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Halobakterien — Leben ohne Sauerstoff

Lichtenergiewandlung und Farbunterscheidung durch Retinalpigmente

Von Gottfried Wagner

Das halophile Archaebakterium Halobacterium halobium gehort zu einer Gruppe hochspezialisierter Mikroorganismen. Archaebakterie

existierten bereits im Erdaltertum, noch bevor sich die Reiche der Pro- und Eukaryoten voneinander getrennt hatten. Sie iiberlebten bis heut\
an Extremstandorten, wo sie dem Konkurrenzdruck anderer Organismen weitgehend entzogen sind. Aufgrund dieser Umweltbedingungen wa,
ren sie zur Entwicklung spezifischer Anpassungsstrategien gezwungen. Halobakterien zeigen auBergewdhnliche Stoffwechselleistungen in An,
passung an die besiedelten Standorte. (Siehe auch Spiegel der Forschung Nr. 2; S. 40-42.) Ihre natiirlichen Lebensriiume sind z. B. austrock,
nende Kiistenstreifen tropischer und subtropischer Meere oder Salinen. Diese Biotope zeichnen sich neben dem hohen Salzgehalt durch inten

sive Sonnenbestrahlung aus.

Die starke Sonneneinstrahlung bedingt
niedrige Sauerstoffkonzentration in den auf
etwa 40 °C erwidrmten Salzlosungen. Eine
Regulation des zelluldren Ionenhaushalts
ist fiir Halobakterien wegen der extremen
Salzkonzentrationen in ihren Lebensrdu-
men besonders wichtig. Vermutlich waren
es Sauerstoffmangelbedingungen, die die
Halobakterien zur Entwicklung lichtgetrie-
bener Tonenpumpen zwangen. Sie reichern
selektiv bestimmte lonen im Zellinneren an
und pumpen andere lonen nach auBen. Da-
durch schaffen die lonenpumpen die le-
bensnotwendigen  Konzentrationsunter-
schiede iiber der Bakterienmembran.

Diese lonengradienten zwischen innen und
aullen dienen als Triebkraft zur Aufnahme
von Aminosduren, zur Regulation des ITo-
nenhaushalts und zur Synthese von Ener-
giedquivalenten (ATP). Die Wirksamkeit
der Lichtenergiewandlung halobakterieller
Tonenpumpen liegt im gleichen Gréfienord-
nungsbereich wie die der Photosynthese
griiner Pflanzen und erstreckt sich tiber ei-
nen weiten Intensitatsbereich der Sonnen-
einstrahlung von diffusem Tageslicht bis zu
extremer Sonnenbelastung.

Die Bedeutung dieser Lichtenergiewand-
lung wird auch dadurch unterstrichen, daB3
die Bakterien zur aktiven Akkumulation im
bioenergetisch nutzbaren Licht befihigt
sind. Gelb-Orange-Licht wirkt auf die
schwimmenden Bakterien als Lockreiz und
Blau-UV-Licht wirkt als Fluchtreiz. Ange-
trieben werden sie bei ihren Schwimmbewe-
gungen durch schraubig gewundene Gei-
Beln.

Retinalproteine als Photorezeptoren

Sowohl lichtgetriebener Ionentransport als
auch Photosensorik sind Funktionen von
Retinalpigmenten (Rhodopsinen), die als
integrale Proteine in die Zellmembran ein-
gebaut sind. Die Rezeptoren der halobakte-
riellen Lichtenergiewandlung und Licht-
wahrnehmung gehoren also zur gleichen
Stoffklasse wie der Sehpurpur des menschli-
chen Auges.

Bisher sind drei Retinalproteine in der
Membran der Halobakterien identifiziert
worden. Bacteriorhodopsin (BR) und Ha-
lorhodopsin (HR) fungieren als lichtgetrie-
bene Tonenpumpen, Sensorhodopsin (SR)
vermittelt die lichtgesteuerten Schwimmre-
aktionen.

Die drei Retinalpigmente BR, HR und SR
durchlaufen nach Lichtabsorption jeweils
einen Photozyklus, der ohne weitere Ener-
giezufuhr zum Grundzustand zurtickfihrt.
Im Verlauf dieser zyklischen Molekiilumla-
gerungen wird vom BR ein Proton vom
Zellinneren ins AufBenmedium gepumpt
und vom HR-Molekiil ein Chlorid-Ion von
aullen ins Zellinnere aufgenommen. Das
SR zeigt keine mefBbare lonentransport-
funktion.

Die Zwischenzustinde der Molekiile beim
Photozyklus sind teilweise ebenfalls photo-
aktiv. Sie absorbieren Licht in einem ande-
ren Spektralbereich als der Grundzustand
des Rhodopsins und modulieren so die spe-
zifische Aktivitit des Pigments (Photochro-
mie). Die Retinalproteine zeigen im Grund-
zustand Absorptionsmaxima fiir Gelb-
Orange-Licht, wihrend photoaktive Zwi-
schenzustinde Blau-UV-Licht absorbieren.

Blau-UV-Licht fiithrt zu folgender spezifi-
scher Modulation der jeweiligen Pigment-
aktivitit im Orange-Licht:
HR - Forderung der spezifischen Pump-
aktivitit
BR — Senkung der spezifischen Pumpakti-
vitit
Umkehr
tung
Die Modulation der Pigmentaktivitit tiber
die Blau-Licht-Absorption photoaktiver
Zwischenzustinde ermdglicht den halobak-
teriellen Rhodopsinen die Unterscheidung
verschiedener Farben mit einem Pigment.

SR - der GeiBelrotationsrich-

Lichtenergiewandlung
und sekundiire lonenfliisse

Ein Modell der halobakteriellen Zellmem-
bran ist in Bild 1 dargestellt. Die Membran-
komponenten der Bakterien spiegeln die be-
sonderen Anforderungen ihrer Umwelt wi-

der. Die ATP-Synthese der Zellen wirq
durch einen Protonengradienten angetrie
ben (pmf = proton motive force). Diesg,
Gradient wird beispielsweise von der Ay
mungskette erzeugt, die unter Sauerstofy,
verbrauch Protonen nach auBlen pump;
Unter Sauerstoffmangel wird vermehn
Bacteriorhodopsin synthetisiert, das aly
lichtgetriebene elektrogene Protonenpum,
pe ebenfalls pmf aufbaut. Die Energie de,
Protonengradienten wird durch eine ATP,
ase fiir die Zelle nutzbar gemacht. Diesg,
bisher einzige bekannte Mechanismus zy,
biologischen Energiegewinnung aus Lich
ohne Chlorophyll wurde 1971 von Oester,
helt und Sloeq}wnius entdeckt. ATP-Syn,
these und pH-Anderungen bieten geeigney
Parameter, mit deren Hilfe wir unter anae,
roben Bedingungen die direkte Energiege\‘
winnung aus Licht in den Zellen untersy,
chen konnen.

Natrium-lonen, die den Hauptanteil de,
Kationen in austrocknenden Kiistenstrej,
fen stellen, sind selbst fiir die salzadaptier,
ten Halobakterien intrazellulir uner,
wiinscht. Deshalb verfiigen die Halobakte,
rien iiber ein wirkungsvolles Na "-Expor,
system, das tiber einen Einstrom von Proto,
nen angetrieben wird (Na™/H"-Antiport)
Ein erheblicher Teil der protonentreiben,
den Kraft wird zu diesem Zweck von dg
ATP-Synthese abgezweigt. Die Na*-Kon,
zentration in den Zellen bestimmen wir mj
Hilfe von Atomabsorptionsspektroskopie.
Der unter Energicaufwand aufrecht erhal.
tene Natriumgradient wird seinerseits wie
der energetisch genutzt. Der Riickstrom
von Na " in die Zelle ist mit dem Transpor
von Aminosiuren gekoppelt (Na*/Amino.
sidure-Symport). Aminosduren stellen di
wichtigste Néhrstoffquelle der Halobakte
rien dar. Sie sind wegen des Absterben:
nicht-halotoleranter Organismen bei An
stieg der Salinitit im Biotop reichlich vor
handen.

Zur Osmoregulation und zum Ladungsaus.
gleich beim Na *-Export zeigen Halobakte
rien einen selektiven Einstrom von Kalium:
Ionen, die bis zu einer Konzentration vor
3 Mol pro Liter angereichert werden. Di
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K "-Aufnahme wird durch spezifische Ka-
ndle vermittelt und vom Membranpotential
angetrieben. Eine weitere Funktion des ak-
kumulierten Kaliums wird sichtbar, wenn
sowohl die oxidative als auch die Photo-
phosphorylierung ausgeschaltet werden.
Da die Zellmembran fiir Kalium nur schwer
zu durchdringen ist, stellt der K*-Konzen-
trationsgradient zwischen Innenraum und
AuBenmedium ein nutzbares lonendiffusi-
onspotential dar. Der langsame K*-Aus-
strom treibt noch mehrere Stunden iiber die
pmf die ATP-Synthese. K *-Stréome konnen
durch selektive Elektroden gemessen wer-
den.

Halobakterien erhalten im Zellinneren eine
Chloridkonzentration von etwa 4 Mol pro
Liter aufrecht, die fir Wachstum und
Funktion der Zelle notwendig ist. Chlorid-
transport ist nur unter Energieaufwand
maoglich, da C1™ gegen einen hohen elektri-
schen Gradienten nach innen gepumpt wer-
den muB. Diese Aufgabe libernimmt die
lichtgetriebene Chloridpumpe Halorho-
dopsin, deren Funktion 1982 von Schobert
und Lanyi aufgeklirt wurde. Da HR eben-
so wie BR ein elektrogenes Transportsy-
stem ist, leistet es auch einen Beitrag zum
Aufbau des Membranpotentials. Chlorid-
transport wird mit Hilfe von radioaktiv
markiertem *°C1~ bestimmt.

Die Fortbewegung der Bakterien wird
durch den Protonengradienten energeti-
siert. Die GeiBel wird durch einen H*-Ein-
strom angetrieben.

Photosensorische Bewegungssteuerung

Die Rotationsrichtung der Geillel wird
auch ohne duBere Reizung periodisch um-
geschaltet (Spontanreversion), sie arbeitet
dabei je nach Drehrichtung als Schub- oder
Zuggeillel. Dieses Schwimmverhalten fiihrt
ohne dullere Einflisse zu einer Zufallsver-
teilung der Bakterien in ithrem Lebensraum.
Die Reaktion auf Umweltreize ermdglicht
den Halobakterien die Konzentration an
fiir sie besonders giinstigen Orten ihres Bio-
tops und die Vermeidung ungiinstiger Be-
reiche. Die Reaktion der Bakterien auf op-
tische und chemische Reize wird seit Linge-
rer Zeit an der KFA Jiilich von Hildebrand,
Dencher und Schimz untersucht.
Lockreize wie Gelb-Orange-Licht werden
mit einer Verldngerung der Rotationszeit
beantwortet, wihrend Blau-UV-Licht ein
Fluchtreiz ist, der zu einer raschen Dreh-
richtungsinderung der Geillel und somit
zur Umkehr des schwimmenden Bakteri-
ums fiihrt.

An der Lichtreaktion ist Sensorhodopsin
(SR) beteiligt, das zuerst von Bogomolni
und Spudich beschrieben wurde. SR unter-
scheidet sich von den beiden lonenpumpen
BR und HR auch durch die lange Dauer des

LIGHT

LIGHT

Na* 0, H*

Bild 1: Membranfunktionen zur Bioenergetik und Verhaltensphysiologie von Halobacterium
halobium. Die eingezeichneten Membrankomponenten umfassen die lichigetriebene, elekiroge-
ne Protonenpumpe Bakteriorhodopsin ( BR), die lichtgetriebene, elektrogene Chloridpumpe
Halorhodopsin (HR), den Membrankanal fiir Kalium-Ionen, die Protonen-getriebene reversi-
ble ATP-Synthetase, den Natrium-getriebenen Aminosdure-Symport, die A tmungskette und
den Protonen-getriebenen Natrium-Antiport; das Vorzeichen elektrischer Membranspannung
ist ebenfalls angegeben. Die lichtabhdngige Steuerung des Schwimmverhaltens erfolgt iiber ei-
ne noch unbekannte Signalkette zwischen sensorischem Rhodopsin (SR) und dem Protonen-
getriebenen Geifielmotor. '

grin-gelb

Bild 2 Photosensorisches Verhalten von Halobacterium halobium. A) Der Ubertritt aus einem
Lichtbezirk von photoenergetisch wirksamem griin-gelbem Licht in angrenzendes dunkelrotes
Licht wird durch eine schreckartige Umkehr der Geifelrotationsrichtung vermieden, hieraus
resultiert ein Riickwdértsschwimmen bis zum erneuten Anstofien an die Lichthezirksgrenze.
B) Zellschidigende blau-ultraviolette Strahlung wird stdrker als dunkelrotes Licht (siehe
Bild4 A) durch schreckartige Umkehr in der Geifielrotationsrichtung und Riickwdrtsschwim-
men vermieden. Unter natiirlichen Biotop-Bedingungen wirken beide Erkennungsmechanismen
in einer Form von Farbunterscheidung zusammen, um Halobakterien bei der optimalen Lichi-
energie-Nutzung durch Bakteriorhodopsin und Halorhodopsin vor zu hohen UV-Bestrah-
lungsstérken zu schiitzen.
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Bild 3a: Schematische Darstellung einer Halobakterien-Zelle mit inselartigen Purpurmem-
bran-Bereichen und monopolarer Begeifelung.

Bild 3b: Die Anordnung von Bakteriorhodopsin in der Purpurmembran, in Aufsicht leicht sche-
matisiert gezeigt. Jeweils drei Bakteriorhodopsin-Molekiile liegen geordnet nebeneinander und
bilden ein Trimer. Jedes Einzelmolekiil im Trimer ist aus sieben alpha-helikal gewundenen Ket-
tenabschnitten aufgebaut, die in Aufsicht kreisformig erscheinen. Die bezifferten Dreiecke
kennzeichnen Symmetriezentren im zweidimensional-kristallinen Gitter und liegen mafistabge-
treu etwa 6 nm auseinander. Membranlipide fiillen die Liicken zwischen den Protein-Trimeren.

Bild 3¢: Modell eines Bakteriorhodopsin-Molekiils, im senkrechten Schnitt zur Membranebe-
ne gezeigt. Membranlipide fiillen die Liicken zwischen den alpha-helikal gewundenen, also in
Seitenansicht stabformig erscheinenden, Kettenabschnitten. Gel-Elektrophorese und Amino-
siure-Sequenzierung weisen darauf hin, daff die alpha-helices durch Peptidspangen an ihren
Enden schleifenartig untereinander verbunden sind.

Photozyklus. Beim SR, das deshalb auch
als Slow-Cycling Rhodopsin bezeichnet
wird, liegt sie im Sekundenbereich, wih-
rend BR und HR ihre Photozyklen im Mil-
lisekundenbereich durchlaufen. DaB3 Sen-
sorhodopsin eine wichtige Rolle bei der
Photosensorik spielt, gilt als sicher. Dage-
gen ist noch umstritten, ob es als einziges
Pigment die Lichtsteuerung der Schwimm-
bewegung vermittelt.

In unserem Labor wurde eine Methode ent-
wickelt, die BakteriengeiBeln mechanisch
zu kiirzen und die Zellen dann mit ihren
GeiBelstiimpfen an priparierte Oberflichen
anzuheften. Die Bakterien rotieren an ei-
nem Ort, statt frei zu schwimmen. Dies er-
moglicht die Beobachtung einzelner Zellen
iiber Stunden hinweg. Uber Videoaufzeich-
nungen koénnen Drehrichtung, Rotations-
zeit und Rotationsgeschwindigkeit sehr ge-
nau erfaBt werden. Uber das Verhiiltnis die-
ser Grollen SPONTAN zu den GroBen GE-
REIZT stehen empfindliche MeBparameter
zur Verfiigung. Durch aktionsspektrome-

trische Untersuchungen lassen sich spektra-
le und kinetische Charakteristika der betei-
ligten Photorezeptoren untersuchen.

Molekiilstruktur und Funktion
des Bacteriorhodopsins

Das Bacteriorhodopsin setzt sich zusam-
men aus dem Proteinanteil (dem Opsin)
und dem daran kovalent gebundenen Chro-
mophor Retinal. Neben der Aminosiurese-
quenz des Opsins und der Bindungsstelle
des Retinals ist aufgrund von Rontgendif-
fraktionsexperimenten bekannt, dal} sich
das Molekiil aus sieben alpha-helikalen Ab-
schnitten aufbaut. Diese sind vollstindig in
die Membran eingelagert und werden durch
nicht-helikale Teile der Proteinkette mitein-
ander verbunden, die in den extra- bzw. in-
trazelluliren Raum hineinragen.

In der Membran lagern sich BR-Molekiile
zu Trimeren zusammen, die sich wiederum
zu einem zweidimensional hexagonalen
Gitter mit parakristallinen Eigenschaften

Bild 4:  Bakteriorhodopsin-Kristall — pe,
0,35 mm  Ldnge im 11'0/1Imi/\’rusl\'apische,e
Bild. Die Kristallisation erfolgte unter t(«’r\'
restrischen Bedingungen aus einer Protein,
losung, die durch Ammoniumsulfat mittel,
Dampfdiffusion-Technik konzentriert wurde

anordnen. Diese sogenannte Purpurmenm,
bran kann bis zu 50% der Membranober,
fliche in Form von gleichmiiBig verteilten
inselartigen Bereichen einnehmen. ‘
Um den Mechanismus der Funktion aly
Protonenpumpe zu verstehen, ist eine ge.
naue Kenntnis der Tertidrstruktur des BR,
Molekiils notwendig. Durch Kristallisation
des Proteins ist es moglich, mit Hilfe vop
Rontgenstrukturanalysen der Kristalle dig
ridumliche Anordnung der Polypeptidkettq
und damit die Lage der einzelnen Amino,
sduren im Molekiil zu erkennen. Die hohg
Auflésung der Tertidrstruktur erlaubt e
Vorstellungen iiber den moglichen Weg dey
Protons durch das Molekiil zu entwickeln,
die dann (z.B. tber site-spezifische Muta.
tionen) experimentell iiberpriifbar werden
Zur Gewinnung von Bacteriorhodopsin fii;
die Kristallisation wird die Purpurmen,
bran nach Aufbrechen der Bakterienze]len
im Saccharose-Dichtegradienten isoliert
Das Protein wird durch Zusatz von Deter,
gentien aus seiner Lipidumgebung heraus.
gelost. Aus der iibersittigten Proteinldsung
aggregieren die Molekiile zu einer geordne-
ten, repetitiven Struktur, dem Kristall. Djg
Parameter der Wachstumsbedingunger
(pH, Temperatur, lonenstirke, Fillungs.
mittel usw.) miissen so gewihlt werden, dafl
eine zufillige Aggregation zu amorphey
Prizipitaten verhindert wird.
BR-Kristalle, zum ersten Mal von Michel
und Oesterhelt geziichtet, sind hexagonal
Sédulen mit einer P1-Symmetrie und sieben
Molekiilen pro kristallographischer Ein-
heitszelle. Ordnungsgrad und GroBe der
Kristalle (< 0,2 mm) reichten bisher jedoch
nicht fiir eine hinreichend hohe Auflosung
der Molekularstruktur aus. Nahezu ideale
Voraussetzungen fiir das langsame Wachs
tum weniger, aber grofler und hochgeord-
neter Kristalle sind — wegen fehlender Kon-
vektion — unter den Mikrogravitationsbe-
dingungen im Weltraum gegeben.



