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Zur Biosynthese der Purpurmembran von Halobakterien 

Von Manfred Sumper, Heribert Reitmeier und Dieter Oesterhelt"] 

Professor Feodor Lynen zum 65. Ceburtstag gewidmet 

Halobakterien sind extrem spezialisierte Organismen. Sie leben n u r  in gesattigten Kochsalz- 
losungen. In der Zellmembran dieser Bakterien sind inselformige Membranbereiche nachweis- 
bar. die sich durch Mernbranfraktionierung isolieren lassen. Diese Bereiche bestehen aus einer 
Lipidmatrix. in die Bacteriorhodopsinmolekiile in hexagonal-kristalliner Anordnung eingela- 
gert sind. Bacteriorhodopsin ist ein tiefpurpurfarbener Retinal-Protein-Kornplex (.,Purpur- 
membran"). Die Purpurmembran funktioniert als Licht-Energie-Wandler. ~ Wie kann ein solcher 
differenzierter Membranbereich entstehen? Bei in-vivo-Versuchen zur Biosynthese der Purpur- 
membran erwies sich eine andere Zellmembranfraktion, die Braune Membran. als biosynthe- 
tische Vorstufe. Bacterioopsin (das retinal-freie Protein) wird zunlchst in die Braune Membran 
eingebaut und kann erst nach Reaktion rnit Retinal in einer energieabhangigen Reaktion ..zur 
Purpurmembran auskristallisieren". Diese Reaktion ist umkehrbar. Ablosen des Retinals durch 
Retinaloximbildung lost die Purpurmembranbereiche wieder auf. Rekonstitution des Bacterio- 
rhodopsins durch Retinalzugabe fuhrt zu erneuter Bildung der Purpurmembran. 

1. Einleitung ten Proteinmolekulen in einer zweidimensionalen Lipidmatrix. 
Diese Vorstellung IaOt eine weitgehend freie Diffusion nicht 
nur der Lipidmolekule, sondern auch der Membranproteine 
in der Ebene der Membran envarten. 

Diesem Normalfall stehen Spezialfalle gegenuber, bei denen 
das Membranprotein einen zweidimensionalen Kristallver- 
band bildet. Ein solcher Fall ist in der Zellmembran von 

Die Untersuchung biobischer  Membransysteme hat in 
den letzten zehn Jahren zu einem weitgehend akzeptierten 
Modell der Membranstruktur gefuhrt, das unter dem Namen 
Fliissig-Mosaik-Mode11 bekannt wurdel'l. Im Prinzip be- 
schreibt dieses Modell eine Membran als Losung von orientier- 

['I M. Sumper. H Reitmeier und D. Oesterhelt 
Institut fiir Biochemie der Universital 
Rontgenring I I. 8700 Wiirzburg 

Halobakterien verwirklicht. Dort bildet Bacteriorhodopsin, 
der Retinal-Protein-Komplex. ein kristallines Gitter, das in 
der intakten Zelle nachweisbar ist'2. 3! Diese kristallinen Berei- 
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che lassen sich durch Membranfragmentierung freisetzen und 
isolieren. Aufgrund ihrer intensiven Farbe werden diese 
Membranstucke als Purpurmembran bezeichnet"- 6! Im Ge- 
gensatz zu den Sehpigmenten (z. B. Rhodopsin), die als Licht- 
sensoren wirken, arbeitet Bacteriorhodopsin als Licht-Energie- 
Wandlerf71. Die Lichtabsorption lost einen photochemischen 
Cyclus aus, an den der Transport eines Protons durch die 
Membran gekoppelt ist. Der resultierende elektrochemische 
Gradient des Protons wird zur ATP-Synthese in der Zelle 
benutzt (Zusammenfassung in lS1). 

Zusammensetzung und Struktur der Purpurmembran erwie- 
sen sich als ungewohnlich einfach. Mit der Kenntnis sowohl 
der Funktion als auch der Struktur bietet sich die Purpurmem- 
bran als Modell fur das Studium der Biosynthese einer Mem- 
bran und deren Steuerung an. 

2. Regdationsphanomene bei der Purpurmembransyn- 
these 

2.1. Chemische Zusammensetzung der Purpurmembran 

lsolierte Purpurmembran besteht zu ca. 75'$,, aus pigment- 
haltigem Protein und zu 25",, aus Lipid. entsprechend zehn 
Lipidmolekiilen auf ein Proteinmolekul. Als Protein liegt aus- 
schlieBlich Bacteriorhodopsin vor, ein Proteinmolekiil vom 
ungefahren M G  26000, das ein Retinalmolekul gebunden ent- 
halt[21. Retinal-freies Bacteriorhodopsin wird Bacterioopsin 
genannt. Mehr als SOY(, der Lipide werden von einem Diether- 
analogen des Phosphatidylglycerophosphates gestellt, wei- 
tere 30% durch zwei Glykolipide (Abb. 1). Eine Besonderheit 
der Halobakterienlipide ist das Fehlen von Fettguren; an 
deren Stelle tritt die invariable Seitenkette des etherartig ge- 
bundenen Isoprenoidalkohols Dihydrophytol['l. 

membran'20]. Sinkender Sauerstoffpartialdruck im Medium 
lost direkt oder indirekt die Synthese der Purpurmembran 
aus. Da also diese Membran nicht zur konstitutiven Ausru- 
stung der Bakterienzelle gehort, aber als Licht-Energie-Wand- 
ler zur ATP-Synthese herangezogen werden kann. erscheint 
die Funktion eines ,,Notstromaggregates" der Zelle offensicht- 
lich. Wenn die Geschwindigkeit der ATP-Synthese iiber die 
oxidative Phosphorylierung nicht mehr ausreicht, wird die 
Purpurmembran zusiitzlich bereitgestellt. Im Gegensatz zu 
Sauerstoff iibt Licht keinen vergleichbaren EinfluD auf die 
Purpurmembransynthese aus (vgl. Abschnitt 3.2). 

Die Untersuchung dieser induzierbaren Membransynthese 
muB letztlich die zeitliche Steuerung der Synthese aller 
Membranbestandteile, also von Pigment (Retinal), Protein 
(Bacterioopsin) und Lipid aufklaren und insbesondere die Fra- 
ge der Koordination der drei Synthesewege beantworten. 

3. Synthese der Bestandteile der Purpurmembran 

3.1. Carotinoidsynthese in Halobakterien 

Die Bildung von Bacteriorhodopsin und damit der Purpur- 
membran ist notwendigerweise von der Anwesenheit des Vit- 
amin-A-Aldehyds (Retinal) abhangig. Retinal entsteht in Tie- 
ren durch oxidative Spaltung der zentralen Doppelbindung 
des p-Carotins. 0-Carotin seinerseits wird in pflanzlichen Sy- 
stemen aus lsopentenylpyrophosphat auf dem in Abbildung 
2 skizzierten Weg aufgebaut und von Tieren als Provitamin 
A benotigtllO-' 5! Bei der de-novo-Retinalsynthese der Halo- 
bakterien laufen mit groDer Wahrscheinlichkeit beidegenannte 
Synthesen ab, wie zahlreiche neuere Untersuchungen zeigen. 
Einerseits konnten die in Abbildung 2 postulierten Zwischen- 
stufen zum Teil direkt nachgewiesen werden, andererseits ge- 

Abb. 1. Hauptkomponenten der Purpurmembranlipide. Oben : Dietheranaloges des Phosphatidyl- 
glycerophosphates (PGP); unten: Glykolipidsulfat. Neben den abgebildeten Strukturen kommen 
auch die unveresterten Lipide (ohne den endstandigen Phosphat- oder Sulfatrest) vor. 

2.2. EiduS von Sauerstoff und Licht a d  die Purpurmembran- 
synthese 

lang es vor kurzem, in einem in-vitro-System aus H. cutirubrwn 
die Synthese von p-Carotin aus Isopentenylpyrophosphat 
nachzuweisen[I6* "1. Als Besonderheit der Carotinoidsynthese 
in Halobakterien treten als Hauptprodukte C5,-Carotinoide 

Sauerstoffzufuhr limitiert wird, synthetisieren keine Purpur- auf, insbesondere die Bacterioruberine. Diese entstehen 
Halobakterien, deren Wachstum nicht durch mangelnde 
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Carotinoidbiosynthes. @@ = Pyrouhosphat, 

durch Anknupfen zweier C,-Isoprenbausteine an die En- 
den eines C4,,-Carotinoidst1*J. Ungekliirt ist die Frage, ob 

(Retinal-) und Bacterioruberinsynthese ist. Alternativ ware der 
in Abbildung 2 formulierte Weg uber p-Zeacarotin zum B-Ca- 
rotin denkbari19! 0.6 

3.2. Ed& von !huerstoff oad Licht a d  die Pigmentsynthese 

Lycopin ein gemeinsarnes Zwischenprodukt der fi-Carotin- 1.0 

a ._ H ac 
1: Urn eine rnoglichst storungsfreie Analyse der biosyntheti- * 

schen Vorstufen des Retinals zu gewahrleisten, wurden alle 

fuhrt, die keine Bacterioruberine synthetisiert (H. halobiwn 
RIM l). Abbildung 3 vergleicht die Spektren der WildtypBak- 

rend die Absorptionsbanden der Bacterioruberine bei Wildtyp 
zellen diejenigen aller anderen Komponenten iiberdwken, las- 
sen sich bei R 1M l-Zellen die Absorptionsbanden von Bacte- 

Untersuchungen mit einer Mutante von H. halobiwn durchge- 01 

terienzellen und der abgeleiteten Mutantenzellen R lM 1. Wah- 0.2 

riorhodopsin, Cytochrornen und Lycopin erkennen. ma ZInmJ- 

Die Bestimmung der Pigmente Lycopin, fi-Carotin und Reti- 
nal erfolgte spektroskopisch nach Acetonextraktion von 211- 
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Abb. 3. Absorptionsspektrcn von Halobaktaienzellen: Wildtypzcllen (-----) 
und Mutante R , M l  (-), 
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Lysaten. Das im Bacteriorhodopsin enthaltene Retinal wird 
unter diesen Bedingungen freigesetzt und kann deshalb mit 
der spezifischen Farbreaktion nach Futrerman bestimmt wer- 
denf2'! In Abbildung 4 sind die zeitlichen Konzentrationdn- 
derungen der einzelnen Pigmente in einer wachsenden Hal* 
bakterienkultur dargestellt. Abbildung 4a zeigt die Pigment- 
muster bei ausreichender Sauerstoffzufuhr und Abbildung 4b 
bei unzureichender Beliiftung. Zellen mit ausreichender Sauer- 
stoffzufuhr erreichen nur 10 bis 20 % des normalen Retinalge- 
halts. Das Auftreten von Retinal verlauft synchron mit dem 
Erscheinen der Purpurmembran in den Zellen. Optimale 
Retinalsynthese fuhrt zu geringen Lycopinkonzentrationen, 
umgekehrt hat eine niedrige Retinalkonzentration einen hohen 
Lycopinspiegel zur Folge. 

! Lycopin 
I 

/ 
a l  

! p  LO A 20 
B - Carotin ,- -* 

I 

0 20 LO 60 0 20 LO 60 
I [hl- 

Abb. 4. Carotinoidsynthese in Halobakterien unter verschiedenen Wachstums- 
bedingungen; a) optimale Beliiftung, b) das Wachstum limitierende Beliiftung. 

Die Zellen wurden in einem 14-Liter-Magnaferm (New BrunswicktFermen- 
ter mit Komplexmedium (250g NaCl, bog MgS0, ,7  H,O, 2 g  KCI, 3 g Trina- 
triumcitrat.ZH,O und log  Oxoid Pepton L 37 pro Liter) unter Belichtung 
geziichtet (20 x.8 Watt. Universal WeiD, Osram). Beliiftung in a): 180 Liter/h. 
500 Upm; Beliiftung in b): 120 Liter/h, 300 Upm. 

Proben (100ml) wurden zu den angegebenen Zeiten entnommemQie Pig- 
mente wurden aus den abzentrifugierten Zellen mit Aceton/H>O (9: I )  extra- 
hiert und nach Uberiiuhren in Petrolether (Kp= 50-70°C) auf eine Aluminium- 
oxidsaule (16g. Aktivitatsstufe 11-lIl),aufgetragen. Elution von p-Carotin: 
60ml ZOpror Ether in Petrolether; Elution von Retinal: weitere 1401111 dersel- 
ben Mischung; Elution von Lycopin: 40ml Ether. f3-Carotin und Lycopin 
wurden spektroskopisch in Hexanlosung bestimmt. Retinal nach [21]. Die 
Mengenangaben fur die einzelnen Pigmente beziehen sich auf 10 Liter Kul- 
turmedium. 

Um den EinfluI3 von Licht zu priifen, wurde das in Abbil- 
dung 4 dargestellte Experiment mit Dunkelkulturen wieder- 
holt. Es ergab sich ein qualitativ gleiches Resultat, allerdings 
ist die b-Carotinkonzentration auf etwa das Funffache erhoht. 
Moglicherweise wird p-Carotin bei der Belichtung zum Teil 
zerstort; auf ein Regulationsphanomen nvischen der B-Caro- 
tin- und der Retinalsynthesestufe darfdeshalb nicht unbedingt 
geschlossen werden. 

3.3. Bacteriaopsin- ond Lipidsyntbese 

Eine interessante Frage betrifft den zeitlichen Verlauf der 
Bacterioopsinsynthese (Bacterioopsin ist das Protein der Pur- 

purmembran). Es ware denkbar, daI3 Bacterioopsin zu den 
konstitutiven Proteinender Zellegehort, d. h. einen konstanten 
Anteil an der Proteinpopulation der Zelle zu jeder Wachstums- 
phase stellt. Abbildung 5 zeigt die Proteinmuster ganzer Zellen 
in vier aufeinanderfolgenden Wachstumsphasen und vergleicht 
sie mit dem zeitlichen Auftreten der Purpurmembran. Wah- 
rend alle nachweisbaren Proteinspecies qualitativ unveran- 

a1 bl cl dl  

f- -P M 

c- Bacterio- 
opsin 

PM a )  bl cl  d l  
Abb. 5. Analyse des Purpurmembran- (oben) und Bacterioopingehaltes (un- 
ten) von Halobakterienzellen in vier aufeinanderfolgenden Phasen der Wachs- 
tumskurve (bei limitierender Beliiftung). a) Logarithmische Phase (47 h); 
b) spite logarithmische Phase (55  h); c) und d) friihe (72 h) b m .  spiite (101 h) 
stationare Phase. 

Gleiche Zellmengen wurden mit Wasser lysierf auf eine Saccharoselosung 
mit Dichtegradient (204s %)geschichtet und bei 200000g iiber Nacht zentri- 
fugiert. Aliquote der Lysate wurden auf Polyacrylamidgelen (Gradientengele: 
10-25 %)in Gegenwart von 0.1 % Laurylsulfat elektrophoretisch aufgetrennt. 
Als Bacterioopsin-Referenz wurde isolierte Purpurmembran (PM) aufgetragen. 
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dert erscheinen, steigt der Bacterioopsinanteil synchron mit 
dem Auftreten der Purpurmembran auch noch in der statio- 
naren Wachstumsphase der Zelle deutlich an. 

Durch "P- und 35S-Pulsmarkierungsexperimente1221 wurde 
die zeitliche Steuerung der Synthese der Purpurmembranlipide 
untersucht. Es zeigte sich, daB die Purpurmembranlipide 
schon lange vor dem Einsetzen (bereits in der logarithmischen 
Wachstumsphase der Bakterien) der Retinal- und Bacterio- 
opsinsynthese aufgebaut werden, d. h. die zur Bildung der 
Purpurmembran benotigten Lipide werden dem Lipidreser- 
voir der Zelle entnommen. 

4. Membranfraktionen aus Halobakterien 

4.1. Die Purpurmembran als differenzierter Membranbereich 

Die isolierte Purpurmembran enthalt Bacteriorhodopsin- 
molekule in einer zweidimensionalen, hexagonal-kristallinen 
A n o r d n ~ n g ~ ~ ~ .  Durch elektronenmikroskopische Untersu- 
chungen der intakten Zellen mit Hilfe der Gefrierbrechtechnik 
lieB sich dieselbe Anordnung des Bacteriorhodopsins in der 
Zellmembran nachweisen. Die Purpurmembran liegt nach die- 
sen Untersuchungen also auch in vivo als differenzierter, 
inselformiger Bereich der Zellmembran vorl3! Das Entstehen 
eines solchen differenzierten Bereiches ist ein interessantes 
Problem. Denkbar ware ein direktes Kristallisieren des Bacte- 
riorhodopsins unmittelbar nach seinem Einbau in die Zell- 

300 400 500 600 700 
bInml+ 

membran. Es konnten aber auch biosynthetische Vorstufen 
der Purpurmembran als bereits differenzierte Bereiche der 
Zellmembran existieren. Zur Klarung dieser Fragen konnen 
Fragmentierungsversuche der Zellmembran und die Analyse 
der Fragmente dienen. Fur die Untersuchung der Biosynthese 
der Purpurmembran sind diejenigen Membranfraktionen von 
Interesse, in denen Bacteriorhodopsin, Bacterioopsin oder eine 
der biosynthetischen Vorstufen des Retinals auftreten. 

4.2. Fragmentierung der Zellmembran 

Verringerung der Salzkonzentration im Medium fuhrt zur 
Lyse der Halobakterien, d. h. das Cytoplasma der Zelle wird 
freigesetzt141. Zur Auftrennung von Membranen dient iiblicher- 
weise eine isopyknische Zentrifugation (Dichtegradientenzen- 
trifugation) in Saccharose. Wird der Membrananteil von Zell- 
Lysaten aus Halobakterien in Gegenwart von 0 . 5 ~  NaCl 
isopyknisch zentrifugiert, erhalt man eine Hauptmembranfrak- 
tion, deren Absorptionsspektrum in Abbildung 6 dargestellt 
ist. Die Absorptionsbanden bei 340,419 und 560nm werden 
durch Lycopin, Cytochrom b m .  Bacteriorhodopsin verur- 
sacht. Zentrifugation desselben Lysates in Abwesenheit von 
NaCl laBt drei Membranfraktionen A, B, C mit verschiedenen 
Absorptionseigenschaften erscheinen. Fraktion A enthalt das 
gesamte Lycopin, Fraktion B das gesamte Cytochrom und 
einen Teil des Bacteriorhodopsins, Fraktion C (Purpurmem- 

b c- 

I 
10.5 M NaCl ) 

n i  i L  "'I 300 LOO 500 600 700 

I I 
300 LOO SO0 600 700 

A [ n m l  - 

Abb. 6. Fragmentierung der Zellmembran bei niedriger Ionenstarke. Ein Zell-Lysat wurde auf eine Saccharoselosung mit Dichtegradient (20-459,;) mit ( I )  
und ohne (11) NaCl(0.5M) geschichtef und be; 2OOOOOg iiber Nacht zentrifugiert. Die Spektren der Fraktionen wurden mit einem Aminco DW2 regislriert. 
A :  Rote Membran: B: Braune Membran. C: Purpurmembran (siehe Text). 

AngeR'. Chem. 188. Jahrg. 1976 / Nr. 7 201 



bran) nur Bacteriorhodopsin. Diese Aufspaltung laBt einen 
Aufbau der Zellmembran aus differenzierten Bereichen vermu- 
ten. 

In Tabelle 1 sind einige Eigenschaften der Membranfraktio- 
nen A, B und C zusammengestellt. Wegen ihrer charakteristi- 
schen Farbe werden sie als Rote Membran (Membranfraktion 
RM 340). als Braune Membran und als Purpurmembran be- 
zeichnet. 

Tabelle 1. Einige Eigenschaften der Membranfraktionen A. B und C (siehe Abb. 6) 
- 

und als Pyridinium-Komplex im Differenzspektrurn (redu- 
ziert/oxidiert) charakteristische Absorptionen bei 41 8,524 und 
554 nm zeigt. Die Absorption bei 560 nm ist nach allen geteste- 
ten Kriterien (z. B. photochemisches Verhalten) dem Bacterio- 
rhodopsin zuzuschreiben. Der Bacteriorhodopsingehalt der 
Braunen Membran wird auch durch die elektrophoretische 
Analyse der Proteine dieser Membran bestatigt. Es treten 
zwei Hauptkomponenten auf, von denen die eine ebenso wie 

Fraktion Absorptionsmaxirna Schwebedichte 
l n m l  [g/crn'l 

Proteingehalt Pigment 
[%I 

A: Rote Membran RM 340 ca. 1.06 
B: Braune Membran 419, 560 a. 1.14 
C: Purpurmembran 560 1.18 

340 (492, 523. 565) < 5  Lycopin 
? Ham, Retinal 
a. 75 Retinal 

Die Membranfraktion RM 340 zeichnet sich durch mehrere 
ungewohnliche Eigenschaften aus: Ihr Proteingehalt liegt unter 
5 % des Trockengewichts; dies bedingt ihre niedrige Schwebe- 
dichte. Die Absorptionsmaxima lassen nicht ohne weiteres 
Lycopin als Pigment erkennen. 

Die Zugabe organischer Losungsmittel (z B. Aceton) andert 
das Absorptionsspektrum drastisch (Abb. 7); es entspricht 
nun dem des all-trans-Lycopins. Die Identitat des Pigmentes 
der RM 340 mit Lycopin wurde zudtzlich durch Schmelz- 
punkt und Massenspektrum belegt. Die all-trans-Konfigura- 
tion lief3 sich durch die jod-katalysierte Isomerisierung zu 
einem Gemisch von cis- und trans-Isomer ~eigen[~'! 

300 400 500 600 
m )i [nml- 
Abb. 7. Nachweis von Lycopin als Pigment der Roten Membran RM 340. 
I :  Absorptionsspektrum der RM 340 in Wasser, 2: in Aceton. 

Das ungewohnliche Absorptionsverhalten des Lycopins in 
der Membranfraktion RM 340 ist nicht leicht zu interpretieren. 
Die Existenz eines cis-Isomers, das bei Losungsmittelextrak- 
tion in all-truns-Lycopin iiberginge, erscheint unwahrschein- 
lich: Isomere mit so hoher Absorption im ,,cis-Bereich" und 
so geringer Absorption im Sichtbaren sind nicht bekannt123! 
Plausibler ist es, eine Drehung des Lycopinmolekiiles urn 
seine 14-1 5- und 14'-15'-Einfachbindungen anzunehmen 
(vgl. Abb. 2). Ein solches s-cis-Konformer besitzt die Form 
eines Stabes, in dem die x-Elektronen der zentralen Doppelbin- 
dung senkrecht zum rr-Elektronensystem des restlichen Mole- 
kuls stehen. Dadurch wird das konjugierte rr-Elektronensystem 
mit seinen elf Doppelbindungen unterbrochen. Es entstehen 
zwei Systeme mit je funf konjugierten Doppelbindungen, was 
die Absorption bei 340 nm und den hohen Extinktionskoefi- 
zienten (E,,,= 120000M-'cm-') erklaren wurde. 

Die Braune Membran zeigt zwei charakteristische Absorp 
tionen. Die Absorption bei 419 nm muB einem Cytochrom-b- 
Typ zugeordnet werden, da  die Hamgruppe extrahierbar ist 

Bacterioopsin wandert, wahrend die anderedie Proteinkompo- 
nente des Hamchromophors sein durfte. 

5. In-vivo-Versuche zur Biosynthese der Purpurmem- 
bran 

Wie aus den bisher geschilderten Experimenten hervorgeht, 
besteht ein enger Zusammenhang zwischen Retinal- und Pur- 
purmembransynthese. Um mogliche Zwischenstufen der 
Membranbildung zu finden, bietet sich der Einsatz spezifischer 
Inhibitoren fur die Synthesewege der einzelnen Membrankom- 
ponenten an, z. B. Proteinbiosynthese-, Carotinoidsynthese- 
oder Lipidsynthesehemmer. 

Tabelle 2. Einflul) des Nicotins auf den Carotinoidgehalt in Halobakterien. 
Halobakterien wurden mit oder ohne Nicotin im Medium gezogen. (Bis 
I mM Nicotin wird die Wachstumsgexhwindigkeit nicht beeinflufit.) Zur 
Analyse der Pigmente in der stationaren Phase vgl. Legende zu Abb. 4. 

Pigment Nicotin [mM] 
0 0.1 0.5 I .o 

Lycopin l00'K Steigerung 100 "!,-SO0 Y, 
p-Carotin loo'% < 1 I;$ < I %  < 1 % 
Retinal "3 % 8"/ .  2 '% < I %  

Im folgenden werden die bisherigen experimentellen Ergeb- 
nisse mit Nicotin, einem Inhibitor der P-Carotinbildung, be- 
schrieben. Wie Tabelle 2 zeigt, wird die 0-Carotinbildung 
in Halobakterien zwischen 0.1 und 1 mM Nicotin im Medium 
gehemmt,gleichzeitig steigt der Lycopingehalt der Zellen (,,Ni- 
cotinzellen") stark an. Dieses Ergebnis ist aufgrund der Tatsa- 
che zu erwarten, daD Nicotin die Cyclisierung des Lycopins 
zu b-Carotin inhibie~?[~~! Sollte die Bacterioopsinsynthese 
durch Retinal gesteuert werden, so muD Nicotin gleichzeitig 
rnit der Retinalsynthese auch die Bacterioopsinsynthese 
blockieren. Dies ist jedoch nicht der Fall. Bacterioopsin wird 
in den Zellen auch bei Gegenwart von Nicotin (d. h. in Ab- 
wesenheit von Retinal) gebildet. 

Darnit entsteht die Frage nach der Lokalisation des Bacte- 
rioopsins in der Zellmembran dieser ,,Nicotinzellen". Verhalt 
sich Bacterioopsin wie Bacteriorhodopsin, so mui3 man anstelle 
der Purpurmembran eine farblose Membranfraktion gleicher 
Dichte und Zusammensetzung erwarten. Der einfachste Nach- 
weis des Bacterioopsins erfolgt durch Retinalzugabe, wobei 
Bacteriorhodopsin rekonstituiert wird"". Mit dieser Methode 
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wurden die Membranfraktionen von Nicotinzellen nach iso- 
pyknischer Zentrifugation analysiert. Uberraschenderweise 
befindet sich das gesamte Bacterioopsin in der Braunen 
Membran (Abb. 8). 

entstehen. Abbildung I l a  zeigt, daB dies nicht der Fall ist: 
Das gesamte gebildete Bacteriorhodopsin verbleibt in der 
Braunen Membran. Offensichtlich kristallisiert Bacteriorhod- 
opsin nicht spontan zur Purpurmembran aus. 

Rote 
Membran 

Abb. 8. Nachweis und Lokalisation des Bacterioopsins in ,,retinal-freien" 
Zellen. 

Die Zellen wurden in Gegenwart von 1 mM Nicotin unter limitierender 
Beliiftung geziichtet. Die Membranfraktionen wurden durch isopyknische 
Zentrifugation getrennt (vgl. Abb. 6 ) .  Die Absorption der Fraktionen wurde 
bei 419 sowie bei 560nm vor (Kurve 1 )  und nach (Kurve 2) Retinalzugabe 
gemessen. 

Offenbar ist die Braune Membran eine Vorstufe der Purpur- 
membran. Neugebildetes Bacterioopsin tritt zunachst in der 
Braunen Membran auf und kann demnach erst nach Reaktion 
mit Retinal zu Bacteriorhodopsin ,,zur Purpurmembran aus- 
kristallisieren". Diese Arbeitshypothese veranschaulicht das 
Schema in Abbildung 9. 

Bacterioopsin in Bacteriothodopsin i n  

Brauner Membran Brauner Membran 
energie- .1 abhangtg 

m 

L , L '  ' 1  Purpurmembrerbildung 
Fii~c B: Bac temops in ,  e: !dacterlGrhod@pstn 

Abb. 9. Schematische Darstellung einer Arbeitshypothese iiber die Purpur- 
membranbildung. 

Danach mu13 bei Zugabe von Retinal zu ,,Nicotinzellen" 
Bacteriorhodopsin entstehen, vorausgesetzt, Retinal kann in 
die Zellmembran eindiffundieren. DaD dies moglich ist, belegt 
Abbildung 10. Bei diesem Experiment wurden ,,Nicotinzellen" 
lediglich in gesattigter Salzlosung (Basalsalz), also ohne jeg- 
liche Energiequelle, suspendisrt und mit Retinal versetzt. Nach 
Bildung des Bacteriorhodopsins sollte die Purpurmembran 

500 600 700 
l [ n m l +  

Abb. 10. Rekonstitution von Bacteriorhodopsin in ,,retinal-freien" Zellen 
durch Zugabe von Retinal. 

In Gegenwart yon Nicotin (1 mM) gezogene Zellen wurden in Basalsalz 
( 2 S O g  NaCI, 2 g  KCI. ZOg MgSO;7H20 pro Liter) in Gegenwart von 1 m M  
Nicotin resuspendiert. Nach Versetzen der Zellsuspension rnit Retinal wurde 
das Differenzspektrum (Aminco DW 2) zu \,erschiedenen Zeiten registriert : 
1 : Vor Retinalzugabe; 2-6: 11. 18. 31, 77 und 122min nach Retinalzugdbe. 

Wiederholt man das Experiment der Abbildung 11 a jedoch 
in Gegenwart einer Energiequelle, z. B. L-Alanin, so entsteht 
Purpurmembran (Abb. 1 1  b). Die Energieabhangigkeit der Pur- 
purmembranbildung aus Brauner Membran wird auch durch 
die Beobachtung nahegelegt, dal3 anstelle von Alanin Licht 
als Energiequelle fur diesen ProzeB dienen kann. Da Licht, 
das von Bacteriorhodopsin absorbiert wird, den ATP-Spiegel 
der Zellen ansteigen lafit, legt dies eine ATP-abhangige Modifi- 
zierung einer der Purpurmembrankomponenten nahe (denk- 
bar ist z. B. eine Phosphorylierung des Bacteriorhodopsins). 

Wie die vorangegangenen Experimente gezeigt haben, ist 
Bacterioopsin nicht imstande, die Gitterstruktur der Purpur- 
membran auszubilden. Diese Eigenschaft des Bacterioopsins 
sollte sich auch nachweisen lassen, wenn der isolierten Purpur- 
membran das Retinal durch chemische Reaktion mit Hydroxyl- 
amin entzogen wird (vgl. Abb. 9). Wie Rontgenbeugungs-Ex- 
perimente belegen, verliert die durch NH,OH gebleichte Pur- 
purmembran ihre Gitterstruktur und gewinnt sie durch Reti- 
nalzugabe ~ u r i i c k [ ~ ~ !  Isolierte Purpurmembranblatter erzwin- 
gen notwendigerweise die dichte Packung der Bacterioopsin- 
molekule, so daB fur die gebleichte Purpurmembran (Apomem- 
bran) keine Dichteanderungen zu erwarten sind; sie werden 
auch nicht gefunden. Im Gegensatz dazu sollte in intakten 
Zellen eine laterale Diffusion des Bacterioopsins in der Zell- 
membran moglich sein, die zur Auflosung der Purpurmem- 
branbereiche fuhrt (vgl. Abb. 9). Isopyknische Zentrifugation 
der Lysate NH,OH-gebleichter Zellen und Analyse der 
Membranfraktionen bestatigen dies : das gesamte Bacterio- 
opsin findet sich nun in der Braunen Membran. 

6. SchluDbemerkung 

Die geschilderten Untersuchungen sind nur ein Anfang, 
urn die Synthese und Assoziation von Membranbausteinen 
und die Regulation dieser Vorgange zu verstehen. Bereits 
jetzt zeigt sich aber die Brauchbarkeit des Halobakteriensy- 
stems fur die experimentelle Bearbeitung dieser Fragen. 

Angew.  Chem.  J 88. Jahrg .  1976 1 N r .  7 209 



1 2 

0 6  

1 
g 0.L 
c 
P 
D 

02 

- 

;:L. 
a1 keine Purpurmembran 

b i  1 2 

Braune Membran 

I 1 
300 400 500 600 

h [nm] - 
Abb. 11. ,,Auskristallisieren" des Bacteriorhodopsins in der Braunen Membran zur Purpurmembran. a) ,,Retinal-freie" Zellen wurden in Basalsalz 
(mit 1 mM Nicotin) suspendiert; eine Halfte wurde mil Retinal versetzt und 8h bei 40°C inkubiert. (Zur Analyse der Membranfraktionen siehe Abb. 6.) 
1 : ohne Retinal; 2: mit Retinal. b) wie a), jedoch unter Zugabe von 0,5% L-Alanin zum Inkubationsmediurn. 1 : ohne Retinal; 2: mit Retinal. 

Frau G. Herrmann danken wir fir zuverlassige Mitarbeit, 
Frau Ch. Sieberfir die Geduld beim Abfassen des Manuskriptes. 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fir Sachbeihil- 
fen zu Dank verpflichtet. 
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