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S U M M A R Y

T h e  p l r o t o t r o p h i c  b a c t e r i u m  R l L o d o p s e u d o m o n a s  s p h c L e r , o ' t , d e s  c a n

n h l - ^ i n  t h n  e n c r o \ r  f n r  l - h e  r r n f a k e  O f  a m j n O  a c i d s  f r O m  a e r O b i C  m e t a -

b o l i s m  a n d  f r o m  t h e  a b s o r p t i o n  o f  l i g h t  ( C h a p t e r  I T )  .  T h e  c o n v e r -

s i o n  o f  l i g h t  e n e r g y  i n t o  a  c h e m i c a l -  u s e f u l  f o r m  i s  a c c o m p l i s h e d

b y  a  p h o t o s y n t h e t i c  a p p a r a t u s  w h i c h  i s  l o c a t e d  i n  t h e  c y t o p l a s m i c

m e m b r a n e  a n d  i n  i n v a g i n a t j - o n s  o f  t h l s  m e m b r a n e .  I n  o r d e r  L o  s t u d y

I  i  a h {  - d a n a n d n n l  _ l -  r r n c n n r l -  n r 6 c a c c a c  f  h r a r r n h  1 - h o  n r r f  n n l  a c m i  c  m o m -

brane in  more  de ta i - f  i so la ted  membranes had to  be  used.  Methods

r ^ r a r c  d e r r e l n n c d  f O r  t h e  i S O l a t i O n  O f  m e m b r a n e s  f r O m  c e l I  s -  C h a n -v v r v y v s  ! v !

t e r  I I  d e s c r i b e s  t h e  l s o l a t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  v e s i c l e s

f r o m  r : c l  l s  h r z  a n  O s m o t i c  s h o c k  o f  s n h e r o n l a s f s .  T h ^ - ^  - ^ h l e - h ^
u y  u r r  v - r L L U L r u  J r r v u N  v r  r y r r e ! u } J r u o L D .  r r r s J s  r u s r u ! ! q r r s

r r o q i r - l e s  c a n  n c r f n r m  e n F r d v - d e n p n d e n t  a c c u m u l a t i o n  o f  a m i n o  a c i d s .

I n  v e s i c l e s  i s o f a t e d  f r o m  c e f l s  g r o w n  a e r o b i c a l f y  i n  t h e  d a r k

t . r a n s n o r l  o f  a m i n o  a c i d s  c a n  b e  e n e r o i z p d  l l r  a e r n h i g  o x i d a t i o n  o f

s e v e r a l  e l e c t r o n  d o n o r s .  f n  m e m b r a n e  v e s j - c 1 e s  p r e p a r e d  f r o m  c e l l s

g r o w n  a n a e r o b j - c a l 1 y  i n  t h e  l i g h t  e n e r g y  f o r  a c t i v e  t r a n s p o r t  c a n

he qr rnn  I  i  ed  hw i  L  luml  na  t  ion  .

I n  C h a p t e r  I f I  1 s  d e s c r i b e d  a  c o m p a r a t l v e  s t u d y  o n  s t r u c t u r a l

a n d  f u n c t i o n a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  v e s i c l e s

a n d  o f  m e m h r : n e  o a r t i C l e S  w h i C h  a r e  o h t . a i n e d  h v  h r ^ - r ' ^ ^ ^  ^ €  a ^ l r ^
l u u  ! ]  v r s q h a Y s  v !  s s l l s

b y  m e a n s  o f  a  F r e n c h  p r e s s .  T h e  l a t t e r  m e m b r a n e s ,  t h e  s o - c a l l e d

c h r n m r t o n h o r e q .  a l . e  k n O w n  t O  b e  m a i n l v  d e r i w e d  f r o m  i n f r a c v t o -v u ,  s !

p l a s m i c  m e m b r a n e s .  I t  c o u l d  b e  s h o w n  t h a t  q u a l i t a t i v e l y  t h e  c o m -

n o q i t i n n  o f  l - r o J - h  m p m h r r n a  n r a n l r A ! i ^ -  i + ^  ^ i m i  l : r  A r r : n f  i -I r v r r u ! v r r  l ( r s r r r v ! q r r s  I J ! s i r a r o L r v t r >  I D  9 q f L g  > 4 . , . + + * !

t a c i v e l y ,  h o w e v e r ,  s u b s t a n l j a l  d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d .  T h e

o r i e . n t a t j - o n  o f  L h e  m e m b r a n e s  i n  b o t h  p r e p a r a t i o n s  w a s  s t u d i e d  b y

f r e e z e - e t c h  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  t h e  l o c a l i z a t i o n  b f  s p e c i f i c

n r n f  a i n c  : n d  + h a  z l  . i r 6 ^ F i n n  n F  f  . i a h + - d r . i r r 6 h  + r a n c ^ ^ 1 . t  O f  a m j _ n gu !  q r r u y v

a c i d s  a n d  c a l - c i u m  i o n s .  F r o m  t h e s e  s t u d i e s  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t

the  or len ta t ion  o f  the  membrane ves ic les  i s  the  same as  tha t  o f

the  cy top lasmic  membrane o f  ln tac t  ce l1s ,  whereas  the  membrane

of  chromatophores  has  an  inver ted  or j_enta t ion .

I n  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  l i g h t  e n e r g y  i s  u s e d  t o  d r i v e  o x i -

d a t i o n - r e d u c t i o n  r e a c t i o n s  i n  a  c y c l i c  e l e c t r o n  t r a n s f e r  c h a l n .

T h i s  e l e c t r o n  t r a n s f e r  i s  a c c o m p a n l e d  w i t h  t h e  t r a n s l o c a t i o n  o f
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p r o t o n s  a c r o s s  t - h e  m e m b r a n e .  C o n s e q u e n t l y ,  a n  e l e c t r o c h e m j c a l

^ r ^ t . \ n  a r r d i a n F  i c  d o n ^ r A l - o d  w h i c h  i <  F h a  d r i r r i n r t  f n r n o  l - n r  n r o -
P l v L v r ,  

! ( l r v r r r Y  J - v !  r l v

c e s s e s  s u c h  a s  A T P ' - s y n t h e s i s  a n d  a c t i v e  l - r a n s p o r L .  T h c  p r o i : o n

g r a d j e n t  c o n s i s L s  o f  i : v / o  c o m p o n e n t s :  a n  c f e c t - r i c a l  p o t e n t i a l  d i f -

f e r e n c e  a c r o s s  L h e  m c m l : r a t r e  ( A ! r )  a n d  a  p H - g r a c l i e n t  ( l p H ) .  B o t h

c n m n n n G n l - s  o f  t h e  n r n F n n  o r a d i c n f  h a v e  b e e n  f ' , t C a S U r c d  i n  c v t o n l a s -r "  
" J

m i c  m e m b r a n e  v e s i c f e s  a n d  c h r o m a t o p h o r e s  v / i t h  s c v e r a l  t e c h n j q u e s

( C h a p t e r  I V )  .  f  f l - u m i r - ) a t i o n  o f  n e m b r a n e  v e s i c l e s  r e s u l t s  i n  t h e

d a n ^ r : {  i n n  n l -  :  A n t l  i n c i d a  r ' l L : l  i - ^  - - n  -  / . ' ,  i , . - i d o  n a a : l i r r ny L r l u r  ,  r r r J r v - s  q a ^ R f . ! r r u ,  a r r u  q  4 9  r  r r - f u s  r r s _ v e u r v s .

I n  c h r o m a t o p h o r e s  u p o n  i f f u m i n a t i o n  a  A p H ,  i n s i d e  a c i d  a n d  a  A r J

i n q i r r c  n n q i f i r r o  r r o  c o n o r r f o r i

T h t r  m ^ d n i f l d c  o f  f h c  A n H : n d  n , ' .  a r p  q f r o n n l r z  r l e g g n f l g n t  O n  t l t e

c o m p o s i l i o n  a n c l  p H  o f  t h e  m e d i u m  ( C h a p t e r s  T V  a n d  V )  .  T h e  e f f e c t s

o f  L h e  i o n  c o m p o s i t i o n  o f  L h e  m e d i u m  o n  t h e  A p H  a n d  A r J ,  s u g g e s t

t h a t  c h l o r i d e  a n d  p o t a s s i u m  i o n s  m o v e ,  w i L h  d i f f c r e n t  r a t e s ,

t h r o u g h  L h e  m c m b r a n e  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  e l e c t r o c h e m i c a f  g u a d i e n t s .

E r r r ' l - ) r a r m a r a  i t  ;  -  1 ; L ^  l "  + L - F  ^ L n - ^ h - + ^  1 - ^  ^ ^ i  i " yr  u !  s , _ e ! r , , v !  e ,  t -  - s  r - L K e l y  L n d L  l i r i o s p n a t e  a n o  s o o l u m  l o n s  a r e  a c -

c u m u l a t e d  i n  m e m b r a n e  v c s i c l e s  a n d  c h r o m a t o p l t o r e s ,  r c s p e c t i v e l y ,

a L  L h e  e x p e n s e  o f  t h c  A p H .  A f s o  T r i s - m o l e c u l c s  s c e m  t o  d i s t r i -

b u t e  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e  a c c o r d i n g  t o  t h e  p H - g - r a d i e n t .

E l e c t r  j  c a l  m e m b r a n e  p o t e n t i a l s  a n d  p H - g r a d - i e n t s  c a n  l r e

m e a s u r e d  b y  s e v e r a l  m e l - h o d s ,  M e a s u r e m e n t s  b a s e d  o n  d i s t r i b u t i o n

o f  r a d i o a c t i v e l y - l a b e I l - c d  p e r m e a n t  i o n s  a n d  w e a k  a c i d s  o r  b a s e s ,

r e s p e c L i v e l y ,  y i e l d  r e 1 - i a b f e  r e s u l - L s .  T h e r e f o r e ,  t - h i s  L c c h n i q u c

h a s  b e e n  f r e q u e n t l y  a p p l i e d  i n  t h e  i n v e s t i g a t i o n s  d e s c r i b e d  i n

t h i s  t h e s i s .  T h e  f l u o r e s c e n t  a m i n e  9 - a m l n o a c r i d i n e  h a s  a l s o  b e e n

u s e d  L o  m e a s u r e  p H - g r a d i e n t s  i n  i n s i d e - o u t  o r i e n L e d  m e m b r a n e

p a r L l c l e s .  W h e n ,  h o w e v e r ,  t h e  A p H  i n  c h r o m a t o p h o r e s  i s  c a f c u l _ a t e d

f r o r n  L h e  f f u o r e s c e n c e  q u e n c h i n g  o f  t l t i s  c o m p o u n d ,  v a l u e s  w e r e

o b t a i n e d  w h i c h  a r e  m o r e  t h a n  t w o f o l d  l a r g e r  t h a n  t h o s e  d e t e r m i n e d

f rom the  acc l rmu la t ion  o f  methy lamine.  For  tha t  reason the  mechan-

1 s m  o f  f f u o r e s c e n c e  q u e n c h l n g  o f  9 - a m i n o a c r i d i n e  a t  i t s  i n t e r a c -

t ion  v r i th  chromatophore  membranes has  been inves t iga ted  (Chapter

V T ) .  T h e  f l u o r e s c e n c e  o f  t h e  a c r i d i n e  i s  q u e n c h e c j  u p o n  i t s  e n e r -

o . . -  j  n c l c n e n d e n  I  l - r . i  - . 1  i  ^ ^  F ^  + L ^  - ^ h h r A n c  : n d  h r z  . l  r " r a  I  i  a h  l - * d a n a n d a n { -L v  L l l s  l L l s r L L U L a r r s  u r l u  u J  L w v  t a y r r L  u s l r u r r u s r r L

p r o c e s s c s :  a  t r i g e r i c i n - i n s c n s i t i v e  i n t e r a c t i o n  a n d  a  n i g e r i c i n -

s e n s i t . i v e  i n L e r a c t i o n .  T h e  n i g e r i c i - n - s e n s i t j v e  q u e n c h i n g  i s  a n

i n d i c a t i o n  o f  l h c  l i g h t - g e n e r a L e d  p H - g r a d i e n t  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e .
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I l -  w a s  s h o w n ,  h o v r e v c r ,  l - h a t -  t h i s  q u c n c h i n g  c o u l d  n o t  b e  a s c r i b e d

I - A  a n F r : n n i n o  n f  n r n i _ r n m n l o c r r l o q  i n  F h n  c h r n m a f n n h n r a c  a n n c a ^ r r a n { - -* y y ' . ' ) r v v t l J u \ l u L l l L

l r z -  n n o  i s  n n l -  F l l O W e d  t O  C a l C U l a t - r .  n H - o r a d i o n F s  F r n m  t h i s  c r r r . n -+ J  r  v r r v

a 1 - . i n a  l ^ - ^ ^ z ]  n n  n r r c h  r c c r r m n F i a nu l ' - L t I Y  u q > s u  v r I  D u u r L  u r r u r " P L f v r r .

Absorbance spec t ra  o f  membrane-bo l lnd  caro teno ids  are  sens i -

t i v e  L o  c h a n g e s  . i n  t h e  e f  e c t r i c  f  i c l d .  T h e  e x t e n t  o f  L h i s  J  i g l r l - -

l n d u c e d  a b s o r b a n c e  c h a n g e  i s  f r e q u e n t f y  u s e d  f o r  m e m b r a n e  p o L e n -

L j - a l -  m e a s u r e l n e n L s .  L I o w e v e r ,  i t  c a n  b e  q u e s t i o n e d  v J l ' r e t h e r  t h e s e

^ h r  n d a -  r a r  1  1  r ,  - ^ f  l e c t  L h i s  t _ r a n s m e m b r a n . .  n . ) t r . n t  i  a  I  .  p o t e n t i a l s

d e t c r m i n e d  f r o m  t h e s e  s p e c L r a l  c h a n g e s  a r e  m u c h  l a r g e r  l - h a n  t h o s e

c a l c u l a t e d  f r o m  i o n - d i s t r i b u t i _ o n  ( C h a p t e r  I V )  .  T h e  a b s o r b a n c e

c h a n g e s  h a v e  b e e n  a s c r i b e d  t o  e l e c t r o c h r o m i s m :  a  s h i f t  o f  t h e  a b -

s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  t h e  p i g m e n t  m o l - e c u l e s  u n d e r  i n f l u e n c e  o f

a l - t e r a t i o n s  o f  t h e  e l - e c t r i c  f i e l d .  H o w e v e r /  f r o m  d e t a i l e d  s t u d i e s

o f  t h e  I  i  o h t - i  n d r r c e d  a b S o r b a n c e  c h a n o e q  a n d  n h a n o c -  i  h , r , r ^ ^ . i  1 ^ "
D  r r r u u L E u  ! y

a r t i f i c i a l l y  g e n e r a t e d  m e m b r a n e  p o t . e n t i a l s  i t  i s  c o n c l _ u d e d  j n

C h a p t e r  V I t  t h a L  a n  e l e c t r o c h r o m i c  e x p l a n a t i o n  i s  u n f i k e l y .  T h e

m e m b r a n c  p o L e n t i a l  i n d u c e d  s p e c t r a l  c h a n g e s  c a n  b e  e x p l a i n e d  i n

t e r m s  O f  r : h : n o e s  i n  l - h o  s h a n o  o f  I ' i 1 \ ? - + i ^ h - 1  r h l  l + F i n a q  n f  F h av f U r q L f , v t r a f  > I J r I L L f r r y J  v !

c a r o t e n o l d  m a i n  e l e c t r o n i c  t r a n s i t i o n .

T h e  r e s u l t s  d e s c r i b e d  1 n  t h i s  t h e s i s  c l - e a r l - y  d e m o n s t r a t e  t h a t

cy top lasmic  membrane ves ic l -es  and chromatophores  o f  R l todopseu-

d o m o , . a s  s p h a .  t  o t ' d e s  a r e  v e r y  u s e f u l  s y s t e m s  f o r  s t u d i e s  o n  e n e r g y -

] - r a n q d t t c  i  n o  h i  n l  n a i  n a  I  m a m h r a n a c
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