung mit
Palmitoylchlorid verhielt sich das biosynthetisch hergestellte
11-cis-Retinol wie authentisches Material[69),

Die oben beschriebenen Befunde zeigen eindeutig das Vor-
handensein einer biosynthetischen Aktivitdt, die erhebliche
Mengen von 11-cis-Retinoid synthetisieren kann. So konnte
11-cis-Retinol z. B. 40— 50 % des isolierten Retinolpools aus-
machen, das heillt weit mehr, als dem Anteil im Gleich-
gewicht entspricht. Es interessierte nun, ob die Isomeraseak-
tivitat sich in der Netzhaut oder im Pigmentepithel befindet
und welches Retinoid als Substrat dient. Untersuchungen an
Amphibien ergaben eine fast vollstindige Lokalisierung der

Angew. Chem. 102 (1990) 507-526

Isomeraseaktivitit in den Membranen des Pigmentepi-
thels[6%), Die geringfiigige Aktivitit in der Netzhaut ist fast
mit Sicherheit auf die Kontamination durch noch anhingen-
des Pigmentepithel zuriickzufiihren. Die Isomerisierungsak-
tivitdt wurde auch am Rinderauge beobachtet, bei dem sich
Netzhaut und Pigmentepithel besser trennen lassen. Hier
wurde die Aktivitdt nur in den Membranen des Pigmentepi-
thels gefunden (52,

Diese Ergebnisse erkldren, warum frithere Versuche zur
Regeneration von Pigment nach Zugabe diverser all-trans-
Retinoide zu isolierter Netzhaut fehlschlugen 6364, Dage-
gen stehen sie im Widerspruch zu zwei Veréffentlichungen,
nach denen Pigmentepithel und daraus gewonnene Homoge-
nate nicht imstande seien, zugegebenes all-trans-Retinol in
11-cis-Retinoide umzuwandeln 6% %61, Inzwischen weil man,
daB diese Interpretation der experimentellen Ergebnisse
nicht zuldssig ist, da das all-frans-Retinol in 2- bis 4proz.
Ethanol in Abwesenheit von jeglichem Trigerprotein zuge-
setzt wurde. Unter diesen Bedingungen denaturiert das
membrangebundene Isomerisierungssystem[6% 611 Der er-
folgreiche Nachweis der Isomeraseaktivitdt in Pigmentepi-
thel-Membranen hing von der Verwendung sehr niedriger
Ethanolkonzentrationen, 0.5% Rinder-Serumalbumin als
Trigerprotein und dem Nachweis von 11-cis-Retinol als Pro-
dukt ab!®%, Kiirzlich konnte eine Umwandlung von all-
trans-Retinol in 11-cis-Retinoide auch in Kulturen von in-
takten Pigmentepithelen gezeigt werden!67: 6%,

6.4. Substratspezifitit der Isomerase

Da markiertes all-frans-Retinol durch die in Abschnitt 6.3
beschriebene Membranpriparation aus Pigmentepithel in
all-trans-Retinal, all-trans-Retinylpalmitat und in alle drei
11-cis-Analoga iiberfiilhrt werden kann, ist nicht anzuneh-
men, daB all-frans-Retinol das Substrat des Isomerasesy-
stems und 11-cis-Retinol das direkte Produkt der Isomerase-
reaktion ist. Die Moglichkeit, daB all-trans-Retinal das
Isomerasesubstrat ist, war leicht auszuschlieBen. Membra-
nen, die sorgfiltig gewaschen worden waren, um Nicotin-
amid-haltige Cofaktoren zu entfernen, isomerisieren zuge-
gebenes all-trans-Retinol ebensogut wie ungewaschene
Membranen!6%. all-trans-Retinal dagegen wurde nur von
ungewaschenen Membranen, die Redoxreaktionen durch-
fiihren konnten, in groBerem Mafe umgesetzt. Im Rindersy-
stem setzen isolierte Pigmentepithel-Membranen all-trans-
Retinal nicht zu 11-cis-Retinal um?!, Die Annahme, daB
freies all-trans-Retinal nicht das Isomerisierungssubstrat
sein kann, wurde durch den Befund belegt, daB [15-3H,15-
14CJall-trans-Retinol durch native Frosch- und Rinder-
Pigmentepithel-Membranen unter volliger Erhaltung der
Tritiummarkierung in 11-cis-Retinol iiberfiihrt wird
(Abb. 19)1611, Dieses Ergebnis steht vollig in Einklang mit
den Ergebnissen der in-vivo-Variante des in Abschnitt 6.2
beschriecbenen Doppelmarkierungsexperimentes®¥! und
schlieBt aus, daB freies all-frans-Retinal das Isomerasesub-
strat ist, da bei Oxidation des Retinols vor der Isomerisie-
rung das Tritium verloren gehen wiirde.

Die oben beschriebenen Experimente zeigen, daB Retinal
nicht das Substrat sein kann, doch lassen sie sowohl Retinol
als auch Retinylpalmitat als mdgliche Substrate zu. Wird
all-trans-Retinol von Rinder-Pigmentepithel-Membranen
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Abb. 19. Doppelmarkierungsexperimente A} an einem 600 x g-Uberstand aus Frosch-Pigmentepithe), B) an der gewaschenen 600 x g-Partikelfraktion
von Frosch-Netzhaut/Pigmentepithel und C) an der 150000 x g-Partikelfraktion von Rinder-Pigmentepithel [61]. - A) Eine Mischung von [15-*H}- und
[15-14Clall-trans-Retinol, die 0.1 uCi *H enthielt (*H:'*C = 5.2:1). wurde mit 4 mL eines 600 x g-Uberstands aus Netzhaut/Pigmentepithel von vier
lichtadaptierten Rana-pipiens-Froschen und 100 pL 10proz. Rinder-Serumalbumin 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Retinoide wurden mit
Standardmethoden analysiert. B) Die gewaschene 600 x g-Partikelfraktion wurde durch zweimaliges Abzentrifugieren des 600 x g-Uberstandes mit
50000 x g (je 20 min bei 4“C) mit anschiieBendem Resuspendieren im urspriinglichen Puffervolumen hergestellt. Eine Mischung von [15-*H]- und
{15-}*Clall-trans-Retinol, das 0.1 pCi *H enthielt (*H:'*C = 5.2:1), wurde mit 4 mL dieser aus Netzhaut/Pigmentepithel gewonnenen 600 x g-Partikel-
fraktion aus vier lichtadaptierten Rana-pipiens-Froschen 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Retinoide wurden mit Standardmethoden analysiert.
Nennenswerte, mit 11-cis-Retinal verbundene Radioaktivitit wurde nicht gefunden. C) Die gleiche Menge von {*H}- und {**C}-markiertem ali-trans-Re-
tinol in 100 uL 10proz. Rinder-Serumalbumin (als Retinolcarrier) wurde mit 3 mg Protein aus Rinder-Pigmentepithel, das in 4 mL 50 mm Phosphatpuf-
fer (pH 7.2) suspendiert war, bei 35°C 1 h inkubiert. Die Retinoide wurden mit Standardmethoden analysiert. Diese Homogenatpriparation ist im
wesentlichen frei von Redoxaktivitit, da keine nennenswerten Mengen von 11-cis- und all-trans-Retinal gebildet wurden. Alle vier analysierten
Retinoidisomere behielten ihre *H-Markierung vollstindig. Nachdruck (leicht verindert) mit Genehmigung von J. Biol. Chem. 262, 16848. > 1987 The
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umgesetzt, die vorher mit UV-Licht behandelt und gewa-
schen worden waren, so wird das Retinol praktisch vollstin-
dig zu Retinylestern verestert (Abb. 20 A)!®®1, AnschlieBend
wird 11-cis-Retinol gebildet, wiahrend die Menge an all-
trans-Retinylester abnimmt. Dazu kommt, daB, wie in Ab-
bildung 20 B!%?! gezeigt, diese Membranen 11-trans-Retinyl-
palmitat zu 11-cis-Retinol umsetzen. Andere 11-trans-
Retinylester wie das Oleat und das Decanoat werden eben-
falls zu 11-cis-Retinol, nicht aber zu den entsprechenden 11-
cis-Retinylestern umgesetzt!’%). Zusammengenommen bil-
den diese Experimente zwar keinen eindeutigen Beweis,
geben aber doch sehr starke Hinweise darauf, daBl Retinyl-
ester die wirklichen Substrate der [somerase sind und direkt
in 11-cis-Retinol umgewandelt werden. Die Feinheiten eines
derartigen Prozesses werden in Abschnitt 7.1 im Rahmen der

Energiefrage angesprochen.

Die Spezifitdt des Isomerasesystems fiir bestimmte Reti-
nolisomere ist betrachtlich. In gewaschenen Pigmentepithel-
Membranen werden zugegebenes 9-cis- und 13-cis-Retinol
mit hoher Ausbeute verestert, keines der beiden jedoch in
signifikantem MabBe isomerisiert!®!l, Methylierte Analoga
von all-trans-Retinol wie das O-Methyl- und das 15-Methyl-
Derivat wurden ebenfalls untersucht; der Methylether ist
vollig inaktiv, das 15-Methyl-Derivat ist ein duBerst
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schwaches Substrat der Isomerase!”!). Das Isomerasesystem
scheint also fiir all-trans-Retinoide hochspezifisch zu sein.
Die Spezifitdt der beschriebenen Isomerase mufl mit dem
in vivo beobachteten Mangel an Stereospezifitit in Einklang
. Es steht fest, dafl nach intraocularer
Injektion von [15-!*C]-13-cis-Retinol und (11,12-3H,]all-
trans-Retinol beide Isotope mit etwa gleicher Effizienz in
Rhodopsin eingebaut werden'’?l, Unter geeigneten Bedin-
gungen kann dieses in vivo erhaltene Ergebnis in vitro repro-
duziert werden. So wird z.B. von ungewaschenen Pigment-
epithel-Membranen 13-cis-Retinol anscheinend ebenso

schnell zu 11-cis-Retinoiden isomerisiert wie all-trans-Reti-
161}

172)

Diese Ergebnisse lassen sich vereinbaren, sofern beriick-
sichtigt wird, daB ungewaschene Membranen sowohl Nicotin-
amid-haltige Cofaktoren als auch die Enzyme enthalten,
um das zugegebene 13-cis-Retinol zu 13-cis-Retinal zu oxi-
dieren. 13-cis-Retinal kann dann nicht-enzymatisch zu all-
trans-Retinal isomerisiert werden, das zu all-trans-Retinol
reduziert wird. Die kinetisch einfache und thermodynamisch
bevorzugte Isomerisierung von 13-cis-Retinal zu all-trans-
Retinal findet in Gegenwart von Phosphatidylaminoethanol
oder von Lipiden statt, die aus der Netzhaut stammen!*®!
(vgl. Abschnitt 5.3). In der Tat werden Retinale von prima-
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Abb. 20. Umsetzung von A) Vitamin A und B) all-trans-Retinylpalmitat durch
belichtete Pigmentepithel-Membranen [69]. A) Rinder-Pigmentepithel-Mem-
branen wurden belichtet und gewaschen. Die Membranen (2 mg mL ') wurden
mit 0.05 uM [11,12-3H]all-zrans-Retinol (50 pCimm ™!, Amersham) und Rin-
der-Serumalbumin inkubiert. In Abwesenheit von Membranen wurde kein 11-
cis-Retinol gebildet. Zu den angegebenen Zeiten wurden Retinoide mit Metha-
nol-Hexan extrahiert und durch HPLC analysiert. Jedes Experiment wurde in
zZwei parallelen Ansitzen durchgefiihrt; das Ganze wurde mehrmals wiederholt.
Nach der Inkubation wurden auch kleine Mengen der Retinale (< 5%) gefun-
den. B) Membranen wurden mit synthetisch hergestelitem [*H]ali-zrans-Reti-
nylpalmitat (0.3 pM, 5 CimM ™) inkubiert. Zu den angegebenen Zeiten wurden
Proben entnommen und die Retinoide wie in A) angegeben untersucht. Bei
Kontrollinkubationen (rechter Teil von Abb. 20B) in Abwesenheit von Mem-
branen bildeten sich wesentlich hohere Mengen an all-trans-Retinol (ca. 10%
der gesamten Radioaktivitit am Ende des Experimentes) als bei Inkubation in
Gegenwart von Membranen. o—o Retinylester; e—e 11-cis-Retinol; a—a
13-cis-Retinol; a—a all-trans-Retinol; o—o 11-cis,13-cis-Retinal; o—o all-
trans-Retinal. Nachdruck (leicht verandert) mit Genehmigung von Science 244,
968 © 1989 der AAAS.

ren und sekunddren Aminen leicht isomerisiert'*%!. Eine
mogliche physiologische Rolle dieses nicht-enzymatischen
Isomerisierungsweges bleibt offen, obwohl er erkldren wiir-
de, warum 13-cis-Retinoide im Auge normalerweise nicht
gefunden werden. Die schnelle ,,chemische* und nicht iso-
meraseabhingige Isomerisierung von 13-cis-Retinal zu all-
trans-Retinal und dessen anschlieBende Reduktion zum Vor-
laufer des Isomerasesystems, all-frans-Retinol, konnte alle
vorhandenen 13-cis-Retinoide nutzen und als eine Art Ne-
benweg dienen.

Struktur-Aktivitdts-Beziehungen wurden auch an einer
Reihe von Dihydroretinolen untersucht, die in Abbildung 21
dargestellt sind!”3), Keines der Dihydroisomere wurde in
groBerem AusmaB in sein 11-c¢is-Gegenstiick umgewandelt,
wenn dies auch bei Vitamin A, (3,4-Dihydro-all-frans-Reti-
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nol) der Fall war. Demnach ist eine intakte Polyenkette fiir
ein Isomerasesubstrat erforderlich!’3). Die mechanistischen
Auswirkungen dieses Befunds werden in Abschnitt 8 disku-
tiert. Interessanterweise ist Vitamin A, bei niederen Amphi-
bien ein wichtiger Sehchromophor, und es wird, wie er-
wihnt, durch das Isomerasesystem umgesetzt!73],

Vitamin A,

Abb. 21. Dihydroretinoide und Vitamin A,.

6.5. Biochemische Charakterisierung
des Isomerasesystems

Das Isomerasesystem ist membrangebunden, wie bereits
in Abschnitt 6.3 erwdhnt. Die Isomeraseaktivitit kann durch
Zentrifugation aus dem Uberstand entfernt werden und
taucht dann in der Partikelfraktion auf!®®!. Anscheinend
verteilt sich die Isomeraseaktivitit ziemlich gleichméBig iiber
die Membranfraktionen, wie Zentrifugationsstudien gezeigt
haben. Diese Studien werden durch die starke Estersyntheta-
seaktivitit erschwert, die anscheinend mit der Isomeraseak-
tivitit wandert % ¢21, Durch ausgedehntes Beschallen konn-
te jedoch ein 100 000 x g-Uberstand aus leichten Membranen
gewonnen werden, der seine Fahigkeit, all-frans-Retinol auf
anderem Wege als durch Isomerisierung umzusetzen, so
weitgehend verloren hatte, daB weniger als 8 % des zugesetz-
ten Retinols verestert wurden!®!!. Die Isomeraseaktivitit
dieser Membranen konnte durch Zugabe von all-rrans-Reti-
nol gesittigt werden, wie dies fiir einen biologisch relevanten
ProzeB3 zu fordern ist, und zeigte einen apparenten V., -Wert
von 5 pmol pro Stunde und pro mg Protein und einen appa-
renten K,,-Wert von 0.8 uM. Die Ursache dieses niedrigen
V. ..-Wertes wird unten diskutiert. Das pH-Optimum liegt
bei 8.0, In einem weniger stark gereinigten 600 x g-Uber-
stand wird ¥, pro Auge auf 100 pmolh~! geschitzt. Die-
ser Wert ist eine untere Grenze, da ein betrdchtlicher Teil
(etwa die Halfte) der Isomeraseaktivitidt in der 600 x g-Parti-
kelfraktion bleibt und wihrend der Homogenisierung Akti-
vitédt verloren geht. In lebenden Fréschen der Art Rana pi-
piens bildet jedes Auge wihrend der Dunkeladaptation
1-2 mol 11-cis-Retinoide pro Stunde; die Speicherform 11-
cis-Retinylpalmitat entsteht bei lingerer Dunkelheit mit et-
wa einem Zehntel dieser Geschwindigkeitt*® 3!, Auch in
Abwesenheit etwaiger unbekannter limitierender Cofakto-
ren ist somit die Bildungsgeschwindigkeit von 11-cis-Reti-
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noiden in vitro betrichtlich und mit der physiologischen Ge-
schwindigkeit vergleichbar.

In einem 600 x g-Uberstand von Rinder-Pigmentepithel
betrigt V_, der Isomerisierung pro mg Protein etwa
1 nmolh™!. Der bei Amphibien bestimmte niedrige V,,,,-
Wert wurde in einem System gemessen, aus dem bewuBt
Estersynthetase-Aktivitit abgereichert worden war. Spétere
Experimente zeigten, daB die Ester obligate Zwischenpro-
dukte des Isomerisierungsprozesses sind. Dies erkldrt, daB
rohe Membranfraktionen zu wesentlich hoheren Geschwin-
digkeiten fithren als Membranprédparationen, deren Ester-
synthetase-Aktivitat vermindert worden war.

Die Isomerase- und Estersynthetase-Aktivitdt wird zwar
von einer groBen Zahl von Detergentien recht leicht zerstort,
doch konnten in jingerer Zeit geeignete Detergentien fir
ihre Solubilisierung und weitere Reinigung gefunden wer-
den!"4],

6.6. Solubilisierung in Detergentien und teilweise
Reinigung der Isomerase und Ester-Synthetase

Isomerase und Esther-Synthetase werden durch zahlreiche
Detergentien leicht denaturiert!®l, Dennoch gelang es uns
vor kurzem!7#], beide Aktivititen im zwitterionischen Deter-
gens Zwittergent-3,14 [3-(N,N-Dimethyl-N-tetradecyl-am-
monio)-1-propansulfonat]”’* zu solubilisieren. Durch Anio-
nenaustausch- und Gelfiltrationschromatographie wurde
die Ester-Synthetase ungefahr 200fach angereichert!’#l. Die
Isomerase war nach der Anionenaustauschchromatographie
ungefdhr 10- bis 14fach angereichert.

Als Folge dieser Reinigungsschritte lieBen sich an den En-
zymen mehrere interessante Befunde beobachten. Wie schon
in Abschnitt 6.4 erwihnt, konnen Pigmentepithel-Membra-
nen aus zugegebenen Retinolen Retinylester bilden, ohne
daB acylierenden Substanzen wie Fettsdureacyl-CoA-Deri-
vate zugesetzt werden miissen. Dies wurde von Krinsky zu-
erst entdeckt!”S!. Daraus folgert man, daB die Membran
selbst die Acyldonoren enthilt. Nach Solubilisierung und
starker Anreicherung der Retinylester-Synthetase wurde die
Herkunft des Acyldonors schnell erkannt: Es wurde gefun-
den, daB8 der Membranbestandteil Lecithin (Phosphatidyl-
cholin) als Acyldonor fiir die Retinylestersynthese dient und
daB der Transfer von der 1-Position des Phospholipids zum
Retinol erfolgt, wobei ein Retinylester und ein 2-Acyllyso-
phospholipid entstehen (Abb. 22)!"%]. Das Enzym ist aiso
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Abb. 22. Umesterung von Retinol mit Phosphatidylcholin (Lecithin), die
durch das Enzym LRAT katalysiert wird.
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eine Lecithin-Retinol-Acyl-Transferase (LRAT). Ahnliche
SchluBfolgerungen zogen Saari et al. aus Arbeiten mit Roh-
membranfraktionen!’®), Die Retinylester-Synthetase wirkt
also durch Umesterung, wie sie dhnlich auch in der Leber
gefunden wurde!””). Interessanterweise ist diese Reaktion
umkehrbar und konnte Retinol aus einem Retinylester durch
Riickumesterung ohne Hydrolyse in vivo freisetzen. Dies
wiirde offensichtlich Energie sparen, da Retinol im Bedarfs-
fall ohne Hydrolyse eines Phospholipids gebildet werden
konnte. Ein zweiter interessanter Gesichtspunkt ist die ge-
meinsame Anreicherung von Isomerase- und Estersyntheta-
se-Aktivitit bei der Anionenaustausch- und Gelchromato-
graphie, die die Existenz eines Multienzymkomplexes oder
einer anderen funktionellen Verbindung nahelegt!"#.

7. Auffinden der Energiequelle

7.1. Retinylester sind die Isomerasesubstrate

Wie in Abschnitt 6.3 beschrieben, kénnen die Pigmentepi-
thel-Membranen zugegebenes Vitamin A ohne zugefiigte
Energiequellen in 11-cis-Retinoide iiberfithren. Da sorgfilti-
ges Waschen der Membranen die Isomeraseaktivitdt nicht
beeinfluft, scheint die gesuchte Energiequelle nicht 18slich zu
sein. Tatsdchlich stimulierten zugesetzte energiereiche Sub-
stanzen wie MgATP, MgGTP oder Palmitoyl-CoA die Iso-
meraseaktivitit nicht{®!l, Von weiterem Interesse ist der
Mechanismus der Energietibertragung. in-vivo-Experimente
mit aromatischen Aminen als Isomerisierungskatalysatoren
schlieBen offenbar die Méglichkeit aus, da noch unbekann-
te Bindeproteine die notwendige Energie liefern. Andere me-
chanistische Moglichkeiten muBten herangezogen werden,
um den energieabhdngigen Isomerisierungsprozef zu erkla-
ren. Die Mdglichkeit, daB ein irreversibler Schritt die Ener-
gie liefern kénnte, scheidet aus, denn alle Reaktionen des
Sehcyclus sind umkehrbar!®®!, Es muB daher ein weiterer
Typ einer Energiequelle in Betracht gezogen werden.

Die enge Beziehung zwischen endogener Retinylestersyn-
these und Isomerisierung liefert den Schliissel zur Losung des
Ratsels{2!, Bis jetzt haben Untersuchungen zur Lokalisie-
rung der Aktivitit der Isomerase und Retinylester-Syntheta-
se in der Membran gezeigt, daB diese beiden Aktivititen
weder durch differentielle noch durch Dichtegradientenzen-
trifugation voneinander getrennt werden konnen. Wie in
Abschnitt 6.6 erwidhnt, bleiben die solubilisierten enzymati-
schen Aktivititen auch bei der Reinigung zusammen.
SchlieBlich scheinen chemisch sehr verschiedene Reagentien
wie Ethanol, Hydroxylamin und p-Hydroxyquecksilberben-
zoat beide Aktivititen in etwa paralleler Weise zu hem-
men'®2), Ethanol kann Enzyme denaturieren. Von Hydroxyl-
amin weiB man, daB es die Retinylestersynthese hemmt,
moglicherweise aufgrund einer Wechselwirkung mit einem
héherenergetischen Acylzwischenprodukt!”*!. Die Beobach-
tung, daB die Aktivitdt sowohl der Ester-Synthetase als auch
der Retinoid-Isomerase durch Vorbehandlung mit Hydroxyl-
amin in ungefdhr gleichem AusmaB gehemmt wird, 148t ei-
nen Zusammenhang zwischen den beiden Prozessen vermu-
ten. Die Ergebnisse mit p-Hydroxyquecksilberbenzoat, ei-
nem Thiolat-spezifischen alkylierenden Agens, sind ebenfalls
eindrucksvoll®?], Dieses Reagens beinfluBt beide Aktiviti-
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ten auf mehr oder weniger gleiche Art, was eine fundamenta-
le Beziehung zwischen beiden Aktivititen impliziert.

Neueste Untersuchungen mit all-frans-Retinyl-a-brom-
acetat, das die Synthese der Retinylester durch die Pigment-
epithel-Membran spezifisch inhibiert, tragen Wesentliches
zur Frage des tatsichlichen Substrates der Isomerase bei!7®!,
Im Pigmentepithelsystem inaktiviert all-frans-Retinyl-o-
bromacetat die Synthetase nicht, sondern ist ein ausgespro-
chen starker Inhibitor, der im pM-Bereich wirkt. Wenn Pig-
mentepithel-Membranen mit dieser Verbindung vorbehan-
delt und dann mit all-frans-Retinol versetzt werden, so wird
es praktisch nicht (< 5 %) in Retinylester umgewandelt, und
es bilden sich auch keine 11-cis-Retinoide. Wenn die Mem-
branen jedoch zuerst mit all-frans-Retinol behandelt werden,
wobei sich gréBtenteils all-frans-Retinylester bilden, und
dann der Inhibitor zugegeben wird, entsteht 11-cis-Retinol
bis nahe an den Kontrollwert (d. h. ohne zugegebenen Inhibi-
tor). Diese Experimente lassen wenig Zweifel daran, da8 die
all-trans-Retinylester und nicht die all-trans-Retinole in 11-
cis-Retinole iiberfiihrt werden und daB die Bildung der Reti-
nylester ein obligater Bestandteil des Isomerisierungswegs
ist. Wiirde all-trans-Retinol direkt zu 11-cis-Retinol isomeri-
sieren, dann hitte die Vorbehandlung der Membranen mit
all-trans-Retinyl-a-bromacetat die Isomerisierung begiinsti-
gen miissen, da weniger Substrat bei der Esterbildung verlo-
ren gegangen wire. Weiterhin wurde gefunden, daB in Anwe-
senheit des Inhibitors zwar all-frans-Retinylester in 11-cis-
Retinol iiberfithrt, aber keine 11-cis-Retinylester gebildet
wurden. Dieses Experiment schlieBt einen Ester-Ester-Iso-
merisierungsweg aus.

Warum konnte eine Verkniipfung von Estersynthese und
Isomerisierung interessant sein? Ester sind ,,hochenerge-
tische* Verbindungen und werden mit einer Freien Energie
in der GroBenordnung von — 5 kcalmol ™! hydrolysiert!”°1,
Wenn die Freie Energie der Hydrolyse eines Esters an den
IsomerisierungsprozeB gekoppelt werden konnte, stiinde
mehr als genug Energie zur Verfiigung, um die Isomerisie-
rung zu treiben. Die Freie Energie jeder komplizierten che-
mischen Reaktion 1Bt sich berechnen, wenn sie formal in
einfachere chemische Reaktionen zerlegt werden kann, bei
denen die Anderungen der Freien Energie bekannt sind. ITm
vorliegenden Fall summieren sich die Energien wie in Abbil-
dung 23 gezeigt und legen eine Mdéglichkeit nahe, wie die
Esterhydrolyse mit der Isomerisierung gekoppelt sein kénn-

H

te[%%], Hier wire das Substrat ein all-trans-Retinylester und
das Produkt 11-cis-Retinol. Das Enzym, das die Isomerisie-
rung katalysiert, ist eher eine ,,Isoesterase** als eine einfache
Isomerase. Die Isomerisierungsreaktion wird hier in zwei
unabhingige Reaktionen zerlegt. Aus der Gesamtéinderung
der Freien Energie geht hervor, daBl es sich um eine exother-
me Isomerisierung handelt. Wichtig ist, daB die beiden Reak-
tionen hier nicht unabhéngig voneinander auftreten. Es ist
héchst interessant, daf3 die treibende Energie der Reaktion
aus den Phospholipiden der Membran stammt, da Retinyl-
ester durch Umesterung mit Lecithin entstehen. In diesem
Fall wiirden die Phospholipide somit als ATP-Ersatz wirken.

Ein all-frans-Retinylester als das Substrat der Isomerisie-
rung steht im Einklang mit fritheren Beobachtungen. Wie
bereits in Abschnitt 6.4 erwidhnt, wird zugegebenes all-trans-
Retinol vor der Bildung von 11-cis-Retinol schneli in all-
trans-Retinylester umgewandelt!®% ¢%1, Zusitzlich werden
all-trans-Retinylester durch die Isomerase-haltigen Mem-
branen zu 11-cis-Retinol umgewandelt (%1, SchlieBlich zeig-
ten die in-vitro-Doppelmarkierungsexperimente, bei denen
[(158)-*H}- und [(15R)-3H}-all-trans-Retinol plus [15-
14Clall-trans-Retinol verwendet wurden, daf die spezifische
Aktivitdt nur bei den all-trans-Retinylestern fiir eine Rolle
als 11-cis-Retinoid-Vorstufen ausreichte!*%], Der in Abbil-
dung 23 gezeigte Mechanismus macht auch die Befunde von
Struktur-Aktivitits-Untersuchungen an den Dihydroreti-
noiden verstindlich. Zu guter Letzt sind auch die Experi-
mente mit dem Inhibitor der Retinylester-Synthetase, all-
trans-Retinyl-o-bromacetat in voller Ubereinstimmung mit
diesem Mechanismus.

7.2. Bei der Isomerisierung wird die C-O-Bindung
gespalten

Das Reaktionsschema in Abbildung 23 ermdglicht experi-
mentell iiberpriifbare Vorhersagen. Eine Vorhersage ist, daf3
bei der Isomerisierung die C-O-Bindung gespalten wird. Au-
Berdem konnte diese Spaltung einen EinfluB auf die Stereo-
chemie von Retinoiden haben, die an C-15 markiert sind,
weil das prochirale Zentrum im Zwischenzustand symme-
trisch wird. Die vorhergesagte Spaltung der C-O-Bindung
war leicht iiberpriifbar: dazu wurde das Schicksal von 80
aus [15-18Q]all-trans-Retinol nach enzymatisch katalysierter

. LIPID-0Z

—ee

St = o 2 oy
+H®

Abb. 23. Eine gekoppelte Reaktion kann die thermodynamisch ungiinstige Isomerisierungsreaktion treiben [69).

EB® = Nucleophil im aktiven Zentrum eines Enzyms; OZ® = Carboxylat.

all-trans-Retinylester + H,0 —» all-frans-Retinol AG® & —5 kcalmol™!
all-trans-Retinol 11-cis-Retinol  AG® +4 kcalmol™!

all-trans-Retinylester + H,0 —» 11-cis-Retinol ~ AG® —1 kcalmol™!
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Isomerisierung in H,'%0-haltigem Puffer durch Felddesorp-
tions-Massenspektrometrie untersucht{®%, Dieses Experi-
ment zeigte eindeutig, daB das gebildete 11-cis-Retinol nur
160 enthielt (Abb. 24)1%%), Somit wird die Isomerisierung
von vollstindiger Spaltung der C-O-Bindung begleitet.

7.3. Stereochemische Betrachtungen
iiber die Isomerase und verwandte Enzyme

Die Freisetzung von 80 (Abb. 24) ist mit dem in Abbil-
dung 23 gezeigten Reaktionstyp in Einklang. Da sich die
Hybridisierung von C-15 wahrend der Isomerisierung von
sp? nach sp? dndern sollte, kann dieser ProzeB durch stereo-
chemische Experimente iiberpriift werden. Dabei interes-
siert, ob als Folge der Isomerisierung Retention oder Inver-
sion an C-15 auftritt (Abb. 25).

Retention

Inversion
e ———————— e

Abb. 24. Die Isomerisierung verliuft unter
Spaltung der C-O-Bindung.

Zu diesem Zweck wurden Experimente mit chiral markier-
tem all-trans-Retinol ausgefithrt 8 [(15R)-3H)all-trans-Re-
tino! wurde durch Reduktion von [15->H]all-trans-Retinal
mit Alkohol-Dehydrogenase aus Pferdeleber (HLADH) und
NADH hergestelit!8%; [(15S)-*H]all-trans-Retinol wurde
durch Inkubation von all-trans-Retinol mit [«-3H]Ben-
zylalkohol, HLADH und NAD gewonnen. Die markierten
Retinole und [15-'*C]all-trans-Retinol wurden mit Amphi-
bien- oder Rinder-Pigmentepithel-Membranen inkubiert (8%;
danach wurden die Retinole und Retinylester gesammelt und
analysiert (vgl. Abb. 26). Das enzymatisch gebildete 11-cis-
Retinol wurde mit Iod, das selbstverstandlich keinen Einflu
auf die Stereochemie an C-15 hat, zum all-trans-Retinol iso-
merisiert. Nachdem die Retinylester zu den entsprechenden
Retinolen hydrolysiert worden waren, konnte mit HLADH
leicht entschieden werden, ob Inversion oder Retention der
Konfiguration stattgefunden hatte 8%,

S
H™}
w
R
W on
H

Abb. 25. Die Isomerisierung kann unter Retention oder Inversion der Konfiguration am prochiralen Zentrum C-15

von all-zrans-Retinol verlaufen.

MM

|
H

by ]

R

Abb. 26. Analyse des stereochemischen Resultats der Isomerisierungsreaktion.
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Das Ergebnis war insofern iiberraschend, als innerhalb
des experimentellen Fehlers vollstindige Inversion der Kon-
figuration als Folge der Isomerisierung sowohl im Amphi-
bien- als auch im Rinderansatz aufgetreten war!®®, Das Er-
gebnis kann interpretiert werden, wenn man aufler dem
Befund, daB die C-O-Bindung wihrend der Isomerisierung
gespalten wird, zwei weitere Informationen beriicksichtigt.
Erstens muB die Isomerisierung auf der Alkoholstufe auftre-
ten, zweitens ist es héchst unwahrscheinlich, daB enzymge-
bundenes all-trans-Retinol zuerst zu Retinal oxidiert, dann
isomerisiert und auf der Riickseite zu 11-cis-Retinol redu-
ziert wird, denn es wurde keinerlei Hinweis auf einen Isoto-
peneffekt gefunden. Bei einem solchen Mechanismus mii3te
der primdre Isotopeneffekt extrem groB sein, weil er das
Produkt zweier getrennter Isotopeneffekte wire. AuBerdem
wird zugegebenes all-trans-Retinal nicht isomerisiert.

Die beobachtete stereochemische Inversion ist nach Ab-
bildung 23 leicht zu verstehen und stiitzt diese mechani-
stische Interpretation. Bemerkt werden sollte, daB3 diese In-
version der Konfiguration wihrend der Isomerisierung uns
die Feststellung erméglichte, daB die Isomerase die Riickre-
aktion katalysiert!6®): Chiral markiertes 11-cis-Retinol wird
von der Isomerase zu einem all-zrans-Retinol der umgekehr-
ten absoluten Konfiguration umgesetzt®%1. Gegeniiber der
Isomerisierung ist 11-cis-Retinol relativ instabil: es isomeri-
siert wie erwartet unter Retention der Konfiguration an C-15
zu all-trans-Retinol.

Bei chemischen Reaktionen, die in Lésung ablaufen, kon-
nen Ergebnisse stereochemischer Experimente mechani-
stisch interpretiert werden. Natiirlich ist im Falle von Enzy-
men eine einfache Interpretation oft nicht méglich. Es ist
daher von Interesse, die hier nachgewiesene Inversion weiter
zu untersuchen. Weil die Isomerisierung eine Drehung um
die C11-C12-Bindung um etwa 180° umfaBt, kénnte eine
Inversion sogar dann beobachtet werden, wenn Spaltung
und Bildung der C-O-Bindung relativ zum aktiven Zentrum
des Enzyms auf der gleichen Seite des Molekiils stattfinden
(Abb. 27).

Die Inversion der Konfiguration an C-15 muB mit dem
Befund in Einklang gebracht werden, daB nach Gabe von
markiertem Retinol an Ratten maximal ein Verlust von 50 %
des *H-Gehalts aus dem [15->H]all-trans-Retinol in den ver-
schiedenen Retinoiden beobachtet wurde %!, Da die Retino-
le entweder R- oder S-konfiguriert waren (sie wurden durch
NaB®H,-Reduktion aus all-zrans-Retinal gewonnen), wiirde
eine stereochemische Inversion und Oxidation durch Reti-
nol-Dehydrogenasen mit der gleichen Spezifitit fiir die Posi-

£8°

M’ H > Vorder-
seite
H,
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tion des abgespaltenen Wasserstoffs zur fast volligen Entfer-
nung von 3H aus den Retinoiden fiihren. HLADH hat
gegeniiber 11-cis-Retinol die gleiche Stereospezifitat wie ge-
geniiber all-trans-Retinol, das aufgrund der Analogie zu an-
deren Alkoholsubstraten dieses Enzyms fiir pro-R-spezifisch
gehalten wird [89-81), Bei all-trans- und 11-cis-Retinol-Dehy-
drogenase des Auges unterscheidet sich jedoch die Stereospe-
zifitdt 18- 82); Die all-trans-Retinol-Dehydrogenasen entfer-
nen den pro-R-Wasserstoff, 11-cis-Retinol-Dehydrogenasen
dagegen den pro-S-Wasserstoff!8% 821, Beziiglich der NAD-
Cofaktoren ist die Situation bei Amphibien ziemlich klar,
denn dort fehlen die multiplen all-zrans-Retinol-Dehydroge-
nasen, die bei Rindern gefunden wurden. In Amphibien ist
die 11-cis-Retinol-Dehydrogenase hinsichtlich NAD wieder
pro-S-spezifisch, wihrend fiir all-zrans-Retinol-Dehydroge-
nase die entgegengesetzte Stereospezifitit erhalten wird 821,

Bei Rindern erwies sich die 11-cis-Retinol-Dehydrogenase
wiederum gegeniiber dem Cofaktor als pro-S-spezifisch#2,
Die all-trans-Retinol-Dehydrogenasen sowohl des Stdb-
chenauBensegments als auch des Pigmentepithels waren pro-
R-selektiv, wenn auch pro-S-Wasserstoff in betrichtlichem
MaBe umgesetzt wurde!®?). Angesichts der Ubereinstim-
mung der Redoxpotentiale von all-trans- und 11-cis-Retinol
ist die mechanistische Bedeutung der Stereospezifitit dieser
Redoxreaktionen nicht klar®2], Bei den Cofaktoren schlu-
gen Bernhard et al.l®¥ vor, daB die entgegengesetzte Konfi-
gurationsspezifitit der Dehydrogenasen beziiglich des C-4-
Wasserstoffs von NADH darauf beruht, daB die Cofaktoren
in der Dehydrogenase direkt von einem aktiven Zentrum
zum nichsten weitergegeben werden.

8. Migtiche Mechanismen der
Isomerisierungsreaktion

Die beschriebenen stereochemischen Studien und die Frei-
setzung von Isotopen stiitzen den in Abbildung 23 dargestell-
ten Typ des Mechanismus, ebenso wie die mit Dihydroreti-
noiden durchgefiihrten Struktur-Aktivitits-Experimente. In
Abbildung 23 wurde der Einfachheit halber ein Sy2’-Mecha-
nismus dargestellt, obwohl auch andere Méglichkeiten in
Frage kommen (Abb. 28). Es sind viele Mechanismen még-
lich, sofern sie energiereichere Intermediate als 11-cis-Reti-
nol postulieren. So sind z.B. in Abbildung 28 drei weitere
Kategorien von Mechanismen gezeigt. Carbeniumionen-
Mechanismen (Abb. 28 A) sind aufgrund der Polyennatur

H

Abb. 27. Spaltung und Riickbildung
der C-O-Bindung auf der gleichen Seite
des Molekiils kénnen zu einer scheinba-
ren stereochemischen Inversion fiihren.
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Abb. 28. Mogliche Isomerisierungsmechanismen. A) Carbeniumionen-Mechanismus; B) C-H-Bindungs-Abstraktions-Mechanismus;
C) thermischer Mechanismus.

13 4
'OH
Vitamin A 1 2 + 3

2

é:\/k/\)\/\—
4 +
7 +
Abb. 29. Struktur-Aktivitits-Untersuchungen ar der Isomerase. + bedeutet aktiv, — bedeutet inaktiv.
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der Retinole sicherlich moglich. Auch C-H-Bindungs-Ab-
straktions-Mechanismen (Abb. 28 B) sind attraktive Kandi-
daten, vor allem wenn in der C-9-Methylgruppe eine
C-H-Bindung gespalten wird. Eine Abstraktion an der C-13-
Methylgruppe wiirde die C11-C12-Doppelbindung nicht be-
einflussen, und eine Abstraktion an der C-5-Methylgruppe
oder am Cyclohexylring wiirde zu sehr stabilen Intermedia-
ten filhren. Die letzte Kategorie (Abb. 28 C) umfaBt lediglich
thermische Reaktionen, in denen die Estergruppe das Po-
lyengeriist ,,hinunterlduft*. Zwar konnen wir derzeit nicht
zwischen den Mechanismen unterscheiden, doch befassen
sich weitere Struktur-Funktions-Studien an mehreren Reti-
noiden mit diesem Problem (Abb.29)8*, Alle untersuchten
Retinoide werden vor jeder moglichen Isomerisierungsreak-
tion in all-trans-Retinylester iiberfiithrt. Vom C-H-Abstrak-
tions-Mechanismus bleibt lediglich die C-H-Abstraktion an
der C-9-Methylgruppe, da 9-Desmethyl-all-trans-retinol 3
nach der Veresterung nicht isomerisiert wurde. Da Vitamin
A, (Abb. 21), 5-Desmethyl-all-trans-retinol 4 und 13-Des-
methyl-all-trans-retinol 2 allesamt Isomerasesubstrate sind
(nach Veresterung), scheiden andere mdgliche C-H-Bin-
dungs-Abstraktions-Mechanismen aus. Weitere Informatio-
nen, die die anderen gezeigten Mechanismen (Abb. 28 A und
C) wahrscheinlich machen oder ausschlieBen, liegen derzeit
nicht vor.

9. Die Membran als Energiequelle

Wenn auch die genaue Natur des Isomerisierungsmecha-
nismus noch offen ist fiir Spekulationen, sind doch die we-
sentlichen Grundziige klar. Vor allem ldsen alle gezeigten
Mechanismen das Problem der Energiequelle fiir die Isome-
risierungsreaktion. Die Energie stammt aus der Freien Ener-
gie der Hydrolyse der Retinylester. Da die Retinylester durch
Umesterung mit Membranlipiden entstehen, ist es die Mem-
bran selbst, die die treibende Energie fiir die Isomerisierungs-
reaktion zur Verfiigung stellt (Abb. 30).

Die hier genutzte Gruppentransfer-Strategie dhnelt Fil-
len, in denen ATP, dessen Freie Energie der Hydrolyse

Ester-Synthetase

COR + ‘%

Isomerase

ROH +

f

+ avansCOH

OH

Abb. 30. Biosynthese von 11-cis-Retinol unter Beteiligung von Membranphos-
pholipiden.

Angew. Chem. 102 (1990) 507526

S

—7.3 kcal mol ~! betrégt, als Energiequelle fiir thermodyna-
misch ungiinstige Reaktionen benutzt wird. In vielen dieser
Fille, z. B. der Biosynthese von Saccharose aus Fructose und
Glucose, erfolgt zuerst die Phosphorylierung einer Hydroxy-
gruppe und im AnschluB daran, statt gleichzeitig, eine Umla-
gerungsreaktion. Trotzdem sind diese Mechanismen beziig-
lich der treibenden Kraft dem vorgeschlagenen Isomerase-
mechanismus sehr dhnlich. Der letztgenannte Mechanismus
konnte als neuer Mechanismus der Energielibertragung in
Membranen mit Phospholipiden als Energiequelle von allge-
meinem Interesse sein. Dies ist auch eine bis dahin unerwar-
tete Rolle von Membranen.

SchiieBlich kommen wir auf den Sehcyclus selbst zuriick.
Unser derzeitiges Verstdndnis ist in Abbildung 31 darge-
stellt. Die Annahme, daB Retinylester eine rein passive Rolle

Rhodopsin

\\h:

all-trans-Retinal
T pro-R

11-cis-Retinal
Tpro-s

11-cis~-Retinol all-frans-Retinol

! I

11-cis-Retinylester all-trans-Retinylester

Abb. 31. Aktuelles Modell des Sehcyclus (vgl. Abb. 7).

als Speicherform des Retinols spielen, muB3 verworfen wer-
den; stattdessen sehen wir sie in einer entscheidenden, dyna-
mischen Rolle als Vorlaufer der 11-cis-Retinoidchromo-
phore.

10. Zusammenfassung und Ausblick

Die hier beschriebenen Untersuchungen bieten einen kur-
zen Uberblick tiber die molekularen Mechanismen der Bio-
synthese von 11-cis-Retinoiden im Auge. Interessanterweise
wurde die Losung durch strikt chemische Uberlegungen er-
reicht; das bedeutet, daB die Arbeit mit der Frage nach der
Herkunft der Energie fiir die thermodynamische Bergauf-
Isomerisierung von all-trans- zu 11-cis-Retinoiden begann.
Einfache Losungen dieses Problems wie die vermutete Exi-
stenz einer Retinal-Isomerase sind nicht richtig und konnten
es nicht sein, da sie keinen Mechanismus zur Energieiibertra-
gung vorsehen. Anders als Retinol enthilt Retinal keine
Gruppe, die durch eine Gruppentransfer-Reaktion aktiviert
werden kann, und 148t sich daher nicht in thermodynamisch
sinnvoller Weise aktivieren.

Viele wichtige Fragen miissen noch beantwortet werden.
Was den Isomerisierungsprozefl angeht, wird eine Kldrung
des tatsdchlichen Mechanismus der Isomerase wichtig sein.
Es wurden mehrere Moglichkeiten vorgeschlagen; ob iiber-
haupt eine davon zutrifft, muB gepriift werden. Weiterhin ist
es notwendig, die Bezichung zwischen Ester-Synthetase und
Isomerase wie auch die Bezichung zwischen den verbleiben-
den Enzymen des Sehcyclus aufzukliren. Isomerase oder
vielleicht besser ,,Isoesterase** und Ester-Synthetase werden

525



gereinigt und sequenziert werden miissen, um ihre mégliche
Verwandtschaft mit anderen bekannten Enzymen zu bestim-
men. Die Kenntnis der Priméirsequenz dieser Enzyme wird
zur Kldrung der Frage wichtig sein, ob einige der hdufigeren
Augenkrankheiten auf Mutationen dieser Enzyme beruhen.

Vielleicht von grofiter biologischer Wichtigkeit ist der
Nachweis, ob der hier beschriebene Gruppentransfer-Me-
chanismus unter Beteiligung von Membranphospholipiden
allgemeine Bedeutung hat. Zwar ist ATP als ,,Energiewih-
rung' der Zelle anerkannt, doch zeigen die hier mitgeteilten
Untersuchungen, daB andere Moglichkeiten existieren und
eingehende Betrachtung erfordern.

Ich mochte mich fiir die wichtigen Beitrdge von Dr. Robert
Barry, Dr. Paul S. Bernstein, Dr. Francisco J. Cafiada, Dr.
Andrew Chang, Dr. Peter Deigner, Dr. Brian S. Fulton, Dr.
Wing C. Law und Herrn John Lichtman zu den hier bespro-
chenen Untersuchungen bedanken. Die Arbeit im Laborato-
rium des Autors wurde durch das Forschungsstipendium
EY 04096 des U.S. Public Health Service aus den National
Institutes of Health gefordert.
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