Feuerzwerge auf der Erde — und auf anderen Planeten?

Professor Dr. Karl Otto Stetter

Auf der heutigen Erde kennt man hauptsédchlich Lebensformen, die an ge-
méBigte Umgebungstemperaturen von etwa 15 bis 45°C angepasst sind.
Dies gilt auch fiir die kleinsten Lebensformen, die Bakterien.

Bild 1: Tetanus-Erreger (Clostridium tetani)

Bild 1 zeigt ein mikroskopisches Férbepridparat vom Erreger des
Wundstarrkrampfes, der in seiner optimalen Wachstumstemperatur an
die Korpertemperatur seines menschlichen Wirts, also 37°C, angepasst
ist. Der Durchmesser dieser stibchenformigen Bakterien (rot) betridgt
1 Mikrometer, also 1/1000 mm. Zusétzlich kénnen Tetanus-Bakterien
Dauerformen (sogenannte Sporen; griin) bilden, die es ihnen ermdglichen,
widrige Lebensumstinde wie Trockenheit und Hitze zu iiberstehen.

Hitzeliebende (thermophile) Bakterien kennt man schon sehr lange
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(Kompost, heiflie Quellen). So berichtete der Breslauer Naturforscher Fer-
dinand Cohn bereits 1862 auf der 37. Versammlung der Gesellschaft Deut-
scher Naturforscher und Arzte von Cyanobakterien der Gattung Mastigo-
cladus, die in den Karlsbader Sprudelsintern bei 55°C griine Uberziige
bildeten — und es war der amerikanische Mikrobiologe Thomas Brock, der
110 Jahre spiter im Yellowstone Park mit Sulfolobus eine Mikrobe fand,
die bei 75°C lebt.!

Louis Pasteur konnte zeigen, dass Bakterien unseres Lebensraumes
durch Hitzebehandlung, beispielsweise durch Abkochen, getotet werden.
Die darauf beruhende Methode der Pasteurisierung ist heute ein Standard-
verfahren der Lebensmittelkonservierung. Dass dieses Verfahren jedoch
nicht bei allen Bakterien zur Abtotung fiihrt, werde ich gleich am Beispiel
der ,,Feuerzwerge* zeigen.

Die ersten Lebensspuren auf der Erde reichen zuriick ins frithe Archai-
kum. So enthalten 3,8 Milliarden Jahre alte Gesteine der Isua Stufe in West-
Gronland graphitischen Kohlenstoff, der eine deutliche Isotopenfraktionie-
rung aufweist (Bevorzugung des leichteren >C gegeniiber '*C), die auf
einen biologischen Beitrag zum damaligen Kohlenstoffzyklus hindeutet,
wahrscheinlich durch Bakterien, deren Gestalt nicht erhalten blieb.?

So kdnnte es ausgesehen haben, das Paradies der Urlebewesen vor

Bild 2: Urerde vor 3,9 Milliarden Jahren (Chris McKay, NASA)
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3,9 Milliarden Jahren, am Ende des groflen Meteoritenbombardements
[Bild 2]: Eine heille, schmutzige, feuchte, sauerstofflose Urerde, wahrhaft
,»hollische Lebensbedingungen. Enorme Meteoriteneinschldge brachten
das Urmeer zum Kochen und wirkten wie Katapulte, so dass es denkbar
ist, dass bereits damals mikrobenhaltiges Material zwischen den Planeten
des Sonnensystems ausgetauscht wurde. Um in einem derartigen Szenario
leben zu kdnnen, musste man damals in der Tat extremst hitzeliebend sein!
Das ldsst sich auch aus dem Stammbaum der Lebens ableiten, den ich
spéter noch zeigen werde.

In unseren Forschungsansitzen suchen wir nach den extremsten rezen-
ten Hochtemperaturbakterien und erforschen ihre Lebensweise. Diese
»Feuerzwerge* leben noch heute unter Urwelt-Bedingungen in den heiflen
Gebieten unserer Erde. In der Regel wachsen sie am besten bei Pasteu-
risierungstemperatur und dariiber, so dass ich fiir sie den neuen Begriff
,,Hyperthermophile* (HT) geprdgt habe.’

In meinem Vortrag mochte ich zunédchst auf die Lebensrdume, Lebens-
gewohnheiten, und die Abstammung der HT eingehen. Am Schluss mdchte
ich noch einige Organismen vorstellen, darunter sehr ungewo6hnliche Ver-
treter bisher unbekannter Entwicklungslinien von Archaebakterien.

HT leben hauptsichlich in wasserhaltigen terrestrischen und subma-
rinen Vulkangebieten, aber nicht nur dort. Ein besonders aktives terres-
trisches Vulkangebiet ist das Kraftla-Solfatarengebiet in Nord-Island, in
dem aus unterirdischen Magmakammern Wasserdampf und heifle Gase

Bild 3: Dampfwolke, Solfatarengebiet Krafla
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wie Wasserstoff, Kohlendioxid und Schwefelwasserstoff entweichen und
den teigigen Boden bis zum Kochen erhitzen. Als Wolfram Zillig und ich
vor 25 Jahren — dies war der Beginn unserer Forschungen — das Krafla-
Gebiet betraten, hatte sich der Boden bereits um einen Meter gehoben und
Fladen von kochendem Schlamm wurden bis zu 30 Meter hoch in die Luft
gewirbelt [Bild 3]. Die Magmakammer war bereits zum Bersten voll und
drei Tage spiter erfolgte eine gewaltige Eruption. Mit unserem Rucksack-
Mikroskop inspizierten wir den kochenden Schlamm:

TR

Bild 4: Thermoproteales-Zellen, Krafla

Zu unserer groBen Uberraschung sahen wir erstmals vollig ungewdhn-
liche, teilweise an Hirschgeweihe erinnernde Mikroben, die sich offen-
sichtlich im kochenden Schlamm vermehrt hatten und in sehr hohen Kon-
zentrationen (bis zu 10 Millionen Zellen/Gramm Schlamm) vorhanden
waren [Bild 4].

Bild 5 zeigt Olbrunnen in Nordalaska an der Prudhoe Bay. Hier gibt es
keine Vulkane, sondern eine 400 m dicke Permafrost-Zone, die an den heu-
tigen Mars erinnert. In den Ollagerstitten jedoch, in 3000 bis 4000 Metern
Gesteinsstiefe, herrschen Temperaturen von 80-100°C, die hauptsdchlich
durch den natiirlichen radioaktiven Zerfall sowie durch die Warmeleitung
aus dem Erdinneren bedingt sind.

Die von mir gezogenen Proben [Bild 6] des hochgepumpten Rohdls
waren erstaunlicherweise voll mit einer Vielzahl verschiedener lebender
Hochtemperatur-Mikroben in Zelldichten von bis zu einer Million/Liter
Rohdl, die die heiflen Tiefengesteine besiedeln und unfihig sind, sich bei
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Bild 5: Olbrunnen und Bohrturm, Prudhoe Bay

Bild 6: Rohol-Probeentnahme

den kalten Oberflichentemperaturen zu vermehren.*

Auch in den Meeren gibt es aktiven Vulkanismus. Einer meiner Haupt-
Jagdgebiete™ der letzten 25 Jahre waren die leicht zuginglichen heiflen
Meeresbdden mit Gasausbriichen bei Porto di Levante, Vulcano [Bild 7].
Von dort konnte ich mit Pyrodictium erstmals HT isolieren, die sich bei
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Bild 7: Probeentnahme: Unterwasserfumarole, Vulcano

erhohtem hydrostatischen Druck bei Temperaturen von iiber 100°C ver-
mehren.’

Am eindrucksvollsten sind die Vulkangebiete der Tiefsee, zu denen zu
tauchen ich schon mehrmals Gelegenheit hatte.

Hier stehen wir mit dem Tieftauchboot Cyana in 1500 m Tiefe kurz
nach einem Ausbruch am Krater des 3000 m hohen Tiefsee-Vulkans

Bild 8: Teahicya Tiefsee-Vulkan
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Teahicya [Bild 8]. Heile Wésser entspringen an dem stark eisenhaltigen
Kraterrand, die HT enthalten. Wéhrend des Ausbruchs des benachbarten
Macdonald Tiefsee-Vulkans enthielt die Unterwasserfahne bis zu einer
Million Zellen von HT pro Liter, die ins kalte Meer freigesetzt wurden
und darin lange Zeit {iberlebten.

Anden tektonischen Bruchzonen der Kontinentalplatten, beispielsweise
am Mittelatlantischen Riicken zwischen Europa und Amerika, in einer Tiefe
von ca. 4000 Metern, treten aus dem Erdmantel Wésser mit Temperaturen
von 300-400°C hervor, die meist eine hohe Fracht von Mineralien bein-
halten. Diese prézipitieren in der 2,8°C-kalten Tiefsee augenblicklich, so

Bild 9: ,,Bienenkorb-Raucher*, MAR, Probennahme

dass der Eindruck von Rauch entsteht, der aus bizarren Kaminen dringt,
welche von den Prézipititen aufgebaut werden. Hier eine Probenahme an
einem sogenannten ,,Bienenkorb-Raucher” [Bild 9]. Die aufsteigenden
Fluide sind natiirlich viel zu heiB, als dass in ihnen Mikroben leben konn-
ten. Aber im pordsen Gestein der Kamine finden wir sehr steile Tempera-
turgradienten mit Zonen, die fiir die Vermehrung von HT ideal sind.

Nach 10 Stunden ist die Tauchfahrt in die lichtlose Tiefe zu Ende und
das Tauchboot Alvin wird samt Besatzung und Proben wieder aus dem Meer
gefischt [Bild 10]. Die Proben werden dann sofort versorgt. Insbesondere ist
es der bei der Probenahme unvermeidbar eindringende Sauerstoff, der fiir
die HT giftig ist und somit sofort mit Hilfe von Chemikalien entfernt werden
muss. Die Proben werden dann schnellstmdglich ins Labor gebracht.
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Bild 10: Alvin, aufgetaucht

Angesichts ihrer schon seit Urzeiten existierender Biotope stellt sich
die Frage nach der Abstammung (also den phylogenetischen Bezie-
hungen) der HT. In neuerer Zeit wurde von dem amerikanischen Moleku-
largenetiker Carl Woese eine Technik entwickelt, um die Abstammungs-
geschichte aller Lebewesen zu erforschen. Diese basiert auf Vergleichen
homologer Gensequenzen der ribosomalen RNA, einem essentiellen, stark
konservierten Strukturelement des Ribosoms, der bei allen Lebewesen vor-
handenen Proteinsynthesemaschine. So konnte erstmals ein universeller
phylogenetischer Stammbaum aufgestellt werden.® Uberraschenderweise
zeigt dieser Stammbaum drei Hauptgipfel und somit eine Dreiteilung des
Belebten [Bild 11]: Die (klassischen) Bakterien, die Archaebakterien (neu-
erdings Archaeen genannt) und die zellkernhaltigen Eukaryonten. Dies ist
noch eine sehr grobe Einteilungsmethode, die beispielsweise der Sonder-
stellung des Menschen innerhalb der hoheren Eukaryonten nicht gerecht
wird. Tiefe Verzweigungspunkte im Baum deuten auf eine entwicklungs-
geschichtlich sehr frithe Abtrennung der entsprechenden Linie hin. Die
Astldnge, die sich aus vielfdltigen Sequenzvergleichen ergibt, gibt einen
Hinweis auf die Evolutionsgeschwindigkeit in der Geschichte der entspre-
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Bild 11: Woese’scher Stammbaum

chenden Entwicklungslinie: Lange Aste weisen auf eine rasche Evolution,
kurze Aste auf eine langsame Evolution hin. HT (rote dicke Linien) gibt
es hauptsdchlich bei Archaeen, aber auch bei einigen (klassischen) Bak-
terien. Uberraschenderweise handelt es sich hierbei — ohne Ausnahme
—um alle kurzen, tief abzweigenden Linien, die um die Wurzel des Stamm-
baums herum gruppiert sind. Insgesamt sind bisher {iber 80 Arten von
hyperthermophilen Archaeen und Bakterien bekannt, die phylogenetisch
und physiologisch untereinander sehr verschieden sind. Beziiglich der zu-
grunde liegenden rRNA stellen HT die urtiimlichsten Organismen dar, die
man heute kennt. Dieses Resultat steht im Einklang mit dem Bild von der
heilen Urerde, auf der dhnliche Organismen bereits gelebt haben konnten.
Nach einer Hypothese von Otto Kandler konnte es sich hierbei bereits
um mikrobielle Gemeinschaften gehandelt haben, die untereinander noch
einen sehr starken Genaustausch hatten.
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Um HT und Mikroorganismen allgemein in ihrem Stoffwechsel und in
ihren Wachstumseigenschaften zu verstehen, ist es notwendig, sie im Labor
in Reinkultur zu ziichten. Dazu werden HT-haltige Proben unter Schutz-
gas geoffnet und vielfaltige Kultivierungsversuche durchgefiihrt. Hierbei
ist das von meinen Mitarbeitern und mir weiterentwickelte Ashkin’sche

HATURE « VOL 376+ 6 JULY 1008

Bild 12: Laser-Mikroskop, Labor

Lasermikroskop &uBlerst hilfreich, mit dem wir selektiv Zellen von HT
einfangen und lebend in verschiedenste Ndhrmedien bugsieren kdnnen
[Bild 12]. Dann muss die Temperatur den natiirlichen Bedingungen ange-
passt werden. Wenn sich dann die Zellen vermehren, erhalten wir Kultu-
ren, die wir charakterisieren konnen.

Fiir chemische Untersuchungen im groflen Stil werden meist mehrere
Gramm Zellmasse bendtigt. Ein Gramm Zellmasse entspricht etwa tau-
send Milliarden Zellen (10'?) und ist etwa in einem Liter gut gewachse-
ner Kultur enthalten. Zur Gewinnung von grofen Zellmassen von HT ent-
wickelte ich in Zusammenarbeit mit der Industrie ein neuartiges Biotech-
nikum aus sieben Kulturgefalen aus emailliertem Stahl und Titan mit
einer Gesamtkapazitit von mehr als 1100 Litern, in denen die natiirlichen
Wachstumsbedingungen simuliert werden kdnnen [Bild 13].

In threm Lebensstil sind HT ihrer heiflen vulkanischen Umgebung an-
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Bild 13: Biotechnikum, Regensburg

gepasst. Sie benutzen meist einfache anorganische Verbindungen, um ihre
Zellsubstanzen aufzubauen und um Energie zu gewinnen. Wasserstoffgas
stellt hierbei in der Regel die zentrale Energiequelle (d.h. den Elektronen-
donator) dar [Bild 14], die somit wahrscheinlich bereits uralt ist. Wasser-
stoff ist das haufigste Molekiil im Weltall und ist in Vulkangasen bis zu
25 % enthalten. Es handelt sich um verschiedene Typen von Atmung,

Energie-bildende Reaktionen bei
hyperthermophilen Mikroorganismen

Elekironen-Donor  Elektronen-Akzeptor Produkt

+ CO, Methan
+ Fe(OH), Magnetit
& 89S0~ Schwefelwasserstoff
« NOy Stickstoff (Ammoniak)
+ O, (Spuren) \Wasser
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Zusétzliche Voraussetzungen flr das Wachstum:
Hitze, Spurenelemente, flissiges Wasser

Bild 14: Schema: Energieliefernde Reaktionen von HT
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wobei die bei Menschen und Tieren iibliche Sauerstoff-Atmung nur eine
untergeordnete Rolle spielt. Statt dessen konnen HT Kohlendioxid und
Eisen-, Schwefel- und Stickstoffverbindungen veratmen, wobei diese zu
Methan, Magnetit, Schwefelwasserstoff und Stickstoff reduziert werden.
Aufer einer Energie- und Kohlenstoffquelle bendtigen HT lediglich Hitze,
Spurenelemente und fliissiges Wasser, um sich zu vermehren.

Aufgrund ihrer einfachen, rein anorganischen Lebensanspriiche ist es
denkbar, dass HT selbst auf anderen Planeten und Monden, beispielsweise
dem Mars oder dem Jupitermond Europa, leben kdnnten. Sicherlich ist
deren Oberfliche heute kalt und lebensfeindlich [Bild 15]. In der Tiefe je-

Bild 15: Mars heute Bild 16: Urmars vor 4 Milliarden Jahren

doch, in Analogie zum Permafrostboden Alaskas, gibt es fliissiges Wasser
und sehr wahrscheinlich auch die geeigneten Néhrstoffe.

Schon zur Zeit des ,,groBen Bombardements® konnten HT iiber irdische
Meteoriteneinschlage zum Urmars gelangt sein, dessen Oberfliche damals
noch — dhnlich der Erde — heifl und wasserhaltig war [Bild 16].

Lassen Sie mich jetzt ein paar neuere HT vorstellen:

Bild 17: Methanopyrus kandleri, UV-Mikroskop
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Dies ist eine Kultur von Methanopyrus kandleri unter dem UV-Licht-
mikroskop [Bild 17]. Die staibchenformigen Zellen dieses Methanbildners
leuchten aufgrund des Faktors 420, einer chemischen Verbindung, die zur
Methanbildung erforderlich ist. Dieser Stamm hat uns gezeigt, dass die Ent-
stehung von Biogas durch Mikroorganismen selbst bei Temperaturen von
iiber 100°C moglich ist. Methanopyrus ist derartig an hohe Temperaturen
angepasst, dass er bei 80°C noch gar nicht wachsen kann. In Bild 18 ist die
Wachstumsgeschwindigkeit — die Zeit fiir eine Zellverdoppelung — gegen
die Wachstumstemperatur aufgetragen. Die schnellste Zellvermehrung er-

Methanopyrus kandleri: Opt.Wachstumstemperatur
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Bild 18: Methanopyrus kandleri, Wachstumskurve

folgt bei etwa 100°C (50 Min. Verdoppelungszeit), wiahrend sie bei 85°C
mit 20 Stunden viel langsamer ist. Die extreme Hitze ist demnach fiir Me-
thanopyrus lebenswichtig, wahrhaftig ein HT ,,Feuerzwerg*!

Noch extremere Temperaturanspriiche zeigt Pyrolobus fumarii, der
Temperatur-Weltrekordler, den wir aus einem schwarzen ,, Tiefseeraucher*
isolieren konnten. Dieser Stamm vermehrt sich optimal unter Schnellkoch-
topf-Bedingungen in iiberhitztem Wasser. Bereits bei 90°C fillt Pyrolobus
in Kaltestarre. Die etwa '/, ,,,mm groen Zellen haben eine unregelmafige
Kugelgestalt, was auf dieser elektronenmikroskopischen Aufnahme zu se-
hen ist [Bild 19].

Was macht die HT derartig hitzestabil? Eine Hitzeisolierung, etwa wie
bei Kiihlschrinken, scheidet aufgrund der kleinen Zelldimensionen véllig
aus, so dass alle Zellkomponenten hitzestabil sein miissen. Uberraschen-
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Ultrastructure of Pyrolobus fumarii
(T.=90°C, T,.=113°C)

Bild 19: Pyrolobus fumarii; EM

derweise bestehen diese jedoch aus den gleichen Grundbausteinen wie bei
hitzeempfindlichen Zellen. Es sind offensichtlich unterschiedliche Kon-
struktionsprinzipien, eine unterschiedliche Architektur, die die Hitzestabi-
litdt verursacht und die derzeit Gegenstand vieler Untersuchungen ist.
Bild 20 zeigt ein Experiment, bei dem isoliertes Enzym eines HT hohen
Temperaturen ausgesetzt wurde. Selbst nach 6 Stunden bei 100°C besitzt

Hitzestabilitit der Alpha~Amylase von
Pyrococcus woesei

Bild 20: Hitzestabilitit a-Amylase P. woesei
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diese a-Amylase noch ihre volle Aktivitat. Wie wir alle wissen, geniigen
beim Hiihnerei bei 100°C bereits weniger als 5 Minuten, um Eiweil} zu
denaturieren.

Man kann sich leicht vorstellen, dass derartig hitzestabile Enzyme in
Zukunft in groBtechnischen Prozessen, beispielsweise als Katalysatoren,
eingesetzt werden.

Pyrodictium occultum: Rekombinante Nano-Schlauche
“Nanodex™ * ( hohl; bis 140°C temperaturstabil )

Originalkultur Technische Poymerisation ( Diversa Corp.)

Bild 21: Pyrodictium, hohle Nanoschléduche

Auch die technische Anwendung von Zellstrukturen von HT ist der-
zeit in Entwicklung. So kénnen beispiclsweise die ungewdhnlichen hoh-
len Nanoschlduche, mit denen die Zellen von Pyrodictium untereinander
verbunden sind, bereits gentechnisch in grofem Stil hergestellt werden
[Bild 21]. Sie ergeben 25 nm diinne hohle Proteinfasern mit neuartigen
Eigenschaften, beispielsweise Hitzestabilitdt bis 140°C.

Jetzt mochte ich noch kurz auf die zwei neuesten Entdeckungen aus
meinem Labor eingehen:

Aus einem untermeerischen Heilwassersystem nordlich von Island
konnten wir winzige Kokken kultivieren, die sich auf der Aufenseite eines
viel groBeren anderen HT vermehren [Bild 22]. Mit 0,4 Mikrometer Zell-
grofe handelt es sich um das kleinste bisher bekannte Lebewesen — gerade
noch in Lichtmikroskopen erkennbar. Ohne seinen Ignicoccus-Wirt kann
sich Nanoarchaeum nicht vermehren.’

Inzwischen haben wir bereits das Genom von diesem ,,reitenden
Urzwerg™ sequenziert.® Mit etwa 491,000 Basenpaaren ist es das kleinste
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Symbiose zwischen

Bild 22: Nanoarchaeum equitans — Ignicoccus
rRNA-spezifische Férbung; Fluoreszenzmikroskopie

Genom aller Lebewesen [Bild 23]. Das Zusammenleben der beiden
Organismen ist noch nicht verstanden. Trotzdem zeigt sich Aufregendes:
Dem ,,Urzwerg® fehlen viele Stoffwechselgene, so dass es sich viel-

Genomdaten von Nanoarchaeum equitans: Ubersicht

Grolte
G+4C -Gehalt
Codierende Sequenzen (ORFs)

R osomale RNAs

NO-ghnliche RNAs
Gesamtanteil codierender DNA
Gesamtanteil codierender Seqenzen:
ghnlich zu bekannten Proteinen
dhnlich zu Proteinen unbekannter Funktion
neuartig { kein Treffer in D ]

Bild 23: Genomdaten von N. equitans: Ubersicht

leicht um einen Parasiten handeln konnte [Bild 24]. Parasiten unterliegen
immer einer Genomreduktion, deren Resultat viele defekte Gene (,,Pseu-
dogene®) sind. Im Gegensatz dazu enthélt der Urzwerg jedoch keinerlei
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Pseudogene. Vielleicht ist diese Art des Zusammenlebens sogar ein Uber-
bleibsel der erstmals von Otto Kandler postulierten sehr frithen prae-archae-
ellen Lebensgemeinschaften. Die Entwicklungslinie von Nanoarchaeum
im Stammbaum ist derartig tief angesiedelt, dass ihr exakter Verzweigungs-
punkt mangels Vergleichsmoglichkeiten noch nicht bestimmbar ist. Zwei-
fellos handelt es sich bei Nanoarchaeum um den ersten Vertreter eines
neuen Reichs von Archaeen, das bisher vollig iibersehen worden war.

Unvollstandiger Stoffwechsel bei N. equitans
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Bild 24: Unvollstandiger Stoffwechsel bei N. equitans

Konnte es eine noch tiefere Abzweigung im Stammbaum geben? Seit
10 Jahren wird immer wieder in heilen Quellen eine rRNA Gensequenz
gefunden, die auf einen Vertreter einer sehr frithen Abzweigung im Stamm-
baum hindeutet. Jedoch konnte der zugehorige Mikroorganismus bisher
nicht gefunden werden. Vor 3 Wochen ist es meinem Doktoranden James
Elkins gelungen, diese neuartigen Mikroben zu kultivieren. Nach ersten
Befunden handelt es sich hierbei um neuartige fadenformige Mikroben,
deren Dicke — dhnlich Viren — mit lediglich 0,16 Mikrometern unter der
Auflosungsgrenze des Lichtmikroskops liegt, so dass sie unsichtbar sind.

Die Welt der ,,Feuerzwerge™ steckt noch voller Ritsel, deren Losung
vielleicht neben neuartigen technischen Anwendungen zu einem besseren
Verstdndnis vom frithen Leben auf der Erde und damit auch von unseren
eigenen Wurzeln beitragen kann.
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