Reconstitucion de bacterioropsina mediante analogos
merocianinicos del retinal

Guillem Marco?!, Ana Cajaraville?, Susana Lépez?, Esteve Padros!?

1. Unitat de Biofisica, Departament de Biogquimica i Biologia Molecular, Facultat de Medicina, y Centre d’Estudis en Biofisica, Universitat Autonoma de

Barcelona, Bellaterra

2. Catalisis Organometalica, Departamento de Quimica Organica, Universidade de Santiago de Compostela, Santiago de Compostela

Resumen

En este trabajo se han usado cuatro nuevos derivados merocianinicos del retinal para analizar su capacidad para reconstituir la
bacteriorodopsina (bR). Este proceso se ha estudiado mediante espectroscopia de UV-Vis, siguiendo el cambio en los espectros de
absorcion a lo largo del tiempo. Los resultados muestran que con los cuatro analogos usados, el pico de absorcidon caracteristico del
analogo libre desaparece y en su lugar aparece otro pico en una longitud de onda mayor. Ademas, para estudiar |la estabilidad de esta
union, se realizaron experimentos de competencia anadiendo retinal nativo a la preparacion de BO-analogo y siguiendo los cambios en
el espectro de absorcion. En ningun caso se observaron cambios importantes del espectro inicial. En conclusion, los cuatro analogos
merocianinicos son capaces de reconstituir la BR dando lugar a complejos BO-analogo del retinal con maximos de absorcién
caracteristicos. Ello demuestra que los analogos ocupan el bolsillo del retinal, y que los complejos son suficientemente estables para
gue el retinal nativo no desplace a los analogos.

La bR es una proteina integral de membrana transportadora de protones dependiente de |la
En este proceso es clave el retinal unido covalentemente a la Lys216, ya que es la molécula o

Introduccion

uz, que se encuentra en la membrana de Halobacterium salinarum.
ue absorbe los fotones e inicia el fotociclo. Este retinal puede ser
eliminado de forma sencilla de |la proteina mediante reaccion con hidroxilamina, dando lugar a bacterio-opsina (bOP) [1]. La bR puede reconstituirse a partir de |la
bOP anadiendo nuevamente retinal.

Resultados

14 :
104
Q9:
Q8:
07

0,6

Abs

o
i
Q3:
Q2:

0,1 1

0,0 4

6a’
— 6b
102’
— 10b

2,2 -
20
18-
16-
144

1,2 4

Abs

1,0

08 \
0,6

0,40 S
0,35 7 O

0,30 - A

0.25 4 f

AAbs

0,15

0,10

0,05

0,00

A (nm)

a) Espectros de absorcion
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c) Cinéticas de formacion de pigmento y desaparicion de analogo libre

Compuesto Retinal PSB Pigmentos (bR) t;, Epr OS PRS
1 381 (48.000) 360 440 560 58 | 41.870 4870 31,9

6a’ 488 (36.000) 596 603 63,8 48.945 195 19,1
102’ 510 (18.000) 686 675, 735 10,8 | 38.788 -238 24,4
32.540 972 30,6

6b 496 (35.000) 600 619 21,3 27.613 512 19,9

10b 516 (7.000) 700 734 17,0 40.936 662 29,7

Tabla-resumen de los datos
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d) Espectros de diferencia de competencia con retinal
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Materiales y métodos
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-Obtencién de la bacteriorodopsina [2]
-Blanqueamiento con hidroxilamina [1]

-Incubacién con analogo en proporcion
molar 1:1,5 (bR/analogo) y seguimiento
del proceso por espectroscopia UV-
Visible

-Incubacién del complejo analogo-
proteina con retinal all-trans.

Discusion

-Los cuatro analogos reconstituyen la bR ya que el pico del retinal libre disminuye y aparece el del analogo unido a la proteina.

-Los analogos 103’ y 10b, con 4 enlaces dobles, tienen un valor de PRS [3] similar al retinal nativo. Los 63’ y 6b, con tres enlaces dobles, tienen valores menores.

- Los valores de OS son menores que los del retinal, por lo que la interaccion de la proteina con los analogos es menor [4].

-El volumen de los anillos o una baja coplanaridad explicarian los bajos valores de OS [5].

Conclusiones

- Los cuatro analogos sintéticos reconstituyen la bR con
maximos de absorcion caracteristicos.

- Los complejos son suficientemente estables para no ser

desplazados por el retinal all trans.
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