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Lebenskiinstler unter gliithender Sonne
Halobakterien: Ein Kapitel molekularer Okologie / Von Gottfried Wagner

Wie herrlich ist dein Aufgang am Rande des Himmels,
o lebender Aton, Ursprung des Lebens!
Wenn du am dstlichen Himmel aufsteigst, fiillst du
das ganze Land mit deiner Schonheit.
Die Menschen und alles Getier und Pflanzen leben durch
dich; wenn du untergehst, sterben sie, denn du bist die
Lebenszeit selber und man lebt durch dich.
( Aus dem Sonnensang Konig Echnaton’s).

Das Licht der Sonne als Urquell des Lebens
war bereits den alten Kulturen bewuBt. In li-
terarischer Form umreift der Sonnensang
Konig Echnaton’s einen dominierenden
Umweltfaktor, dem sich alle LebensiuBe-
rungen auf der Erde unterordnen durch An-
passungs- und Optimierungsstrategien.

Die Energie fiir Lebensprozesse stammt
grundsitzlich von der Sonnenstrahlung, die
von photosynthetisierenden Pflanzen und
Mikroorganismen aufgenommen und als
Teil ihrer Nahrung in zelleigene Energie um-
gewandelt wird. Aber die Sonne versorgt
das Leben auf der Erde nicht nur mit Ener-
gie. Sie spielt auch eine entscheidende Rolle
fiir die Orientierung der Organismen in Zeit
und Raum. Die Arbeitsgruppe Membran-
und Bewegungsphysiologie im Fachbereich
Biologie konzentriert sich auf die moleku-
lare Analyse von Mechanismen der Licht-
energie- und der Lichtsignal-Wandlung an
biologischen Membranen.

Untersucht werden zwei ausgewihlte Mi-
kroorganismen, die bereits in Friihzeiten der
Erdgeschichte entstanden sind und auf-
grund ihrer Optimierungsstrategien bis in
die Gegenwart iiberleben konnten. Sowohl
das Salzwasser-licbende Archaebakterium
Halobacterium halobium, auf das hier be-
sonders eingegangen werden soll, als auch
die SiiBwasseralge Mougeotia sind weltweit
zu wichtigen Modellorganismen in der Zell-
biologie geworden.

Halobakterien haben als biologische Spezia-
listen extreme Salzstandorte wie das Tote
Meer oder Kiistenstreifen Kaliforniens,
Siidafrikas oder Siidaustraliens, ja sogar ge-
pokelten Fisch, als Lebensraum erobert. Die
Besiedlung dieser Extremstandorte mit An-
passung an hohe Bestrahlungsstirken der
Sonne hat das Uberleben der Halobakterien
seit Urzeiten der Erdgeschichte gesichert,
seit Zeiten, in denen die zellzerstérende ul-
traviolette Sonnen-Strahlung ohne Abschir-
mung durch eine Ozonschicht auf die Erde
traf. Anhand einer spektralen Abtastung
des Lichtes nach zellschiddigenden bzw. zell-
niitzlichen Komponenten entscheiden Ha-
lobakterien mit groBer Priizision {iber ihre
Lage im Raum. Wenigstens drei Photore-
zeptoren arbeiten hier zusammen, die in ih-
rem chemischen Aufbau dem Sehpurpur der
Tiere bis zum Menschen verbliiffend dihnlich
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Bild 1a: Schematische Darstellung einer Halobakterien-Zelle mit inselartigen Purpurmen,
bran-Bereichen und monopolarer Begeifielung.

Bild 1b: Die Anordnung von Bakteriorhodopsin in der Purpurmembran, in Aufsicht leicht schy
matisiert gezeigt. Jeweils drei Bakteriorhodopsin-Molekiile liegen geordnet nebeneinander un,
bilden ein Trimer. Jedes Einzelmolekiil im Trimer ist aus sieben alpha-helikal gewundenen Ke;
tenabschnitten aufgebaut, die in Aufsicht kreisformig erscheinen. Die bezifferten Dreieck,
kennzeichnen Symmetriezentren im zweidimensional-kristallinen Gitter und liegen mafistabg.
treu etwa 6 nm auseinander. Membranlipide fiillen die Liicken zwischen den Protein-Trimeren

Bild 1¢: Modell eines Bakteriorhodopsin-Molekiils, im senkrechten Schnitt zur Membranebe
ne gezeigt. Membranlipide fiillen die Liicken zwischen den alpha-helikal gewundenen, also i
Seitenansicht stabformig erscheinenden, Kettenabschnitten. Gel-Elektrophorese und Amino
sdure-Sequenzierung weisen darauf hin, daff die alpha-helices durch Peptidspangen an ihre,
Enden schleifenartig untereinander verbunden sind (Bild 1d).

Bild 1d: Aminosdure-Sequenz des Bakteriorhodopsin. Die Ankniipfung der chromophore
Gruppe (Vitamin A-Aldehyd) an einen Lysin-Rest erfolgt in Aminosdure-Position 216.
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sind. Hier wie dort bildet ein Vitamin A-Al-
dehyd die lichtabsorbierende Gruppe, die
kovalent an ein spezifisches Protein in der
Zellmembran gebunden ist. Bei Wechselwir-
kung des Lichtes mit den Photorezeptoren,
d.h. bei Absorption von Lichtquanten, wer-
den die Pigmentmolekiile in einen energe-
tisch angeregten Zustand gehoben. Von die-
sem aktivierten Zustand aus durchlaufen die
Retinal-Proteine vorbestimmte photo- und
thermochemische Reaktionsschritte in ge-
schlossenen Kreisliufen. An diese Kreisldu-
fe sind koordinierte Reaktionsfolgen in der
Zellmembran gekoppelt, die im Fall von
Bakteriorhodopsin zum elektrogenen Ex-
port von Wasserstoff-Ionen fiihren, im Fall
von Halorhodopsin zum elektrogenen Im-
port von Chlorid-Ionen, und im Fall des
sensorischen halobakteriellen Rhodopsins
zur zelluliren Erregung, Ausgangspunkt
der bakteriellen Orientierung im Biotop
(Bilder 1-4).

Lichtenergie-Wandlung

Bakteriorhodopsin, entdeckt von D. Oester-
helt und W. Stoeckening, bildet in der intak-
ten Zelle klar umrissene Membran-Areale,
die bis zu 50% der Membranoberfliche be-
decken konnen. Aufgrund ihrer Farbe wurde
diesen Membranbereichen die Bezeichnung
Purpur-Membran* gegeben. Das Heraus-
brechen und die Isolierung der Purpurmem-
bran-Inseln aus der umgebenden Zellmem-
bran gelingt durch osmotischen Schock und
anschlieBende Dichtegradienten-Zentrifu-
gation. Dadurch werden chemische und
physikalische Untersuchungen an der iso-
lierten und chemisch homogenen Membran-
fraktion méglich. Bakteriorhodopsin in der
Purpurmembran ist in einem zweidimensio-

‘ nal-kristallinen, hexagonalen Gitter ange-

ordnet und durchspannt senkrecht zur
Membranoberfliche die gesamte 5 nm dicke
Zellmembran (Bild 1, 3).

Nach Absorption eines Lichtquants (Pho-
ton) durchlduft Bakteriorhodopsin unter
Absorptionsinderung photochemische und
thermochemische ~ Zwischenstufen, und
kehrt ohne weitere Energiezufuhr in seinen
Ausgangszustand zuriick (Bild 2). Hier zeigt
sich ein wichtiger Unterschied zum Sehpur-
pur Rhodopsin, das unter Aufwendung von
Stoffwechselenergie (Wirbeltier-Auge) bzw.
Absorption eines weiteren Lichtquants (In-
sekten-Auge) in seinen Ausgangszustand
zuriickgefiithrt werden muf3. Dieser Unter-
schied ist wohl auch biologisch sinnvoll, da
Bakteriorhodopsin und ebenfalls das kiirz-
lich entdeckte Halorhodopsin vor allem als
kontinuierliche Lichtenergie-Wandler in der
Zelle fungieren, wihrend Rhodopsin am
Startpunkt einer komplexen Erregungslei-
tungs- und Erregungs-Verstirkungskette
steht. Aufgrund des elektrogenen Mem-

- brantransportes durch Bakteriorhodopsin
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Bild 2: Photozyklus von Bakteriorhodopsin.
Angeregt durch Absorption eines Photons
verldfft Bakteriorhodopsin seinen protonier-
ten Ausgangszustand mit Absorptionsmaxi-
mum bei 570 nm (Griin-Licht) und durch-
lauft Zwischenstufen. Protonenabspaltung
mit nachfolgender Protonenfreigabe in den
extrazelluldren Raum ( Auflenmedium) fiihrt
zum deprotonierten 412 nm Komplex (Ab-
sorption im Blau-Licht), der iiber weitere
Zwischenstufen und Reprotonierung aus dem
Cytoplasma in den Ausgangszustand zuriick-

findet. Bei Zimmertemperatur und Lichtsdt-

tigung wird der Photozyklus etwa zweihun-
dertmal pro Sekunde durchlaufen.

und Halorhodopsin wird die elektromagne-
tische Energie des Lichtes in chemisch nutz-
bare Energie umgewandelt, denn aus dem
Protonentransport durch Bakteriorhodop-
sin resultiert ein Konzentrationsgradient fiir
Protonen iiber der Membran und infolge
des gerichteten Ladungstransportes beider
elektrogener Membranproteine auch ein
Anstieg in der Membranspannung. Diese
gewonnene elektrochemische Energie wird
schlieBlich in biologisch nutzbare Energie in
Form der ,energiercichen* Bindung des

Adenosintriphosphates (ATP) umgesetzt.
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Bild 3: Demzlanszcln eines Purpurmembran-
Areals, umgeben von heterogener Zell-
membran.

Wir finden also auch bei Halobakterien eine
Art Photophosphorylierung, die vergleich-
bar ist der Photophosphorylierung photo-
synthetisierender Pflanzen.

Membran-Transport

Lebende, d. h. in aller Regel wachsende Zel-
len sind auf einen stindigen Stoffaustausch
mit der Zellumgebung angewiesen. Zelluldr
gewiinschte Stoffe wie metabolisierbare
Aminosduren und Zucker oder Spurenele-
mente und osmoregulatorisch wirksame lo-
nen sollen in die Zelle gelangen; andererseits
sollen katabolisch anfallende Schadstoffe
oder physiologisch unerwiinschte lonen aus
der Zelle hinausbefordert werden. Die
Transportfunktion der Zellmembran ist bei
Halobakterien, die ja in einem salzreichen
und gleichzeitig aminosdurereichen Biotop
leben, besonders ausgeprigt; der Aminosdu-
rereichtum ist eine Folge des Absterbens
nicht-halotoleranter Organismen bei An-
stieg der Salinitidt im Biotop.

Natriumionen, die den kationischen Haupt-
anteil in austrocknenden Kiistenstreifen
und im Toten Meer stellen, sind selbst fiir
die salzadaptierten Halobakterien intrazel-
luldr unerwiinscht. Deshalb verfiigen die
Halobakterien iiber ein wirkungsvolles Na*
-Exportsystem, das iber einen Einstrom
von Protonen angetrieben wird. Es wird also
ein Teil der protonentreibenden Kraft von
der ATP-Synthese abgezweigt; dieser Ener-
gieanteil geht aber nicht verloren sondern
findet sich wieder in einem Export von Na-
triumionen, die ihrerseits beim aktiven
Riickstrom in die Zelle besonders die Akku-
mulation der Glutaminsdure treiben.

Zur Osmoregulation und Ladungsneutrali-
sation beim Na*-Export zeigen Halobakte-
rien einen selektiven Einstrom von Kalium-
Tonen, die zelluldr bis hin zu einer Konzen-
tration von mindestens 3 Mol pro Liter ak-
kumuliert werden. Als Aufnahme-Mecha-
nismus ist ein Transport durch Kalium-spe-
zifische Kanile gut charakterisiert, getrie-
ben durch das Membran-Potential. Wir fin-
den also, daB Kalium neben seiner Funktion
als Protein-Stabilisator auch eine wichtige
Rolle als osmoregulierendes Gegen-lon
spielt. Eine weitere Funktion zelluldr akku-
mulierten Kaliums wird bei Ausschaltung
von oxidativer und Photophosphorylierung
sichtbar. Aufgrund der vorherrschenden
Membranselektivitit fiir Kalium gegeniiber
Natrium bildet ein hoher Kalium-Konzen-
trationsgradient tiber der Zellmembran ein
nutzbares Ionendiffusionspotential, das als
Triebkraft fiir den Protoneneinstrom wirkt
und so iiber die Protonen-treibende Kraft
ATP-Synthese treibt. Die Kapazitit dieses
.Notaggregates“ zur ATP-Synthese reicht
immerhin fiir mehrere Stunden. Das Netz-
werk der geschilderten Transportvorginge,
die im Licht letztendlich alle energetisch an
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die Lichtenergiewandler Bakteriorhodopsin
und Halorhodopsin gekoppelt sind, ist in
Bild 4 gezeigt.

Orientierung im Biotop

Die optimale Nutzung der Sonnenenergie
konnte nicht gelingen ohne lichtgesteuerte
Orientierung der Halobakterien im Biotop.
Dies erfolgt durch ein Erkennen der farbli-
chen Zusammensetzung des Sonnenspek-
trums, also durch eine Art von Farbense-
hen. Austrocknende Meeresarme oder gar
das Tote Meer mit groflen Anteilen an tieri-
schen und pflanzlichen Zersetzungsproduk-
ten lassen Licht einige Meter tief eindrin-
gen. Es herrscht dort langwelliges Licht vor
mit hohen Rotanteilen, die dem Wasser oft
eine braunrote Farbe verleihen. Energierei-
che, ultraviolette Strahlung gelangt dagegen
aufgrund von Absorption, Lichtstreuung
und Lichtbrechung an diesen Standorten nur
in die obersten Wasserschichten. Die 6kolo-
gische Nische zwischen diesen Lichtmilieu-
Grenzen nutzen die Halobakterien durch
Einhalten einer bestimmten Tauchtiefe, die
einerseits bereits Vermeidung der UV-Strah-
lung erlaubt, andererseits aber ausreichende
Lichtenergie im griin-orangen Wellenlidngen-
bereich einzufangen gestattet (Bild 5). Wie
Mini-U-Boote, angetrieben durch schraubig
gewundene Geileln, durchziehen die Halo-
bakterien ihren Lebensraum und registrie-
ren die Lichtverhiltnisse in der Tauchtiefe
durch ein Sehpurpur-dhnliches Pigment, das
unter Beteiligung unserer Arbeitsgruppe an
Halobakterien-Mutanten erst kiirzlich ent-
deckt und gegenwirtig schwerpunktméBig
mit Unterstiitzung der Deutschen For-
schungsgemeinschaft und des Bundesmini-
sters fiir Forschung und Technik untersucht
wird. Im nationalen und internationalen
Austausch von Methoden und Erkenntnis-
sen werden unter Selektionsbedingungen ge-
wonnene Mutantenstimme mit molekular-
biologischen Verfahren definiert und zel-
luldre Auswirkungen geloschter bzw. erwor-
bener genetischer Information auf Lichtab-
sorption und Ubertragungsschritte zelluli-
rer Erregung analysiert.

Halobakterien haben aufgrund ihrer unge-
wohnlich vorteilhaft organisierten Photore-
zeptoren zum Verstindnis der Lichtenergie-
Wandlung an biologischen Membranen we-
sentlich beigetragen, mit Auswirkungen auf
umweltfreundliche biotechnologische Ver-
fahren der Sonnenenergie-Nutzung. Nun
stehen wir an der Schwelle eines vertieften
Einblicks in zellulire Funktionsketten, die
Unterscheidung von Farben und zellulidre
Erregung einschlieBen. Die molekulare Bio-
logie von Retinal-Proteinen war Schwer-
punktthema eines Workshops der European
Molecular Biology Organization (EMBO-
Workshop) im Herbst dieses Jahres mit
einem Hauptvortrag der GieBener Gruppe.
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Bild 4: Membranfunktionen zur Bioenergetik und Verhaltensphysiologie von Halobacteriy,
halobium. Die eingezeichneten Membrankomponenten umfassen die lichtgetriebene, elektrom
ne Protonenpumpe Bakteriorhodopsin (BR), die lichigetriebene, elekirogene Chlor ldpmn,,,
Halorhodopsin (HR ), den Membrankanal fiir Kalium-Ionen, die Protonen-getriebene rever,.
ble ATP-Synthetase, den Natrium-getriebenen Aminosdure-Symport, die Atmungskette w;
den Protonen-getriebenen Natrium-Antiport; das Vorzeichen elektrischer Membmnspannu;‘j.
ist ebenfalls angegeben. Die lichtabhéngige Steuerung des Schwimmverhaltens erfolgt iiber
ne noch unbekannte Signalkette zwischen sensorischem Rhodopsin (SR) und dem Protone,
getriebenen Geiflelmotor. v
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Bild 5: Photosensorisches Verhalten von Halobacterium halobium. A) Der Ubertritt aus eine,
Lichtbezirk von photoenergetisch wirksamem griin-gelbem Licht in angrenzendes dunkelrol
Licht wird durch eine schreckartige Umkehr der Geiffelrotationsrichtung vermieden; hiera,
resultiert ein Riickwdrtsschwimmen bis zum erneuten Anstoffen an die Lichtbezirksgrenz
B) Zellschidigende blau-ultraviolette Strahlung wird stdrker als dunkelrotes Licht (siel
Bild 4 A) durch schreckartige Umkehr in der Geiffelrotationsrichtung und Riickwdrtsschwin
men vermieden. Unter natiirlichen Biotop-Bedingungen wirken beide Erkennungsmechanisme
in einer Form von Farbunterscheidung zusammen, um Halobakterien bei der optimalen Lich
energie-Nutzung durch Bakteriorhodopsin und Halorhodopsin vor zu hohen UV-Bestral
lungsstdrken zu schiitzen.




