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1 Abkürzungsverzeichnis 
 

ATP Adenosintriphosphat 

bp Basenpaare 

dATP Desoxyadenosintriphosphat 

dCTP Desoxycytidintriphosphat 

DEPC  Diethylpyrocarbonat 

dGTP Desoxyguanosintriphosphat 

DMDSe Dimethyldiselenid 

DMS Dimethylsulfid 

DMSe Dimethylselenid 

DMSeS Dimethylselenylsulfid 

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat 

dTTP Desoxythymidintriphosphat 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

Frc selenfreies Isoenzym zu Fru 

Fru F420 –reduziernde Hydrogenase 

GSH Glutathion 

GSSeSG Selenodiglutathion 

GSSe- Glutathionyl-Selenid-Anion 

MtaA Methylcob(III)alamin:Coenzym M-Methyltransferase 

MtaB Methanol:Cob(I)alamin-Methyltransferase 

MtaC Methyltransferase-Corrinoid-Protein 

MtbA Isoenzym von MtaA 

MtbB Dimethylamin:Corrinoid-Methyltransferase 

MtbC Dimethylamin Corrinoid-Protein 

MtmB Monomethylamin:Corrinoid-Methyltransferase 

MtmC Monomethylamin Corrinoid-Protein 

MttB Trimethylamin:Corrinoid-Methyltransferase 

MttC Trimethylamin Corrinoid-Protein 

MtsA Methylthiol:Coenzym M-Methyltransferase 

MtsB Methylthiol:Coenzym M-Methyltransferase 

MOPS  3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure  
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nt Nukleotide 

OD Optische Dichte 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PNPGluc 4-Nitrophenyl-ß-1,4-Glucuronid 

Psl Promotor des S-layer-Gens 

RT-PCR Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion  

SECIS Selenocysteine insertion sequence 

TMA Trimethylamin 

Tmcr Terminator der Methyl-Coenzym M-Reduktase-Gene 

uidA Gen der β-Glucuronidase aus E. coli 

Vhc selenfreies Isoenzym zu Vhu 

Vhu F420 -nicht-reduziernde Hydrogenase 
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2 Zusammenfassung 
 

Im natürlichen Lebensraum von Methanococcus voltae kommt Selen in 

unterschiedlichen Verbindungen und Konzentration vor. So variiert der Selengehalt 

im Mündungswasser verschiedener Flüsse zwischen 0,1 und 63 nM. Aufgrund der 

guten Löslichkeit sind die Oxianionen des Selens biologisch am interessantesten. Sie 

sind daher aber auch in hohen Konzentrationen toxisch. Selen in geringen Mengen 

ist dagegen essentiell, da es als Selenomethionin oder -cystein in Proteinen 

vorkommen kann. Eine häufig anzutreffende organische Selenverbindungen ist das 

Dimethylselenid (DMSe). Diese flüchtige Substanz wird von einer Vielzahl 

Organismen zur Detoxifizierung gebildet. 

 

Aus M. voltae  sind insgesamt 4 Hydrogenasen bekannt, wovon zwei ein 

Selenocystein aufweisen und konstitutiv exprimiert werden. Die Induktion der 

Transkription der selenfreien Isoenzyme erfolgt dagegen bei Selenmangel. In 

Expressionsanalysen zeigte sich, dass 5 weitere Proteine ebenfalls nur unter 

Selenlimitierung synthetisiert werden. Von zweien wurde jeweils die N-terminale 

Peptidsequenz und von einem zusätzlich interne Peptidsequenzen bestimmt. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst das Gen eines dieser Proteine 

identifiziert. In einer Datenbanksuche stellte sich dann heraus, dass es 

Sequenzidentitäten mit Corrinoid-Proteinen aus Methanosarcina aufwies. Es wurde 

als SdmA bezeichnet (für Dimethylselenid Demethylierung). Das Gen sdmA liegt 

zusammen mit sdmB und sdmC auf einem gemeinsamen polycistronischen 

Messenger, der nur bei Selenmangel nachweisbar war. SdmB und SdmC haben 

gemeinsame Sequenzmotive mit Methyltransferasen, die in einigen 

Methanoarchaeen an der methylotrophen Methanogenese beteiligt sind. Dabei 

übertragen diese die Methylgruppe von Corrinoid-Proteinen auf den Akzeptor 

Coenzym M. Die Methylgruppe stammt dabei beispielsweise aus methylierten 

Aminen bzw. Thiolen oder aus Methanol. 

Normalerweise werden von M. voltae für die Methanogenese nur Formiat oder 

H2/CO2 erschlossen, so bestätigte sich die Vermutung nicht, dass bei Selenmangel 
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SdmA, SdmB und SdmC die Erschließung der oben genannten methylierten 

Substrate erlauben könnten. 

Versetzt man das Selenmangelmedium jedoch mit DMSe, dann führt dies zur 

Repression des Promotors der Gene einer selenfreien Hydrogenase, der 

normalerweise nur unter Selenlimitierung aktiv wäre. Eine Deletion von sdmA oder 

sdmC führte zur Aktivität des Promotors trotz der Anwesenheit von DMSe. Der 

Austausch von sdmB hatte dagegen keinen Effekt. Zudem waren die 

Wachstumsraten der Mutanten ∆sdmA und ∆sdmB im Vergleich zum Wildtyp trotz 

DMSe-Zugabe reduziert.  

 

In M. voltae scheint es daher zwei verschiedene Anpassungsmechanismen an 

Selenmangel zu geben. Zum einen werden unter Selenlimitierung die selenfreien 

Isoenzyme der selenhaltigen Hydrogenasen exprimiert und zum anderen lässt sich 

unter diesen Bedingungen ein alternatives Selensubstrat, wie das DMSe, von 

M. voltae zur Biosynthese der Selenoproteine erschließen. Daran ist vermutlich das 

Corrinoid-Proteine SdmA und die Methyltransferase SdmC beteiligt. 
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3 Einleitung  
 

Methanogene sind prokaryotische, strikt anaerobe Organismen, die Methan zur 

Energiegewinnung produzieren. Der Prozess der Methanbildung wird auch als 

Methanogenese bezeichnet. Methan wurde ursprünglich als eine Art „brennende“ 

Luft durch den italienischen Physiker Alessandro Volta (1745-1827) identifiziert, der 

Gas aus Sumpfsedimenten sammelte und dessen Entflammbarkeit zeigte. Die 

ursprünglich als Methanbakterien bezeichneten Organismen gehören tatsächlich zu 

der Domäne der Archaea, die man von den Bacteria und Eucarya unterscheidet 

(Woese & Fox, 1977; Woese et al., 1990). Das Reich der Archaea lässt sich 

wiederum in Crenarchaeota, Euryarchaeota und Korarchaeota unterteilen. Den 

Methanogenen, die den Euryarchaeota zugeordnet werden, gehören die fünf 

Ordnungen Methanobacteriales, Methanosarcinales, Methanococcales, 

Methanopyrales und Methanomicrobiales an (Boone et al., 1993). Methanococcus 

voltae wurde 1970 in West-Florida aus einer Flussmündung von Janice M. Ward 

isoliert (Ward, 1989). Es ist ein mesophiler moderat halophiler Organismus, den man 

zu den Methanococcales zählt. Zur Energiegewinnung durch die Methanogenese 

werden von M. voltae nur H2/CO2 oder Formiat verwendet (Whitman et al., 1982). 

Andere Vertreter der Methanogenen hingegen, wie  die Methanosarcinales, können 

auch Acetat, Methanol, Methylthiole oder Methylamine erschließen (Keltjens & 

Vogels, 1993; Ferry, 1999; Thauer, 1993; Thauer, 1998).  

 

Die Methanogenese und ihre Substrate 
 
Die Umsetzung des CO2 zu Methan erfolgt über an Coenzym gebundene C1-

Intermediate (Abb. 1). Die beteiligten Coenzyme sind das Methanofuran (MFR), das 

Tetrahydromethanopterin (H4MPT) und das Coenzym M (CoM). Zur Reduktion des 

CO2 werden 8 Elektronen benötigt, die durch die Aktivierung des molekularen 

Wasserstoffs durch Hydrogenasen bereitgestellt werden. Die Elektronen werden 

mittels Elektronenüberträger, wie z.B. dem F420, transferiert. Generell besitzen 

Methanogene, die CO2 und H2 als Substrat nutzen, zwei verschiedene 

Hydrogenasen, eine F420-reduzierende und eine F420-nicht-reduzierende. Eine 

weitere Hydrogenase wurde aus einem Vertreter der Methanosarcinales gereinigt. Es 
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ist die membrangebundene Escherichia coli ähnliche Hydrogenase Ech (Künkel et 

al., 1998; Meuer et al., 1999). Ihre biologische Bedeutumg im Metabolismus von 

M. barkeri wurde durch Mutationsanalysen beschrieben (Meuer et al., 2002). 

Aus M. voltae sind insgesamt vier Hydrogenasen bekannt, wobei die F420-

reduzierende Fru und die F420-nicht-reduzierende Vhu beides Selenoproteine sind. 

Die Hydrogenasen Vhc und Frc weisen anstelle des Selenocysteinyl- einen 

Cysteinyl-Rest auf (Halboth & Klein, 1992).   

 

Methylotrophe Vertreter der Methanogenen können, wie bereits erwähnt, für die 

Methanogenese methylierte Substrate erschließen (Abb. 1). Die Demethylierung der 

Substrate erfolgt durch ein spezifisches Methyltransferase-System. Dabei wird die 

Methylgruppe des Substrats auf das Coenzym M übertragen und durch die Methyl-

Coenzym M-Reduktase zu Methan reduziert. Durch die Oxidation der Methylgruppe 

eines Substratmoleküls können insgesamt 6 Elektronen gewonnen und zur 

Reduktion der Methylgruppen von drei weiteren Substratmolekülen verwendet 

werden. Das Methyltransferase-System besteht im Allgemeinen aus zwei 

Komponenten (Ferry, 1999), das am Beispiel des Monomethylamine:Coenzym M-

Methyltransferase-Sytems aus M. barkeri beschrieben werden soll. Die eine 

Komponente ist dort die Monomethylamin-Methyltransferase, welche mit dem 

Monomethylamin-Corrinoid-Protein assoziiert ist (Burke & Krzycki, 1997). Diese 

substratspezifische Methyltransferase überträgt die Methylgruppe vom 

Monomethylamin (MMA) auf das Corrinoid-Protein (Burke & Krzycki, 1995). Die 

andere Komponente ist die Methylcobalamin:Coenzym M-Methyltransferase, die die 

Methylgruppe dann weiter auf das Coenzym M überträgt (Burke & Krzycki, 1995; 

Burke & Krzycki, 1997). Sie  ist unter anderem auch in der Methanogenese, 

ausgehend vom Trimethylamin (TMA) oder Dimethylamin (DMA), beteiligt (Yeliseev 

et al., 1993; Ferguson et al., 1996). Die Aminosäuresequenz des Corrinoid-Proteins 

beinhaltet ein Corrinoid-Bindemotiv, wie es auch in der cobalaminabhängigen 

Methionin-Synthase MetH aus E. coli vorkommt (Banerjee et al., 1989). Die 

Methylcobalamin:Coenzym M-Methyltransferase enthält ein Zinkbindemotiv (LeClerc 

& Grahame, 1996; Gencic et al., 2001), das beispielsweise auch in der Methionin-

Synthase MetE beschrieben wurde (Zhou et al., 1999). 

Eine Ausnahme des Systems mit zwei Komponenten ist bei der Demethylierung von 

Dimethylsulfid (DMS) gezeigt worden (Tallant & Krzycki, 1997; Tallant et al., 2001). 
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Die Methylthiol:Coenzym M-Methyltransferase aus M. barkeri katalysiert beide 

Reaktionen, die Demethylierung des DMS und die Methylierung des Coenzyms M. 

       
CO2  

CoM-S-S-CoB 

CoM-SH 

F420 H2 

MFR 

Methyl-H4MPT

Methyl-CoM

Methylen-H4MPT

Methenyl-H4MPT

Methylthiole 

Methylamine 

Methanol

H2 

H2 

H2 

F420 

H2 F420

F420 

Formyl-H4MPT

H4 MPT 

H2

CoM-SH 

HS-CoB 

Formyl-MF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
H4 MPT 

 

 

 Methan 

 

Abb. 1: Generelles Schema der Methanogenese bei Verwendung 
unterschiedlicher Substrate 
Das CO2 wird über C1-Intermediate zu Methan reduziert. Die Elektronen werden über die Aktivierung 

des molekularen Wasserstoffs durch Hydrogenasen bereitgestellt. Das Coenzym F420 ist dabei 

Elektronenüberträger. Die Methylgruppen des Methanols, der Methylamine und Methylthiole können 

über ein substratspezifisches Methyltransferase-System auf das Coenzym M (CoM) übertragen und 

zu Methan reduziert werden. 

MFR: Methanofuran, H4MPT: Tetrahydromethanopterin, CoM: Coenzym M, CoB: Coenzym B 
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Selen 
 
Das Selen gehört der Hauptgruppe VIA des Periodensystems der Elemente an. Es 

kommt in vier verschiedenen Oxidationsstufen vor: als Selenid (-II), elementares 

Selen (0), Selenit (+IV) und als Selenat (+VI). Folgende Redoxprozesse des Selens 

sind möglich:  

 

Se2- ↔ Se0 ↔ SeO3
2-

 ↔ SeO4
2- 

 

Elementares Selen und die Selenide lösen sich nur sehr schlecht in Wasser, die 

Oxianionen des Selens lösen sich dagegen sehr gut (Fishbein, 1991). 

Generell sind daher geringen Konzentrationen des Selenats und Selenits essentiell 

und hohe toxisch. Das Selen kommt als Spurenelement in Selenoproteinen als 

Selenomethionin oder -cystein (Stadtman, 1990; Stadtman, 1996) und in einigen 

tRNAs als ein Bestandteil eines speziellen Nukleotids, dem 5-[(Methylamino)Methyl]-

2-Selenouridin, vor (Wittwer et al., 1984). 

 

In der Umwelt können die verschiedenen Selenverbindungen in unterschiedlichen 

Mengen angetroffen werden (Conde & Sanz Alaejos, 1997). Beispielsweise lag die 

Gesamtselenkonzentration in einer Probe aus dem Atlantik bei ca. 0,35  und bei 

40 nM in einer Probe aus dem Toten Meer. In Wasserproben aus Flussmündungen 

fand man Selen je nach Ursprung zu ca. 0,1 bis 63 nM vor. Z.B. wurden im 

Mündungswasser des Sacramento Rivers Selenkonzentrationen zwischen ca. 0,5  

und 1,4 nM nachgewiesen. 

In Proben aus aerobem Oberflächenwasser eines kanadischen Fjords waren die 

überwiegend detektierten Selenverbindungen das Selenit und das Selenat. Bei 

zunehmender Tiefe und unter zunehmend reduzierenden Bedingungen sank jedoch 

die Selenitkonzentration auf ca. 0,1 nM. Das Selenat konnte dann nicht mehr 

nachgewiesen werden, aber die Konzentration der organischen Selenide nahm zu 

(Cutter, 1982). Es ist daher möglich, dass verfügbares Selen unter anaeroben, 

reduzierenden Bedingungen in sehr geringen Mengen vorkommt. 

Generell ist in Meerwasser eine niedrigere Selenkonzentration anzutreffen, als in 

Süßwasser oder Böden (Fishbein, 1991). 
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Organische Selenverbindungen 
 

Außer den anorganischen Selenverbindungen können in der Umwelt auch 

organische vorgefunden werden. Am häufigsten wurde das Dimethylselenid (DMSe), 

das Dimethylselenylsulfid (DMSeS) und das Dimethyldiselenid (DMDSe) detektiert 

(Chasteen & Bentley, 2003). Beispielsweise ließen sich diese Verbindungen in 

verschiedenen Proben des Oberflächenwassers aus einer Region im Nordatlantik 

nachweisen. Dabei kamen dort das DMSe und DMSeS zu beinahe gleichen 

Konzentrationen (ca. 1 und 0,5 pM) und das DMDSe in nur sehr geringen Mengen 

vor (Amouroux et al., 2001).  

Die flüchtigen organischen Selenverbindungen entstehen durch die Biomethylierung 

des anorganischen Selens. Bei Zugabe von Selenit oder Selenat zu Sedimenten aus 

verschiedenen Seen Ontarios wurde die Bildung flüchtiger Selenverbindungen 

beobachtet. Die Bildung dieser Verbindungen war dabei mit mikrobiellem Wachstum 

assoziiert (Chau et al., 1976). Reamer und Zoller (1980) detektierten DMSe und 

DMDSe in Abwasserschlamm nach Zugabe von Selenit und Inkubation der Proben 

bei 21°C. Wurden die Proben vor der Zugabe autoklaviert, konnten keine 

organischen Selenverbindungen nachgewiesen werden. Eine Methylierung des 

Selenits zu DMSe wurde im übrigen auch in Bodenproben festgestellt (Francis et al., 

1974).  

 

Die Synthese flüchtiger Selenverbindungen wurde für verschiedene Organismen in 

Reinkultur nach Zugabe anorganischen Selens nachgewiesen. 

Bei einer von Fan et al. (1997) aus einem Abwasserbecken isolierte Chlorella-Art 

führte die Zugabe des Selenits zur Bildung von DMSe und DMDSe. Doran und 

Alexander (1977) isolierten ein Corynebacterium, das elementares Selen, Selenit 

oder Selenat in DMSe umwandelte. Bei Enterobacter chloacae, Rhodobacter 

sphaeroides, Desulfovibrio gigas, Disulfovibrio vulgaris, Chlostridium 

collagenovorans und M. barkeri, einem  Vertreter der Archaea, wurde ebenfalls nach 

Selenitzugabe die Bildung von DMSe beobachtet (Dungan & Frankenberger, 2000; 

Michalke et al., 2000; Van Fleet-Stalder et al., 2000). 

 

Zusammenfassend kann bemerkt werden, dass die Methylierung anorganischen 

Selens eigentlich eine Möglichkeit zur Detoxifizierung darstellt. Das anorganische 
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Selen kann bei sehr hohen Konzentrationen in flüchtige organische 

Selenverbindungen umgewandelt und in die Atmosphäre abgegeben werden. Die 

Selenkonzentration im Boden, Sediment oder Wasser nimmt dadurch ab. 

Eine andere Möglichkeit zur Detoxifizierung ist die Reduktion der Oxianionen zu 

elementarem Selen. Wie bereits erwähnt, ist das elementare Selen in Wasser 

schwer löslich und steht daher nicht mehr zur Verfügung. 

Kultiviert man beispielsweise E. coli in einem Medium, das mit Selenat oder Selenit 

angereichert wurde, werden diese beiden Verbindungen zu elementarem Selen 

reduziert. Dadurch färbt sich das Medium rot ein. In elektronen-mikroskopischen 

Aufnahmen von einzelnen Zellen erscheint akkumuliertes elementares Selen als 

elektronendichte Einlagerung (Gerrard et al., 1974). Solche Partikel wurden auch in 

Rhodospirillum rubrum entdeckt, wenn das Kulturmedium 65 - 260 mg/l Selenit 

enthielt (Kessi et al., 1999). Die selenreiche Kultivierung von R. sphaeroides führt 

ebenfalls zur Rotfärbung des Mediums (Moore & Kaplan, 1992). 

 
Die Aufnahme von Selen 
 

Die Aufnahme des Selenats ist an die Sulfataufnahme gekoppelt. Es gelangt daher 

über das Sulfat-Transportsystem in die Zelle (Brown & Shrift, 1980; Lindblow-Kull et 

al., 1985). Mutationen in den Genen dieses Transportsystems können deshalb zur 

Resistenz gegenüber Selenat führen (Smith et al., 1995). Die Aufnahme des 

Selenats und  des Sulfats lässt sich durch Cystein inhibieren, die des Selenits 

dagegen nicht (Brown & Shrift, 1982). Anhand dieser Beobachtung kann 

angenommen werden, dass es für das Selenit ein zusätzliches unabhängiges 

Transportsystem gibt. Ein weiterer Hinweis darauf liefert Selenomonas ruminantium. 

Dieser Organismus ist nicht in der Lage, Sulfat oder Selenat zu assimilieren, Selenit 

wird jedoch als Selenquelle genutzt (Hudman & Glenn, 1984). In Salmonella 

typhimurium führten Mutationen in den Genen einer Sulfat-Permease zu reduziertem 

Transport von Selenat. Die Aufnahme von Selenit war dadurch nicht betroffen 

(Brown & Shrift, 1980).  

In der Zelle sollte das Selenat zunächst zu Selenit reduziert werden. Avazeri et al. 

(1997) zeigte, dass beispielsweise in E. coli membranassoziierte Nitrat-Reduktasen 

in vitro in der Lage sind, diese Reaktion zu katalysieren. Das Selen wird entweder als 

Selenomethionin oder -cystein in Selenoproteine inkorporiert. Dazu müssen die 
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aufgenommenen, oxidierten Selenverbindungen zu Selenid reduziert werden. 

Ursprünglich dachte man, dass dies auf dem Weg der Reduktion des Sulfats erfolgt. 

Allerdings liegen in der Umwelt im Allgemeinen Schwefelkonzentrationen vor, die um 

den Faktor 1000 höher liegen, als die vorgefundenen Konzentrationen des Selens 

(Turner et al., 1998). Die Reduktion des Selenats bzw. Selenits könnte daher auf 

einem separaten Weg erfolgen, wodurch sichergestellt werden würde, dass die für 

die Synthese der Selenoproteine notwendigen Selenverbindungen in ausreichender 

Menge zur Verfügung stehen. Der genaue Mechanismus der Reduktion ist nicht 

bekannt. Es wird aber angenommen, dass das Glutathion (GSH) an der Reduktion 

des Selenits beteiligt ist (Abb. 2). Dabei führt die Reaktion des Selenits mit dem 

Glutathion zur Bildung des Selenodiglutathions (GSSeSG), das weiter zum 

Glutathionyl-Selenid-Anion (GSSe-) und zum Selenol-Anion (HSe-) reduziert wird 

(Ganther, 1968; Sandholm & Sipponen, 1973; Turner et al., 1998). Für den Einbau 

von Selenocystein in Proteine wird das Monoselenophosphat benötigt. Das Produkt 

des Gens selD aus E. coli, die Selenophosphat-Synthetase, katalysiert die Synthese 

des Monoselenophosphats  aus ATP und Selenid (Veres et al., 1994). Die für die 

Bildung des Monoselenophosphats benötigte Selenkonzentration war dabei so hoch, 

dass sie eigentlich ein optimales Wachstum der Zellen nicht erlauben würde. Daher 

ist es fraglich, ob es das natürliche Substrat für die Selenophosphat-Synthetase ist. 

So bindet das Enzym Rhodanese, eine Sulfurtransferase, in Anwesenheit von GSH 

Selen, wenn es als Selenit zugesetzt wurde. Bei Selenophosphat-Synthetase-Tests 

wurde dann in vitro die Synthese des Monoselenophosphat aus der Rhodanese in 

Anwesenheit von ATP gezeigt, wenn diese Selen gebunden hatte. 

Interessanterweise führte bereits eine geringere Rhodanese-Konzentration zur 

Bildung des Monoselenophosphats, als die normalerweise dafür benötigte 

Selenidkonzentration (Ogasawara et al., 2001). 

Die Selenocystein-Lyasen können das Selenocystein zu Alanin und elementares 

Selen abbauen. Ersetzt man in Selenophosphat-Synthetase-Tests das Selenid durch 

das Selenocystein und einer Selenocystein-Lyase, dann wird ebenfalls 

Monoselenophosphat gebildet. Es kann daher angenommen werden, dass die 

Selenocystein-Lyasen den zellulären Selenspiegel regulieren (Esaki et al., 1982; 

Lacourciere & Stadtman, 1998; Lacourciere et al., 2000).  
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Selenocystein 

Selenocystein 
 Lyase  

Se 
 

HSe- 

AMP+Pi ATP

H2SePO3
-

Selenophosphat 
 Synthetase  

 
 
 

GS-Se-4 GSH + SeO3
2- GS-Se-SG

 
 

GSSG 
 

Abb. 2: Synthese von Monoselenophosphat aus Selenit und Selenocystein 
Für die Synthese des Monoselenophosphats (H2SePO3

-) reagiert das Selenit (SeO3
2-) mit dem 

Glutathion (GSH) zum Selenodiglutathion (GSSeSG), das zum Glutathionyl-Selenid-Anion (GSSe-) 

und zum Selenol-Anion (HSe-) reduziert wird. Die Selenophosphat-Synthetase katalysiert die 

Synthese des Monoselenophosphats aus ATP und Selenid. Die Selenocystein-Lyase reguliert 

vermutlich den zellulären Selenspiegel durch den Abbau des Selenocysteins zu elementarem Selen 

(Se) und Alanin. 

 

Die Biosynthese von Selenoproteinen  
 

Für den korrekten Einbau des Selenocysteins in Selenoproteine wird eine bestimmte 

tRNA, die tRNASec, benötigt (Leinfelder et al., 1988). Diese wird zunächst durch eine 

Aminoacyl-tRNA-Synthetase mit Serin beladen. Die Synthese der Selenocysteinyl-

tRNASec erfolgt durch die Selenocystein-Synthase aus der Seryl-tRNASec. Dabei wird 

die Hydroxylgruppe des Serins durch ein Selenol ersetzt (Sunde & Evenson, 

1987;Forchhammer & Bock, 1991; Forchhammer et al., 1991). Der Donor der 

Selengruppe ist dabei das Selenophosphat (Ehrenreich et al., 1992;                   

Glass et al., 1993). 

Die Inkorporation des Selenocysteins in die wachsende Polypeptidkette erfolgt am 

Codon UGA, das normalerweise für einen Stop der Translation sorgt. Das Anticodon 

der Cysteinyl-tRNASec ist aber komplementär zu diesem Triplett. Für den Einbau des 

Selenocysteins in das Selenoprotein sind noch weitere Faktoren nötig, um das 

eigentliche Stop-Codon als Sinn-Triplett zu erkennen. In der mRNA der 

Selenoproteine befindet sich eine Sekundärstruktur, das SECIS-Element 
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(Selenocysteine insertion sequence) (Zinoni et al., 1990). Es kommt in der 3‘-nicht-

kodierenden Region der mRNA in Eucarya und in Bacteria im 3´-Bereich des offenen 

Leserasters ausgehend vom Codon UGA vor (Böck, 2000). In Archaea befindet sich 

das SECIS-Element in 6 von 7 untersuchten Selenoproteinen im 3´- und in einem im 

5´-Bereich der nicht kodierenden Region (Wilting et al., 1997). Zudem wird für den 

Einbau des Selenocysteins der Translationsfaktor SelB benötigt. Er wurde sowohl 

aus Archaea als auch aus Bacteria gereinigt und charakterisiert (Forchhammer et al., 

1989; Forchhammer et al., 1990; Rother et al., 2000). SelB interagiert vermutlich mit 

dem SECIS-Element und der Selenocysteinyl-tRNASec und erlaubt den Einbau des 

Selenocysteins in die wachsende Polypeptidkette. Eine Interaktion von SelB mit der 

Seryl-tRNASec wurde ausgeschlossen. 

 

Selenoproteine in Archaea und die Anpassung an Selenmangel 
 

Das erste in Archaea identifizierte Selenoprotein war die Formiat-Dehydrogenase 

aus Methanococcus vannielii (Jones et al., 1979), neben der dort auch ein 

selenfreies Isoenzym vorkommt (Jones & Stadtman, 1981). Später wurde aus 

demselben Organismus eine Hydrogenase gereinigt, in der eine Untereinheit Selen 

enthielt (Yamazaki, 1982). Aus M. voltae sind die zwei selenhaltigen Hydrogenasen, 

Vhu und Fru, bekannt. Neben diesen gibt es die selenfreien Isoenzyme, Vhc und Frc, 

die anstelle des Selenocysteinyl- einen Cysteinyl-Rest aufweisen (Halboth & Klein, 

1992). Eine selenhaltige und eine selenfreie Formylmethanofuran-Dehydrogenase 

findet man in Methanopyrus kandleri vor (Vorholt et al., 1997). In Methanococcus 

jannaschii wurden neben den Hydrogenasen eine selenhaltige Formiat-

Dehydrogenase, eine Heterodisulfid-Reduktase und eine Formylmethanofuran-

Dehydrogenase identifiziert. Sogar die Selenophosphat-Synthetase ist dort ein 

selenhaltiges Enzym (Wilting et al., 1997).  

Zusammenfassend kann bemerkt werden, dass die oben genannten Selenoproteine, 

bis auf die Selenophosphat-Synthetase, an der Methanogenese beteiligt sind. In 

M. jannaschii gibt es keine selenocystein-freien Isoenzyme (Rother et al., 2001) und 

vermutlich aus diesem Grunde wächst dieser Organismus nicht auf selenarmen 

Medium (Burggraf et al., 1990; Mukhopadhyay et al., 1999). Die Wachstumsrate von 

M. voltae ist dagegen bei Selenentzug lediglich reduziert (Berghöfer & Klein, 1995; 

Whitman et al., 1982), eine Anpassung an Selenmangel von M. voltae kann daher 
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angenommen werden. So werden die selenfreien Hydrogenasen Fru und Vhu, wie 

die selenfreie Formylmethanofuran-Dehydrogenase aus M. kandleri, nur bei 

Selenlimitierung, die entsprechenden Selenoenzyme aber konstitutiv exprimiert 

(Berghöfer et al., 1994; Vorholt et al., 1997). 

Die Regulation der Transkription selenfreier Isoenzyme ist an den beiden 

Gengruppen der Hydrogenasen aus M. voltae am Besten untersucht. Sie teilen sich 

eine gemeinsame intergene Region, in der die jeweiligen Promotoren lokalisiert sind. 

In dieser Sequenz wurden Elemente identifiziert, die sowohl für die negative, als 

auch für die positive Regulation der Transkription verantwortlich sind (Noll et al., 

1999). Für ein mögliches Aktivatorprotein wurde eine Erkennungssequenz erkannt, 

die jeweils in Transkriptionsrichtung vor den beiden Promotoren der selenfreien 

Hydrogenasen liegt. Ein möglicher Aktivator wurde durch eine  

Affinitätschromatographie gereinigt, konnte aber bislang nicht genauer charakterisiert  

werden (Müller & Klein, 2001). Ein negativer Regulator wurde auf die selbe Weise 

isoliert. Er gehört zur LysR-Familie prokaryotischer Regulatorproteine. Eine 

Zerstörung seines Gens führte zur Transkription der Hydrogenasen-Gene in 

Gegenwart von Selen (Sun, 2003). 

Neben den beiden Hydrogenasen wurden in M. voltae über die 2D-Elektrophorese 5 

weitere Proteine identifiziert, die nur bei Selenmangel exprimiert werden (Niess, 

2001). Zwei der 5 Proteine wurden aus den Gelen ausgeschnitten und deren N-

terminale Peptidsequenz bestimmt. Von einem der beiden Proteine wurde, nach der 

Behandlung mit Trypsin, zudem die Sequenz der erhaltenen Teilpeptide ermittelt. 

Verwandte Proteine konnten anhand der Peptidsequenzen nur zu einem dieser 

Proteine in einer Datenbanksuche gefunden werden. Es zeigte eine 

Übereinstimmung von 79% der N-terminalen Sequenz zu einem Protein mit 

unbekannter Funktion aus M. jannaschii. Aufgrund der geringen Längen der 

erhaltenen Aminosäuresequenzen des anderen Proteins, konnten keine verwandten 

Proteine gefunden werden (Niess, 2001). 

Ähnliche Untersuchungen zeigten bei Selenmangel in Methanococcus  maripaludis 

eine erhöhte Expressionsrate des Gens einer Untereinheit der selenocysteinfreien 

Hydrogenase Vhc, also dem Isoenzym der selenhaltigen Hydrogenase Vhu, der 

Formylmethanofuran: Tetrahydromethanopterin-N-Formyltransferase und der H2-

bildenden Methylen-tetrahydromethanopterin-Dehydrogenase (Rother et al., 2003). 

Die Tetrahydromethanopterin-N-Formyltransferase und die Methylen-
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tetrahydromethanopterin-Dehydrogenase sind ebenfalls an der Methanogenese 

beteiligt (Thauer, 1993). 

 
Ziel der Arbeit 
 

Wie oben schon erwähnt, wurden in M. voltae anhand der 2D-Elektrophorese 

Proteine identifiziert, die nur bei Selenmangel synthetisiert werden. Von zwei 

Proteinen wurde jeweils die N-terminale Sequenz, von einem zusätzlich die internen 

Peptidsequenzen nach Behandlung mit Trypsin bestimmt. Ein ähnliches Protein mit 

unbekannter Funktion aus M. jannaschii konnte in einer Datenbankrecherche einem 

der ausgeschnittenen Proteine zugeordnet werden (Niess, 2001). Es wurde in der 

vorliegender Arbeit nicht untersucht, da M. jannaschii offensichtlich nicht über einen 

zu M. voltae vergleichbaren Anpassungsmechanismus an Selenmangel verfügt. So 

wächst M. jannaschii auf selenarmen Medium nicht (Burggraf et al., 1990; 

Mukhopadhyay et al., 1999). Zunächst sollte daher das Gen des anderen Proteins 

identifiziert werden. Die Auswirkungen von Deletionen könnten dann Hinweise auf 

eine mögliche Funktion geben. Ferner sollte die Funktion des Proteins in den Kontext 

der Anpassung an Selenmangel gestellt und die Frage beantwortet werden, ob das 

hier beschriebene selenabhängig regulierte Gen demselben Regulon angehört wie 

die erwähnten Gene der selenfreien Hydrogenasen.  
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4 Material und Methoden 
 

4.1 Chemikalien 

 

Die während dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert 

angegeben, bei den Firmen Biomol, Hamburg; Bio-Rad, München; Merck, 

Darmstadt; Roth, Karlsruhe; Promega, Heidelberg; Serva, Heidelberg und Sigma-

Aldrich, Taufkirchen bezogen.  

 

4.2 Gase 

 

Folgende Gase wurden von der Firma Messer-Griesheim aus Siegen bezogen: 

Gasgemisch 5 %  H2, 20% CO2, 75 % N2 (Reinheit 3.0, 4.5, 5.6); Gasgemisch 

80% H2, 20% CO2 (Reinheit 3.0, 4.5); Formiergas 5% H2, 95% N2; Stickstoff 

(Reinheit 4.6). 

 

4.3 Radioisotope 

 

Das Isotop α[32P]-dATP (3 x 10-6 Ci/mmol) wurde von der Firma Hartman Analytic 

aus Braunschweig bezogen. 

 

4.4 Verwendete Stämme 

 

In dieser Arbeit wurden die in Tab. 1 genannten Stämme verwendet. 

 

Tab. 1: Verwendete Stämme 

Stamm Genotyp Herkunft 

E. coli XL1-Blue  RecA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 

relA1 lac [F'proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] 

Stratagene, Amsterdam, 

Niederlande 
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E. coli XL1 Top 10 F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

ф80lacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 

araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL 

(StR) endA1 nupG  

Invitrogen, Karlsruhe 

E. coli  

XL1-Blue MRF´ 

∆(mcrA)183 ∆(mcrBC-hsdSMR-mrr)173 

endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac 

[F`proAB laclqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] 

Stratagene, Amsterdam, 

Niederlande 

E. coli 

SOLR™ 

e14(McrA) ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 

sbcC recB recJ uvrC umuC::Tn5 (Kanr)lac 

gyrA96 relA1 thi-1 endA1 λR [F´proAB 

laclqZ∆M15] su 

Stratagene, Amsterdam, 

Niederlande 

M. voltae V1 uidA+ his+ Purs (Pfeiffer et al., 1998) 

M. voltae 

 V1∆sdmA 

uidA+ his+ Purr ∆sdmA diese Arbeit 

M. voltae 

 V1∆sdmB 

uidA+ his+ Purr ∆sdmA diese Arbeit 

M. voltae 

 V1∆sdmC 

uidA+ his+ Purr ∆sdmA diese Arbeit 

M. voltae 

 V1∆sdmBC 

uidA+ his+ Purr ∆sdmA diese Arbeit 

 

4.5 Oligonukleotide 

 

Die in der vorliegender Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen 

Thermo Electron, Ulm, und MWG Biotech, Ebersberg, bezogen. Sie sind in Tab. 2 

angegeben. 

 

Tab. 2: Oligonukleotide zu den Untersuchungen der Gene sdmA, sdmB 
und sdm C 

Bezeichnung Sequenz Verwendungszweck 

pep2ufw (sdm) GGWTAYAAYGCWTTYGAa Identifikation von 

sdmA 

pep1urv (sdm) GCGTAWCCGTCWGCa Identifikation von 
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sdmA 

p2sonde3´ GGAATGAACAGAGCAGGTGTTATG Sonde I 

p2sonde5´ AGATAGGACCGCCACCAACC Sonde I 

m13fwPrimer IRD800b-GTAAAACGACGGCCAGT Sequenzierung 

m13rvPrimer IRD800b-CAGGAAACAGCTATGACC Sequenzierung 

ird800corri25 IRD800b-GTCAGAAGCTATGGGCGC Sequenzierung 

ird800P2-

walker5B 

IRD800b-CTGCCAATCCTTTTGAAATTCC Sequenzierung 

corrimet16RV IRD800b-CTGCTTCAGTTGTAGGTCC Sequenzierung 

corrimet16FW IRD800b-CCACAGGTAAACTACATCC Sequenzierung 

corsevorfw ACTAGTCTTGACTATTTCACTGACAATTAAG Knockout von sdmA 

corsevorrv TCGCGAGTTTTAGATTATAGCACCCCATAC Knockout von  sdmA 

corsenachfw GGTACCGCTTCAAAATCTGCAAGAATTGC Knockout von sdmA, 

Sonde IV 

corsenachrv GCTAGCCCTTAAATGTATGGGTATTCTACC Knockout von  sdmA 

metIvorfw ACTAGTGGTGTTATGTACGAAGAAGAAG Knockout von sdmB 

metIvorrv TCGCGAGTATCGCTAATCATCTATATCAC Knockout von sdmB, 

Sonde IV 

metInachfw GGTACCGGCTATTACAAAATACGAG Knockout von sdmB 

metInachrv GCTAGCCAAATCTTCTGTAGGTTGC Knockout von sdmB 

metIIvorfw ACTAGTGGTAACGTTGACCCTTCCG Knockout von sdmC 

metIIvorrv TCGCGACTTTCATAGTTTGCCTCATGCTAG Knockout von sdmC 

metIInachfw GGTACCCACAAATTATGTGAAATATCCCTAG Knockout von sdmC, 

Sonde VI 

metIInachrv GCTAGCCATCAGTTACTGGCCATCC Knockout von sdmC, 

Sonde VI 

excorI IRD800b-TTGAAATTCCTTCGAATGC Primer-Extension 

metI2Hfw GGATCCAGATGATTAGCGATACAATGAC Sonde II 

metI2Hrv GTCGACATTACTCGTATTTTGTAATAGCC Sonde II 

RTmetIIfw GCAACCTACAGAAGATTTGGTG Sonde III, RT-PCR 

metII2Hrv GTCGACCATCAGTTACTGGCCATCC Sonde III 

metIIIfw ATAGGTACCGGTATGATGAATATGATAGTCAA

AG 

Sonde IIIdown 

metIIIrv TATGCTAGCGGTTCCATTAATGATGAAGCCAC Sonde IIIdown 

RTmetIIB GATTGAAACACCATTGAG RT-PCR 

RTmetIIrv CAATGCTTATACCCACACCAG RT-PCR 

RTmetIrvB CACCAAATCTTCTGTAGGTTGC RT-PCR 

 



4 Material und Methoden 19

RTpac GTGTATGACAAGAAAACCTGGTG RT-PCR 

pacsondefw GTTTGTAAAGTGGTAGAACAATTTCG Sonde V 

pacsonderv CCAGGTTTTCTTGTCATACACC Sonde V 
a W = A+T, Y = C+T, R = A+G, K = G+T  
b IRD800: Fluoreszenzmarkierung am 5´-Ende des Oligonukleotids (MWG Biotech, 
  Ebersberg) 
 

4.6 Phagenbank 

 

Es stand eine Genombank von M. voltae in Form einer Phagenbank zur Verfügung 

(Noll, I., dieses Labor). Der Hauptanteil der Fragmente lag in der Größe von 5 kb vor. 

Die Phagenbank wurde mit dem Lambda ZAP II Express® Predigested Vector Kit 

(Stratagene, Amsterdam, Niederlande) hergestellt. 

 

4.7 Plasmide 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten und hergestellten Plasmide sind in Tab. 3 

aufgeführt.   

 

Tab. 3: Plasmide 

Plasmid Beschreibung  Referenz 

Topo pCR 2.1 Zielvektor für die Klonierung von 

PCR-Produkten (Ampr, Kanr)  

Invitrogen, Karlsruhe 

pGEM®-T 

 

Zielvektor für die Klonierung von 

PCR-Produkten (Ampr) 

Promega, Mannheim 

pNPAC Integrationsvektor für M. voltae 

basierend auf pSL1180 (Purr, 

Ampr), Ausgangsvektor für die 

pNPAC Derivate  

Sun J., dieses Labor 

pNPAC-sdmA Integrationsvektor für M. voltae mit 

sdmA flankierenden Sequenzen  

Diese Arbeit 

 

pNPAC-sdmB 

 

Integrationsvektor für M. voltae mit 

sdmB flankierenden Sequenzen  

 

Diese Arbeit 
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pNPAC-sdmC Integrationsvektor für M. voltae mit 

sdmC flankierenden Sequenzen  

Diese Arbeit 

pNPAC-sdmBC Integrationsvektor für M. voltae mit 

sdmB und sdmC flankierenden 

Sequenzen  

Diese Arbeit 

 

4.7.1 Konstruktion der Plasmide pNPAC-sdmA, -sdmB, -sdmC und 
-sdmBC 

 

Die in der vorliegenden Arbeit konstruierten Plasmide sind Derivate des Vektors 

pNPAC. Dieser trägt zur Selektion das Gen pacN (Zugangsnummer AY438700), 

welches der „codon usage“ von M. voltae angepasst ist und für die Puromycin-N-

Acetyltransferase kodiert. Zur Herstellung des Vektors pNPAC-sdmA wurde mit den 

Oligonukleotiden corsevorfw und corsevorrv das Fragment  sdmAup (up bezeichnet 

die 5`-Region vor dem Gen) und mit den Oligonukleotiden corsenachfw und 

corsenachrv das Fragment sdmAdown (down bezeichnet die 3´-Region hinter dem 

Gen) mittels einer PCR amplifiziert. Nach der Auftrennung in einem Agarosegel 

wurden die Fragmente zunächst in den Vektor Topo pCR 2.1 eingesetzt. Das 

Fragment sdmAup trug am Ende die Restriktionsschnittstelle Spe I bzw. Nru I und 

sdmAdown die Schnittstelle Kpn I bzw. Nhe I. Diese waren so gewählt, dass sich die 

beiden Fragmente nach dem Einsetzen in den zu konstruierenden Vektor in der 

gewünschten Orientierung befanden. Der Vektor pNPAC-sdmA wurde durch das 

Einfügen der beiden Fragmente aus dem Zwischenprodukt in pNPAC über die oben 

benannten Schnittstellen erhalten (Abb. 3).  

Die Vektoren pNPAC-sdmB, -sdmC und -sdmBC wurden über die gleichen 

Schnittstellen wie pNPAC-sdmA hergestellt. Jedoch wurde das Fragment sdmBup 

über die Oligonukleotide metIvorfw und metIvorrv, sdmBdown über die 

Oligonukleotide metInachfw und metInachrv, sdmCup über die Oligonukleotide 

metIIvorfw und metIIvorrv und sdmCdown über die Oligonukleotide metIInachfw und 

metIInachrv amplifiziert (Abb. 3 und Abb. 4). 
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Spe I 2906 

Hind III 2878 

pNPAC-sdmA 
5686 bp 

sdmAup 

 
sdmAdown 

Tmcr 

Npac 

Psl 

Mlu I 3497 
Nru I 3490 

Nhe I 5326 

Kpn I 4746 

Kpn I 4817 

Nhe I 5406 
Sph I 5414 Eco RI 5553 

Nru I 2942 

Mlu I 2949 

Hind III 2878 
Spe I 2906 

Kpn I 4198 

Sph I 4347 
Nhe I 4339 

Eco RI 4466 

Npac pNPAC
4699 bp bla 

MCS2 

Tmcr 
Phmva 

MCS1 

Nru I 3561 
Mlu I 3568 

Spe I 2906 

Hind III 2878 

pNPAC-sdmB 
5766bp 

sdmBup 

 
sdmBdown 

Npac 

Tmcr 

Psl 

bla 

bla 

Eco RI 5453 Sph I 5334 

 
Abb. 3: Konstruktion der Vektoren pNPAC-sdmA und -sdmB aus dem 
Vektor pNPAC.  
Psl: Promotor des S-layer-Gens (Kansy et al., 1994; Konisky et al., 1994); Npac: Gen der Puromycin- 

N-Acetyltransferase zur Selektion; Tmcr: Terminator der Gene der Methyl-Coenzym M-Reduktase 

(Müller et al., 1985); Phmva: Promotor des Gens hmvA (Agha-Amiri & Klein, 1993); bla: Gen der Beta- 

Lactamase zur Selektion in E. coli; sdmAup: 5´-Bereich vor dem Gen sdmA; sdmAdown: 3´-Bereich 

hinter dem Gen sdmA, sdmBup: 5´Bereich vor dem Gen sdmB; sdmBdown: 3´Bereich hinter dem Gen 

sdmB. 
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Nru I 3447 
Mlu I 3454 

Spe I 2906 

Hind III 2878 

sdmCup 

pNPAC-sdmC 
5693 bp 

 
sdmCdown 

Tmcr 

Npac 

Nhe I 5333 

Kpn I 4703 

Sph I 5455 Eco RI 5574 

Nru I 2942 

Mlu I 2949 

Hind III 2878 
Spe I 2906 

Kpn I 4198 

Sph I 4347 
Nhe I 4339 

Eco RI 4466 

Npac pNPAC
4699 bp bla 

MCS2 

Tmcr 
Phmva 

MCS1 

Psl 

bla 

Eco RI 5460 Sph I 5341 

 
 
 
 
 
 
 
 

Kpn I 4817 

Nhe I 5447 

Nru I 3561 
Mlu I 3568 

Spe I 2906 

Hind III 2878 

pNPAC-sdmBC 
5807 bp 

sdmBup 

 
sdmCdown 

Npac 

Tmcr 

Psl 

bla 

 
Abb. 4: Konstruktion der Vektoren pNPAC-sdmC und -sdmBC aus dem 
Vektor pNPAC. 
Psl: Promotor des S-layer-Gens (Kansy et al., 1994; Konisky et al., 1994); Npac: Gen der Puromycin- 

N-Acetyltransferase zur Selektion; Tmcr: Terminator der Gene der Methyl-Coenzym M-Reduktase 

(Müller et al., 1985); Phmva: Promotor des Gens hmvA (Agha-Amiri & Klein, 1993); bla: Gen der Beta- 

Lactamase zur Selektion in E. coli; sdmCup: 5´Bereich vor dem Gen sdmC; sdmCdown: 3´-Bereich 

hinter dem Gen sdmC, sdmBup: 5´-Bereich vor dem Gen sdmB. 
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4.8 Mikrobiologische Methoden 

 

4.8.1 Kultivierung von Methanococcus voltae 

 

M. voltae wurde unter strikt anaeroben Bedingungen in einer H2/CO2 Atmosphäre 

(80/20) in definiertem Medium (Whitman et al., 1982) kultiviert. Dafür wurde 

Natriumhydrogencarbonat dem Medium zu einer Konzentration von 36 mM  und 

Cystein zu 6,3 mM zugesetzt. Die Eisensulfatkonzentration wurde auf 14 µM erhöht. 

Das Medium enthielt L-Aminosäuren zu folgenden Endkonzentrationen: 0,8 mM 

Aspartat, 0,7 mM Asparagin, 0,7 mM Glutamin, 0,5 mM Glutamat, 0,7 mM Methionin, 

0,8 mM Isoleucin, 0,8 mM, 0,9 mM Valin, 1,1 mM Alanin, 1,3 mM Glycin, 0,5 mM 

Arginin, 0,6 mM Lysin, 1,0 mM Serin, 0,9 mM Threonin, 0,9 mM Prolin, 0,6 mM 

Phenylalanin, 0,6 mM Tyrosin und 1,2  mM Tryptophan. Ferner wurden dem Medium 

Vitamine zu nachfolgenden Konzentrationen zugefügt: 82 nM Biotin, 45 nM Folsäure, 

486 nM Pyridoxin/HCl, 148 nM Thiamin/HCl, 133 nM Riboflavin, 406 nM 

Nicotinsäure, 242 nM Liponsäure, 21 µM Na-D-Panthothenat und 4 nM Vitamin B12. 

Anstelle von Selenat wurde dem Medium Selenit, wenn nicht anders angegeben, zu 

einer Endkonzentration von 10 µM zugegeben. Bei Bedarf enthielt das Medium 

DMSe (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), verdünnt in anaerobisiertem Methanol, zu einer 

Konzentration von 10 µM. Puromycin wurde zu einer Endkonzentration 10 µg/ml 

zugesetzt. Zur Erstellung von  Wachstumskurven wurde M. voltae in 60 ml Medium in 

1 l Serumflaschen kultiviert. Für gaschromatographische Messungen wurde auf 

NaHCO3 im Medium verzichtet. Statt dessen wurde es mit 5 mM Imidazol gepuffert 

und auf pH 7 eingestellt. Festmedien wurden durch Zugabe von 1,3 % (w/v) Agar 

(BD DifcoTM BactoTM Agar, BD Bioscience, Heidelberg) hergestellt. 

 

4.8.2 Kultivierung von Escherichia coli    

 

E. coli wurde auf Standard I-Medium (Merck, Darmstadt) nach Ausubel et al. (1996) 

kultiviert. Bei Bedarf wurde dem Medium X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-

galactosid) zu einer Endkonzentration von 50 µg/ml und Ampicilin zu 100 µg/ml 

zugesetzt. Durch Zugabe von 1,5 % Agar wurden Festmedien hergestellt. 

 



4 Material und Methoden 24

4.9 Molekularbiologische Methoden 

 

4.9.1 Fällung von DNA/RNA mit Isopropanol  

 

Fällung von DNA bzw. RNA mit Isopropanol erfolgte nach Ausubel et al. (1996). 

 

4.9.2 Phenol/Chloroform-Extraktion 

 

Die Extraktion von DNA mit Phenol/Chloroform aus Lösungen erfolgte nach Ausubel 

et al. (1996). 

 

4.9.3 Auftrennung von DNA in Agarosegelen 

 

Die Auftrennung von DNA erfolgte in Agarosegelen in 40 mM Tris/Acetat, pH 8,0, 

1 mM EDTA nach Sambrook und Russell (2001). Als Größenstandard wurde der 

GenRulerTM DNA Ladder Mix (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) nach Angaben des 

Herstellers verwendet. Die DNA wurde mit einer 0,2 % (w/v) 

Ethidiumbromidlösung gefärbt und nach kurzem Wässern unter UV-Licht 

(λ = 302 nm) sichtbar gemacht. 

 

4.9.4 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsäuren 

 

Die Quantifizierung von Nukleinsäuren erfolgte spektrophotometrisch bei einer 

Wellenlänge von  260 nm (Ausubel et al., 1996) oder anhand der 

Mengenabschätzung in Agarosegelen. Hierzu wurde die zu bestimmende Probe 

neben einer bekannten DNA-Menge eines Größenstandards aufgetrennt und die 

Probenmenge im Vergleich zum Standard abgeschätzt. Als Standard diente mit Pst I 

behandelte DNA des Bakteriophagen λ. 
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4.9.5 Reinigung chromosomaler DNA aus M. voltae 

 

Die Reinigung von chromosomaler DNA erfolgte nach Sitzmann und Klein (1991) mit 

folgenden Veränderungen: Es wurden 10 ml Kultur bei 4 000 x g für 15 min 

abzentrifugiert und der Zellniederschlag in 500 µl 50 mM Tris/HCl, pH 8,0, 10 mM 

EDTA resuspendiert. Dem Ansatz wurde Ribonuklease A zu einer Endkonzentration 

von  0,5 mg/ml zugegeben. Nach 45 min bei 37°C wurde das Gemisch zu 0,4 mg/ml 

mit Proteinase K versetzt und dann für 3 h bei 55°C inkubiert. Proteine wurden durch 

dreimalige Extraktion mit Phenol/Chloroform entfernt. Die DNA wurde danach gefällt  

und anschließend in 200 µl 10 mM Tris/HCl, pH 8,0 , 1 mM EDTA aufgenommen. 

 

4.9.6 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli    

 

Plasmide wurden nach der Methode der alkalischen Lyse (Ausubel et al., 1996) 

präpariert. Eine Extraktion mit Phenol/Chloroform folgte bei Bedarf, um eine höhere 

Reinheit zu erhalten. Alternativ wurden Plasmidpräparationen über Anionentauscher 

nach Angaben der Hersteller (Fastplasmid mini, Eppendorf, Hamburg bzw. 

Nucleobond AX, Macherey-Nagel, Düren) durchgeführt. 

  

4.9.7 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

 

Zur Amplifikation von DNA wurde eine Polymerasekettenreaktion mit einer Taq-

Polymerase durchgeführt. Dazu wurden 1 pg – 1µg Matrize und je 50 pmol Primer in 

einem Reaktionspuffer (PCR Mastermix, Eppendorf, Hamburg) zu einem 

Endvolumen von 25 µl vermischt. Die Reaktionsbedingungen wurden nach 

Sambrook und Russell (2001) gewählt. Die PCR-Produkte wurden mittels einer 

Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, bei Bedarf eluiert und in Zielvektoren kloniert. 
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4.9.8 Klonierung von PCR-Produkten, Restriktion und Ligation von 
DNA  

 

Die Klonierungen von PCR-Fragmenten erfolgte nach Herstellerangaben (TOPO TA 

Cloning, Invitrogen, Karlsruhe bzw. pGM®-T Vector System I, Promega, Mannheim). 

DNA wurde ebenfalls nach Herstellerangaben mit Restriktionsendonukleasen (New 

England BioLabs, Frankfurt am Main) behandelt und DNA-Fragmente nach 

Sambrook und Russell (2001) mittels einer T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics, 

Mannheim) ligiert. 

 

4.9.9 Elution von DNA aus Agarosegelen 

 

Größere DNA-Mengen wurden durch Elektroelution (Ausubel et al., 1996) aus 

Agarosegelen extrahiert. Die zu eluierende DNA wurde aus dem Gel ausgeschnitten, 

in einen Dialyseschlauch (Dialysis-Membrane Typ 8, cut-off:12-16 kD, pore size 25A, 

Biomol, Hamburg) überführt und mit wenig Wasser überschichtet. Der Schlauch 

wurde dann in eine Elektrophoresekammer mit 40 mM Tris/Acetat, pH 8,0, 1 mM 

EDTA, gegeben und die DNA für 30 min bei 100 V eluiert. Nach kurzem Umpolen der 

Spannung erfolgte die Fällung der DNA und der Niederschlag wurde anschließend in 

10 mM Tris/HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA aufgenommen. Die Isolation kleinere DNA-

Mengen aus Agarosegelen über Anionentauscher wurde nach Angaben der 

Hersteller (Perfectprep® Gel Cleanup Kit, Eppendorf, Hamburg und QIAquick Gel 

Extraction Kit, Qiagen, Hilden) durchgeführt. 

 

4.9.10 Sequenzierung von DNA  

 

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Didesoxynukleotid-Methode (Sanger 

et al., 1977). Die dafür verwendeten Oligonukleotide (MWG Biotech AG, Ebersberg) 

waren mit dem Infrarotfarbstoff IRD-800 markiert. Die Sequenzreaktion wurde mit 

dem Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing Kit 

(Amersham Biosciences, Freiburg) durchgeführt. Für eine Reaktion wurden 1 pmol 

DNA und 2 pmol des markierten Primers mit Wasser auf ein Volumen von 13 µl 
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gebracht. Davon wurden jeweils 3 µl in vier verschiedene Reaktionsgefäße 

aliquotiert, zu denen je 1 µl der Sequenzierreagenz des entsprechenden Dideoxy- 

Nukleotids gegeben wurde. Anschließend wurde der Reaktionsansatz mit 20 µl 

Mineralöl überschichtet und die Amplifikation in beschriebener Weise einer PCR 

durchgeführt. Danach erfolgte das Stoppen der Reaktion mit  3 µl des im Kit 

enthaltenen formamidhaltigen Auftragspuffers. Die Abbruchprodukte der Reaktion 

wurden mittels eines Sequenzierer (Li-COR II 4000S, MWG Biotech AG Ebersberg) 

in einem denaturierenden 6 % Acrylamidgel (SequaGel XR, Biozym Diagnostik, 

Hess. Oldendorf) aufgetrennt. Die während des Laufs anfallenden Daten wurden 

gesammelt und anschließend ausgewertet. 

 

4.9.11 Primer Extension 

 

 

Der Transkriptionsstartpunkt von Genen wurde nach Ausubel et al. (1996) mit 

folgenden Modifikationen bestimmt: Es wurden 20 µg Gesamt-RNA aus M. voltae in 

exponentieller Wachstumsphase, 3 pmol eines mit IRD-800 markierten 

Oligonukleotids, (MWG Biotech AG Ebersberg), 2 µl 10 mM dNTPs (je 2,5 mM) in 

12 µl H2O für 10 min bei 70°C inkubiert und anschließend auf 42°C langsam 

abgekühlt. Dem Ansatz wurden 10 mM DTT, 200 U SuperScriptTM II RNase  H- 

Reverse Transcriptase (InvitrogenTM life technologies, Karlsruhe) nach Angaben des 

Herstellers zugegeben. RNaseOutTM (InvitrogenTM life technologies, Karlsruhe) wurde 

durch 40 U RNase Block Ribonuclease Inhibitor (Stratagene, Amsterdam, 

Niederlande) ersetzt. Das Gemisch wurde in einem Endvolumen von 20 µl 

Reaktionspuffer für 30 min bei 42°C inkubiert und nach Zugabe von 180 µl 10 mM 

Tris/HCl, pH 8,0, 1mM EDTA mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die wässrige Phase 

wurde zu einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml mit Glycogen und von 0,3 M mit Na-

Acetat, pH 5,6 versetzt. Nach dem Mischen des Ansatzes wurden 0,8 V Isopropanol 

hinzugefügt und die gefällten Nukleinsäuren für 30 min bei 13 000 x g und 4°C 

sedimentiert. Der Niederschlag wurde mit 80 % Ethanol gewaschen, bei 

Raumtemperatur getrocknet und in 3 µl H2O und 2 µl formamidhaltigem 

Auftragspuffer (DYEnamic Direct Cycle Sequencing Kit, Amersham Biosciences, 

Freiburg) aufgenommen. Vor der Analyse wurde die Probe für 5 min bei 70°C 

inkubiert und anschließend neben einer Sequenzreaktion, die mit dem gleichen 

Oligonukleotid durchgeführt worden war, in einem denaturierenden 6 % Acrylamidgel 
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(SequaGel XR, Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) mittels eines automatischen 

Sequenzierers (LI-COR II 4000S MWG Biotech AG Ebersberg) aufgetrennt und 

analysiert. 

 

4.9.12 RT-PCR 

 

Die RT-PCR wurde nach der Vorschrift des Herstellers durchgeführt (SuperScriptTM II 

RNase  H- Reverse Transcriptase, InvitrogenTM life technologies, Karlsruhe). Zur 

cDNA komplementäre RNA wurde mit RNase H ebenfalls nach den Angaben des 

Protokolls entfernt.  

 

4.9.13 Herstellung elektrokompetenter Zellen aus E. coli 

 
Die Herstellung elektrokompetenter Zellen erfolgte mit dem E. coli-Stamm XL1-Blue 

nach Angaben von Sambrook und Russell (2001). 

 

4.9.14 Elektrotransformation von E. coli  

 
Die Elektrotransformation von E. coli wurde nach Sambrook und Russell (2001) 

durchgeführt. Dafür wurden elektrokompetente Zellen langsam auf Eis aufgetaut, 

50 µl der Zellsuspension mit 10 ng - 25 ng der zu transfizierenden DNA-Lösung 

durchmischt und in eine Elektroporationsküvette mit 2 mm Elektrodenabstand 

überführt. DNA-Lösungen aus Ligationsansätzen wurden vorher auf einer 

Dialysemembran (MF-Millipore™ Membrane Filters, Porengröße 0,025 µm, Millipore, 

Eschborn) gegen Wasser dialysiert. Die Zellen wurden dann mit einem Puls unter 

einer Spannung von 2,5 kV, einer Kapazität von 25 µF und einem Widerstand von 

200 Ω elektroporiert. Nach erfolgtem Spannungsstoß wurden sie in 1 ml  StandardI-

Medium (Merck, Darmstadt) für 30 min inkubiert und anschließend auf 

antibiotikahaltigem Festmedium ausplattiert. 

 

 



4 Material und Methoden 29

4.9.15 Transfektion von M. voltae 

 

Die Transfektion von M. voltae erfolgte in anaerober Atmosphäre (5% H2, 20% CO2, 

75% N2) nach Metcalf et al. (1997). Dazu wurde linearisierte DNA (ca. 5 pmol) gefällt 

und anschließend in 225 µl 20 mM Hepes-Puffer, pH 7,0 aufgenommen. Nach der 

Zugabe von 25 µl EscortTM Transfection Reagent (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde 

der Ansatz für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischenzeitlich wurde 1 ml 

einer M. voltae-Kultur mit einer OD600 zwischen 0,3 - 0,6 durch Zentrifugation bei 

13 000 x g für 5 min sedimentiert und die Zellen in  0,5 ml 0,68 M Saccharose-

Lösung resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann mit der DNA-Lösung 

vermischt, nach 2 h in 10 ml Medium überführt und ohne Selektion bei 37°C 

inkubiert. Die Zugabe von Puromycin zu einer Endkonzentration von 10 µg/ml 

erfolgte nach 3 h. Die Zellen wurden bis zum Erreichen von einer OD600 von 1 

kultiviert und dann zur Selektion auf puromycinhaltigem Festmedium ausplattiert. 

 

4.9.16 Qualitativer und quantitativer Glucuronidase-Reportergentest 

 

Der Glucuronidasetest erfolgte qualitativ modifiziert nach Beneke et al. (1995). Zur 

Aktivitätsbestimmung wurde 1 ml M. voltae-Kultur mit einer OD600 von 0,5  bei 

13 000 x g für 5 min sedimentiert und der Überstand abgenommen. Bei Bedarf wurde 

der Niederschlag bei –80 °C bis zur Messung gelagert. Die  Zellen wurden in 1 ml 

20 mM K-Phosphat-Puffer, pH 7,0 100 mM β-Mercaptoethanol lysiert und für 5 min 

schüttelnd inkubiert. Nach Zentrifugation bei 13 000 x g und 4°C für 5 min wurden 

0,5 ml des Überstandes zu einer Endkonzentration von 1 mM mit PNPGluc (4-

Nitrophenyl-ß-1,4-Glucuronid) vermischt und für 1 h bei 37°C inkubiert.  

Zur quantitativen Aktivitätsbestimmung wurden die Zelltrümmer nach dem Schütteln 

durch Zentrifugation bei 13 000 x g für 5 min und 4°C sedimentiert. 30 µl des 

Überstandes wurden mit 300 µl 20 mM K-Phosphat-Puffer, pH 7,0 100 mM β-

Mercaptoethanol, 1 mM PNPGluc vermischt und die Reaktion dadurch gestartet. Die 

Extinktion der Lösung wurde bei einer Wellenlänge von 405 nm gemessen und in 

60 minütlichen Intervallen bei 28°C verfolgt. Mit Hilfe einer Eichgeraden mit 

p-Nitrophenol wurde die Aktivität der Glucuronidase bestimmt und in mU (nmol 

Nitrophenol/min)/mg Gesamtprotein angegeben. 
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4.9.17 Herstellung radioaktiver DNA Sonden 

 

DNA-Fragmente wurden durch Zufallsmarkierung nach Herstellerangaben 

(Hexanucleotide Mix, Roche Diagnostics, Mannheim) radioaktiv markiert. Dazu 

wurde die zu markierende DNA mittels entsprechender Oligonukleotide amplifiziert 

und in den Vektor Topo pCR 2.1 eingefügt. Eine Sequenzierung stellte sicher, ob 

tatsächlich das richtige Fragment eingesetzt wurde. Anschließend wurde es mittels 

Restriktionsenzymen wieder ausgeschnitten, in einem Agarosegel aufgetrennt, 

eluiert und dann zur Markierung eingesetzt. Der Ansatz enthielt 30 ng zu 

markierende DNA, 2 µl α[32P]-dATP zu 3000Ci/mol und die übrigen Nukleotide, 

dCTP, dGTP, dTTP, zu einer Endkonzentration von je 0,07 mM. Das Gemisch wurde 

für 1 h bei 37°C inkubiert und die markierte DNA danach über Gelfiltrationssäulchen 

(MobiSpin S-200, Mo Bi Tec, Göttingen) nach Angaben des Herstellers gereinigt. 

 

4.9.18 Southern-Blot-Analyse 

 

4.9.18.1 Southern-Blot  

 

Der Transfer der DNA aus Agarosegelen auf eine positiv geladene Nylonmembran 

(Roti®-Nylon plus, Carl Roth, Karlsruhe) erfolgte durch abwärtsgerichteten 

alkalischen Transfer nach Sambrook und Russell (2001). Nach Beendigung des 

Transfers wurde die DNA durch UV-Strahlung (245 nm, 12 kJ/min, 2 min, 

UV Stratalinker 2400, Stratagene, Amsterdam, Niederlande) fixiert.  

 

4.9.18.2 Southern-Hybridisierung 

 

Die Hybridisierung von DNA mit einer radioaktiv markierten Sonde erfolgte nach 

Sambrook und Russell (2001) in 0,5 M Na-Phosphat-Puffer, pH 7,2, 7 % SDS, 

1 mM EDTA. Nach der Hybridisierung wurde die Membran zweimal für 10 min mit  

0,5 M Na-Phosphat-Puffer, pH 7,2, 5 % SDS und zweimal für 10 min mit 0,5 M Na-

Phosphat-Puffer, pH 7,2, 1 % SDS gewaschen. Bei Bedarf wurde die radioaktive 

Sonde wieder von der Membran entfernt. Dazu wurde sie für 2 h in einem 
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Hybridisierungsofen bei 90°C in 1 mM  Na-Phosphat-Puffer, pH 7,2, 7 %SDS 

inkubiert und anschließend einmal für 30 min bei 90°C mit 0,5 M Na-Phosphat-

Puffer, pH 7,2, 1%  SDS gewaschen.  

 

4.9.18.3 Dot-Blot 

 

Dot-Blots wurden nach Ausubel et al. (1996) angefertigt. Dazu wurden 2 µl DNA-

Lösung aus einer Plasmidpräparation auf eine positiv geladene Nylonmembran 

aufgetropft und die Membran für 5 min zur Denaturierung der DNA auf 1,5 M NaCl, 

0,5 NaOH gelegt. Anschließend wurde die Nylonmembran mit 1,5 M NaCl, 

0,5 M Tris/HCl, pH 8,0 gewaschen und die DNA durch UV-Strahlung (245 nm, 

12 kJ/min, 2 min, UV Stratalinker 2400, Stratagene, Amsterdam, Niederlande) fixiert. 

Anschließend konnte sie für eine Southern-Hybridisierung verwendet werden.  

 

4.9.19 Präparation von RNA aus M. voltae 

 

Die Präparation von RNA aus M. voltae erfolgte nach Chomczynski und Sacchi bzw. 

nach Sambrook und Russell (1987 bzw. 2001) und nach Herstellerangaben (TRIzol® 

Reagents, Invitrogen, Karlsruhe). Dazu wurden 10 ml einer exponentiellen M. voltae 

Kultur im Ethanol-Trockeneisbad schnell abgekühlt und anschließend bei 4000 x g 

und 4°C für 20 min sedimentiert. Der Zellniederschlag wurde mit 1,6 ml Trizol lysiert 

und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 320 µl Chloroform 

wurde der Ansatz bei 13 000 x g und 4°C für 14 min zentrifugiert und die wässrige 

Phase mit 800 µl Phenol, gepuffert mit 0,2 M Na-Acetat, pH 4,0,  durchmischt. Nach 

5 min wurden 320 µl Chloroform zugegeben und der Ansatz für 15 min bei 13 000 x g 

und 4°C zentrifugiert. Aus der wässrige Phase wurde die RNA dann in beschriebener 

Weise gefällt und in 20 µl  mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltes  H2O 

aufgenommen.  
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4.9.20 Denaturierende RNA-Agarosegelelektrophorese 

 

RNA wurde in unterschiedlichen Mengen durch denaturierende Agarose-

Formaldehyd-Gelelektrophorese nach Ausubel et al. (1996) in 40 mM MOPS, pH 7,0, 

50 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA getrennt. Der  Ladepuffer bzw. Größenstandard 

wurde nach Angaben des Herstellers verwendet (2 x Loading Dye Solution for RNA 

electrophoresis bzw. RNA Ladder High Range, ready to use, MBI Fermentas, 

St. Leon-Rot). 

  

4.9.21 Northern-Blot-Analyse 

 

4.9.21.1 Northern-Blot 

 

Die Übertragung von RNA aus Agarosegelen auf eine Membran erfolgte durch 

abwärtsgerichteten Transfer (Chomczynski, 1992). Hierzu wurde das Agarosegel 

15 min schüttelnd in DEPC  behandeltes  H2O inkubiert und anschließend die RNA 

mit 3 M NaCl, 8 mM NaOH auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roti®-Nylon 

plus, Carl Roth, Karlsruhe) übertragen. Die RNA wurde danach durch UV-Strahlung 

(245 nm, 12 kJ/min, 2 min, UV Stratalinker 2400, Stratagene, Amsterdam, 

Niederlande) fixiert und die Membran mit 0,02% (w/v) Methylenblau in 0,3 M Na-

Acetat, pH 5,5 gefärbt. Mit destilliertem H2O wurde diese dann bis zur gewünschten 

Kenntlichkeit der RNA  entfärbt.  

 

4.9.21.2 Northern-Hybridisierung 

 

Die Hybridisierung von RNA mit einer radioaktiv markierten Sonden erfolgte unter 

den Bedingungen einer Southern-Hybridisierung. 
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4.9.22 Herstellen einer partiellen Genbank  

 

Die Erstellung einer partiellen Genbank wurde nach Sambrook und Russell (2001) 

durchgeführt. Dazu wurde genomische DNA mit einem Restriktionsenzym behandelt 

und in einem 0,8 % Agarosegel aufgetrennt. Für die Restriktion wurde ein Enzym 

gewählt, das glatte Enden generieren, da die erhaltenen Fragmente nach Anhängen 

eines Adenyl-Restes in einen Vektor mit Thymidyl-Überhang eingesetzt werden 

sollten. Nach dem Auftrennen der DNA wurde die Größe des zu untersuchenden 

Fragments mittels einer Southern-Blot-Analyse bestimmt. Dabei wurde in der 

Hybridisierung eine Sonde eingesetzt, die komplementär zu einem Teilabschnitt des 

Fragments war. Insgesamt 10 µg der behandelten genomischen DNA wurden erneut 

in einem Agarosegel aufgetrennt und die DNA aus dem Bereich ausgeschnitten, 

dessen Größe zuvor mit der Sonde ermittelten worden war. Anschließend wurden die 

Fragmente eluiert, nach Herstellerangaben mit Shrimp-Alkalischer-Phosphatase 

(MBI Fermentas, St. Leon-Rot) behandelt und danach  gefällt. Der Niederschlag 

wurde in destilliertem H2O gelöst und zu 50 µM mit dATP in 50 µl Reaktionspuffer 

(Taq-Reaction-Buffer, Eppendorf, Hamburg) vermischt. Nach Zugabe von 1U Taq-

Polymerase (Taq DNA Polymerase, Eppendorf, Hamburg) erfolgte eine Inkubation 

für 2 h bei 72°C. Die DNA wurde erneut gefällt, in 10 µl destilliertem H2O 

aufgenommen und nach Angaben des Herstellers in den Zielvektor (TOPO TA 

Cloning, Invitrogen, Karlsruhe) eingefügt. Dafür wurden 3 µl der DNA-Fragmente (ca. 

100 fmol) und 1 µl des Vektors (ca. 4 fmol) verwendet. Die anschließende  

Transformation erfolge mit dem gesamten Ligationsansatz und chemisch 

kompetenter E. coli Top10-Zellen. Diese wurden zunächst nicht zur Selektion auf 

Festmedium ausplattiert, sondern die Zellen wurden direkt mit Antibiotikum versetzt 

und über Nacht bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Zellzahl der Kultur mit 

einer Helber-Zählkammer bestimmt, ca. 1000 Zellen auf antibiotikahaltigem 

Festmedium ausplattiert und eine positiv geladene Nylonmembran (Roti®-Nylon plus, 

Carl Roth, Karlsruhe) direkt auf die Oberfläche der Platten gelegt. Nach 12 h bei 

37°C wurde die Membran abgenommen und zur Koloniehybridisierung verwendet.  
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4.9.23 Screening einer partiellen Genbank durch Koloniehybridisierung 

 

Die Koloniehybridisierung wurde nach Sambrook und Russell (2001) mit einer 

radioaktiv markierten Sonde durchgeführt. Die Plasmide wurden anschließend aus 

positiven Klonen präpariert und deren Richtigkeit über einen Dot-Blot verifiziert. 

Danach wurde die Sequenz der eingefügten Fragmente bestimmt.  

 

4.9.24 Screening einer genomischen DNA Phagenbank aus M. Voltae 

 

Eine Genombank von M. voltae in Form einer Phagenbank lag für die vorliegende 

Arbeit zur Verfügung (Noll, I., dieses Labor). Die durchschnittliche Fragmentlänge lag 

bei ca. 5 kb. Aufgrund der Genomgröße von M. voltae von 1900 kb ergab sich 

daraus eine theoretische Anzahl von 380 zu untersuchenden Phagen, um das 

Genom vollständig abzudecken.  

Für das erste Screening wurde eine Anzahl von 500 Plaques pro Platte gewählt. Das 

Screening erfolgte nach den Angaben des Herstellers des Lambda ZAP II Express® 

Predigested Vector Kit (Stratagene, Heidelberg). Die Phagen wurden jedoch nicht 

auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen, sondern auf eine positiv geladene 

Nylonmembran (Roti®-Nylon plus, Carl Roth, Karlsruhe). Die Hybridisierung der Filter 

erfolgte dagegen wie beschrieben. Die Plasmide wurden aus positiven Klonen 

präpariert und deren Richtigkeit über einen Dot-Blot verifiziert. Anschließend erfolgte 

eine Sequenzierung der in den Plasmiden enthaltenen Fragmente. 

 

4.10 Chromatographische Methoden 

 

4.10.1 Gaschromatographischer Nachweis von CH4  

 

 

Für den gaschromatographischen Nachweis von Methan wurde 1 ml einer M. voltae-

Kultur bei einer OD600 von 0,8 geerntet und für 5 min und bei 13 000 x g und 

Raumtemperatur sedimentiert. Der Zellniederschlag wurde dreimal mit 0.4 M NaCl, 

15 mM NaAcetate, 14 mM MgSO4, 14 mM MgCl2, 5 mM KCl, 5 mM NH4Cl, 1 mM 

K2HPO4, 1 mM CaCl2 gewaschen und in 1 ml desselben Puffers aufgenommen. Die 



4 Material und Methoden 35

Zellsuspension wurde in 10 ml Serumflaschen überführt und gasdicht verschlossen. 

Die Zentrifugation und das Waschen der Zellen erfolgte dabei in anaerober N2/H2  

(95%/5%) Atmosphäre. Für die Messungen wurden die Suspensionen entweder mit 

H2 oder mit H2/CO2 (80%/20%) überschichtet. TMA, DMA, MMA, DMS oder Methanol 

wurden zu einer Endkonzentration von je 10 mM zu den Zellsuspensionen 

zugegeben. Methan wurde anschließend gaschromatographisch mit einem 

Flammenionisationsdetektor (CE Instruments, GC 8000 series, Mailand, Italien) 

bestimmt. Die Messbedingungen sind in Tab. 4 angegeben. Für die Erstellung von 

Eichgeraden wurden Methanstandards bekannter Konzentration (0,25% und 0,5% 

CH4 in Luft) verwendet, wobei die gemessenen Peakhöhen den Gaskonzentrationen 

proportional waren. Anhand der Peakhöhen der Eichwerte konnten die unbekannten 

CH4-Konzentrationen quantitativ bestimmt werden. Hierzu wurden 0,2 ml Gas in 

Zeitabständen aus der Gasphase der Zellsuspensionsansätze entnommen und direkt 

in den Gaschromatographen mittels einer gasdichten Spritze injiziert. 

 

Tab. 4 Bedingungen für die gaschromatographische Messung von CH4 

 

Einstellungen am GC   
   

Detektor  Flammenionisationsdetektor 

Säule  Edelstahlsäule (130 × 0,2 cm) 
Material  Molekularsieb 0,5 nm 
Temperatur (Injektor) 80 °C 
 (Säule) 150 °C 
 (Detektor) 150 °C 
Trägergas  Stickstoff 
Eingangsdruck  5 bar 
Trägergasfluss  30 ml/min 
Brenngas  Wasserstoff/Luft 
Eingangsdruck (H2) 5 bar 
 (Luft) 5 bar 
Brenngasfluss (H2) 10 ml/min 
 (Luft) 250 ml/min 
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5 Ergebnisse 
 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, werden die Gene der Hydrogenasen Vhc und 

Frc nur bei Selenmangel transkribiert (Berghöfer et al., 1994). In 

Expressionsanalysen mittels der 2D-Elektrophorese wurden weitere Proteine 

identifiziert, die ebenfalls nur unter Selenlimitierung synthetisiert werden (Niess, 

2001). Die Bestimmung der N-terminalen Peptidsequenzen erfolgte von zwei, aus 

den Gelen ausgeschnittenen Proteinen. Von einem wurde zudem auch interne 

Peptidsequenzen nach Behandlung mit Trypsin ermittelt. Verwandte Proteine 

konnten aus den Teilsequenzen zu diesem Protein durch eine Datenbankrecherche 

nicht gefunden werden.  

Für das andere jedoch wurde ein verwandtes Protein mit unbekannter Funktion und 

einer Übereinstimmung der N-terminalen Peptidsequenz von 79% in M. jannaschii 

gefunden. Es wird in dieser Arbeit nicht untersucht, da es bei M. jannaschii 

vermutlich keine zu M. voltae vergleichbare Anpassung an Selenmangel gibt. 

Beispielsweise wächst M. jannaschii im Gegensatz zu M. voltae nicht auf einem 

selenarmen Medium (Burggraf et al., 1990; Mukhopadhyay et al., 1999). 

 

5.1 Identifizierung des Gens sdmA 

 

Für weitere Untersuchungen war es notwendig zunächst das Gen des Proteins zu 

identifizieren, dessen Funktion in der vorliegenden Arbeit geklärt werden soll. 

Anhand der oben erwähnten internen Peptide wurden die heterologen Primer 

pep2ufw(sdm) und pep1urv(sdm) zur Ermittlung des Gens abgeleitet. Als Matrize 

wurde genomische DNA aus M. voltae eingesetzt. Mit den beiden Primern entstand 

ein ca. 500 bp großes PCR-Produkt, das nach dem Einsetzen in den Vektor Topo 

pCR 2.1 sequenziert wurde. Die Sequenz ist in Abb. 5 dargestellt. Allerdings konnte 

der 5´- und 3´-Bereich des Gens über die PCR nicht bestimmt werden. Diese 

Sequenzen wurden durch ein Screening einer chromosomaler Phagenbank von 

M. voltae und partieller chromosomaler Plasmid-Genbanken über eine 

Koloniehybridisierung ermittelt. Eine Übereinstimmung der identifizierten DNA-

Sequenz mit dem ausgeschnittenen Protein wurde durch ein internes Peptid 

 



5 Ergebnisse 37

(GLADGMNR) gezeigt, das ebenfalls aus der erwähnten Proteinsequenzierung 

erhalten wurde. Dieses liegt innerhalb der Aminosäuresequenz, die aus der DNA-

Sequenz abgeleitet wurde. In einer Datenbankrecherche (Blastp, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) wurden Sequenzidentitäten des zu 

untersuchenden Proteins mit Corrinoid-Proteinen aus Methanosarcina festgestellt, 

die dort mit Methyltransferasen Komplexe bilden (Burke & Krzycki, 1995; Burke & 

Krzycki, 1997). Sie sind in der Methanogenese an der Übertragung von 

Methylgruppen aus methylierten Substraten beteiligt (Hippe et al., 1979; Walther et 

al., 1981). Im Folgenden wird dieses Protein als SdmA (für Dimethylselenid 

Demethylierung) bezeichnet. 
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    T   E   S   Q   E   N   M   I   K   Q   L                                 
M   T   E   S   Q   E   N   M   I   K   Q   L   S   D   A   V   L   D   M   D   E 
atg aca gag tca caa gaa aat atg ata aag caa ctt tca gat gct gtt tta gat atg gat gaa 
                     
                                                    G   Y   N   A   F   E * 
D   L   T   E   E   L   S   D   T   Y   I   K   N   G   Y   N   A   F   E   G   I 
gat tta aca gaa gaa tta tct gat aca tat att aaa aat gga tac aac gca ttc gaa gga att 
  
        G   L   A   D   G   M   N   R                  
S   K   G   L   A   D   G   M   N   R   A   G   V   M   Y   E   E   E   E   Y   F 
tca aaa gga ttg gca gat gga atg aac aga gca ggt gtt atg tac gaa gaa gaa gaa tac ttc 
      
 
I   P   E   L   L   V   C   S   D   A   M   Y   K   G   L   D   I   L   K   P   H  
ata cct gaa tta tta gta tgt tcc gat gca atg aaa tac gga ttg gat att tta aaa cct cat  
 
 
L   Q   Y   S   E   N   D   E   K   M   K   A   V   V   G   V   V   E   G   D   T 
tta caa tat tca gaa aat gac gaa aaa atg aaa gca gta gtt ggt gtc gta gaa ggg gat act 
 
 
H   D   I   G   K   N   L   F   K   I   M   L   E   T   Q   G   F   E   V   Y   D 
cac gac att gga aaa aac ttg ttt aaa ata atg tta gaa aca caa ggt ttc gaa gtt tat gat 
 
 
L   G   R   D   V   P   P   I   E   F   V   E   K   A   K   E   V   N   A   D   V 
tta ggt aga gat gta cca cct att gaa ttc gta gag aaa gct aag gaa gta aat gcg gat gta 
 
 
I   G   L   S   T   L   M   T   T   T   M   D   N   M   K   V   V   I   D   I   L 
att gga tta tca aca ctt atg aca act aca atg gat aac atg aaa gtt gtt atc gat atc tta 
                                                                        Eco RV 
 
K   E   Q   N   M   K   D   N   T   I   V   M   V   G   G   G   P   I   S   Q   S 
aaa gaa caa aat atg aaa gac aat acc atc gta atg gtt ggt ggc ggt cct atc tca caa agc 
 
                I   G   A   D   G   Y   A   P   E   A   S   K * 
F   A   D   K   I   G   A   D   G   Y   A   P   E   A   S   K   S   A   R   I   A 
ttt gct gat aaa att ggc gca gat ggt tat gct cct gaa gct tca aaa tct gca aga att gca 
 
  
K   E   L   V   S   K   L   K   D   S   K   L   N   - 
aaa gaa tta gtt tca aaa tta aaa gat tca aaa ttg aat taa    
b. 5: Sequenz des Gens sdmA mit der aus dem Standardcode abgeleiteten 
oteinsequenz.  

 Teilsequenzen in Fettdruck wurden aus den Peptidsequenzierungen erhalten. Aus den  

quenzen in Fettdruck* wurden die heterologen Oligonukleotide zur Identifizierung des Gens 

geleitet. Das Stop-Codon ist mit - gekennzeichnet. Innerhalb der Sequenz befindet sich eine 

o RV Schnittstelle. Sie ist ebenfalls in Fettdruck dargestellt. 

2 Identifizierung positiver Klone durch das Screening 
verschiedener Genbanken mit einer Sonde des Gens sdmA 

r 5´- und 3´-Bereich des Gens sdmA wurde durch ein Screening einer 

romosomaler Phagenbank von M. voltae und partieller chromosomaler Plasmid-
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Genbanken durch Koloniehybridisierung identifiziert. Für beide Verfahren wurde die 

Sonde I verwendet, die an das Gen sdmA bindet. Das Fragment für die Markierung 

wurde mit den Oligonukleotiden p2sonde3´ und p2sonde5´ amplifiziert. Bei der 

späteren Hybridisierung mit der Sonde betrug die Temperatur 55°C. Zunächst wurde 

aber die Mindestzahl der zu untersuchenden Phagen berechnet. Aufgrund der Größe 

des M. voltae-Genoms von 1900 kb (Sitzmann & Klein, 1991) ergab sich daraus eine 

theoretische Anzahl von 1750 zu untersuchenden Phagen, wenn ein Gen mit einer 

Wahrscheinlichkeit von 99 % gefunden werden sollte (Clarke & Carbon, 1976). Mit 

den Phagen aus positiven Plaques der Southern-Hybridisierung wurden erneut XL1-

Blue MRF´-Zellen infiziert. Die Exzision der Plasmide erfolgte durch Koinfektion der 

Zellen mit Hilfe eines Helferphagens, der den Replikationsstartpunkt f1 auf dem 

Lambda ZAP II Vektor erkennt. Das ausgeschnittene Produkt ergibt ein pBluescript 

SK (+/-) Phagemid, verpackt in die Phagenköpfe des Helferphagens. Diese wurden 

nach Infektion des E. coli-Stammes SOLRTM durch eine Plasmidpräparation erhalten. 

Zur Kontrolle wurden sie über einen Dot-Blot verifiziert, wobei wieder die Sonde I 

verwendet wurde. Als Negativkontrolle diente das Plasmid pBluescript ohne Insert, 

das auf dem Dot-Blot kein Signal zeigte. Eine Wechselwirkung der Sonde mit der 

Vektorsequenz war damit ausgeschlossen. 

Für die Identifizierung des 5´- und 3´-Bereichs des Gens sdmA mittels der 

Herstellung einer partiellen Plasmid-Genbank, wurde die genomische DNA mit 

Eco RV behandelt. Eine Schnittstelle dieses Restriktionsenzyms befindet sich auch 

in dem Gen sdmA (Abb. 5). Nach der Behandlung der chromosomalen DNA würde 

man zwei Fragmente erwarten, die jeweils einen Teil des Gens sdmA tragen sollten. 

Ihre Größen wurden durch eine Southern-Blot-Analyse mit der Sonde I                

ermittelt  (Abb. 6). Die Hybridisierungstemperatur betrug dabei 55°C. Das eine 

Fragment hatte eine Größe von ca. 2 000 und das andere von ca. 1 200 bp. Die mit 

Eco RV behandelte DNA wurde dann über ein 0,8 % Agarosegel aufgetrennt und die 

Fragmente aus den Bereichen um 2 000  bzw. um 1 200 bp ausgeschnitten, eluiert 

und zur Erstellung von zwei, den beiden Bereichen entsprechenden, partiellen 

Genbanken verwendet. Nach der Koloniehybridisierung mit der Sonde I wurden 

positive Klone aus beiden Genbanken isoliert und die Ergebnisse über einen Dot-Blot 

verifiziert. Als Negativkontrolle diente der Vektor Topo pCR 2.1 mit einem bekannten 

Insert, das mit Sonde I kein Hybrid bilden sollte. Die Negativkontrolle zeigte kein 
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Signal, wodurch eine Wechselwirkung der Sonde mit der Vektorsequenz 

auszuschließen war.  

Sonde I 

1 bp

2000 bp 
Eco RVEco RV Eco RV 

1200 bp 

sdmA 

2000

1200
1031

3000

1500

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A B 
 
Abb. 6: Southern-Blot-Analyse des Gens sdmA  
A: Schematische Darstellung der Schnittstellen von Eco RV in der chromosomalen DNA von M. voltae 

aus dem Bereich um das Gen sdmA.  

B: 5 µg chromosomale DNA von M. voltae wurden mit Eco RV behandelt und in einer Southern-Blot- 

Analyse untersucht. Für die Hybridisierung wurde die Sonde I verwendet. Die Bindestelle der Sonde 

ist in der schematischen Darstellung angedeutet. bp: Längenstandard in Basenpaaren. 

 

5.3 Im 3´-Bereich des Gens sdmA liegen die offenen Leseraster 
sdmB und sdmC 

 

An den aus den verschiedenen Screeningverfahren erhaltenen Klone wurde die 

Sequenz des 5´- und 3´-Bereichs des Gens sdmA mit den Standard-

Sequenzierprimern M13fw und M13rv teilweise ermittelt. Die Bindestellen dieser 

Oligonukleotide findet man in den gängigen Vektoren und sie ermöglichen die 

Sequenzierung eines eingefügten Fragments, wenn es von diesen Stellen flankiert 

ist. Bei sehr großen Inserts ist die Sequenzierung allein mit den Standardprimern 

nicht mehr möglich. Die Sequenz von sdmA und des umgebenden Bereichs, die 

durch M13fw und M13rv nicht ermittelt werden konnte, wurde mit den Primern 

ird800corri25, ird800P2walker5B, corrimet16RV und corrimet16FW bestimmt. Dabei 
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wurden noch zwei weitere offene Leseraster, sdmB und sdmC, identifiziert. Die 

komplette Sequenz findet sich in der Genbank unter der Zugangsnummer AJ575802. 

 

5.4 Das Gen sdmA codiert für ein mögliches Corrinoid-Protein, 
sdmB und sdmC für mögliche Methyltransferasen 

 

Die relative chromosomale Anordnung der Gengruppe sdmABC ist schematisch in 

Abb. 7 dargestellt. Durch einen Sequenzvergleich auf Aminosäureebene (Blastp, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) wurden verwandte Proteine zu SdmA, SdmB 

und SdmC gefunden. Das Protein SdmA zeigt, wie bereits erwähnt, 

Sequenzidentitäten zu verschiedenen Corrinoid-Proteinen. Diese sind unter anderem 

an der Demethylierung von Methylaminen in Methanosarcina beteiligt (Hippe et al., 

1979; Walther et al., 1981). Dort bilden sie mit Methyltransferasen Komplexe, die die 

Methylgruppen der Substrate auf die Corrinoid-Proteine übertragen. Der Transfer der 

Methylgruppe von den Corrinoid-Proteinen auf den Akzeptor Coenzym M wird dann 

von einer anderen Methyltransferase katalysiert. (Burke & Krzycki, 1995; Burke & 

Krzycki, 1997). In Abb. 8 ist ein Sequenzvergleich funktionell bekannter Corrinoid-

Proteine aus Methanosarcina barkeri und eines nicht näher charakterisierten aus 

Methanosarcina acetivorans mit SdmA dargestellt. Das Protein MtbC aus M. barkeri 

bzw. aus M. acetivorans hat eine Sequenzübereinstimmung von 45 %, die Proteine 

MttC und MtmC von 38 % bzw. 35 % zu SdmA.  

Außerdem weist die  Aminosäuresequenz von SdmA ein Motiv mit der Sequenz 

Asp104-X-His106-X-X-G109-Xn-Ser151-X-Leu153-Xn-Gy182-Gly183 auf, das als Cobalamin-

Bindemotiv vorgeschlagen wurde (Marsh & Holloway, 1992). Das Motiv 

Asp-X-His-X-X-Gly-X41-42-Thr/Ser-X-Leu-X24-28-Gly-Gly kommt in einer Reihe anderer 

Corrinoid-abhängiger Enzyme, wie z.B. bei der Cobalamin-abhängigen Methionin-

Synthase MetH aus E. coli (Banerjee et al., 1989),  der Methylmalonyl-CoA-Mutase 

aus Propionibacterium shermanii (Marsh et al., 1989), der Glutamat-Mutase aus 

Clostridium cochlearium (Zelder et al., 1994) und bei MtaC aus M. barkeri (Sauer & 

Thauer, 1998) vor. 

 

 

  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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672 bp 1089 bp 1098 bp 

 

  sdmB sdmA sdmC 

 

Abb. 7: Relative, chromosomale Anordnung der Gene sdmA, sdmB und sdmC 
Die jeweiligen Größen der Gene sind in Basenpaaren, bp, angegeben. Das Gen sdmA codiert für ein 

Corrinoid-Protein, sdmB und sdmC für Methyltransferasen. 
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Abb. 8: Sequenzvergleich verschiedener Corrinoid-Proteine aus M. barkeri und 
M. acetivorans mit dem Protein SdmA aus M. voltae.  
Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programm ClustlW erstellt (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Die 

Aminosäuren der Konsensussequenz sind dunkelgrau, Aminosäuren mit chemisch ähnlichen 

Eigenschaften zum Konsensus sind hellgrau hinterlegt. MtbC aus M. acetivorans (Zugangsnummer 

NP_615887) und MtbC aus M. barkeri (Zugangsnummer AAD14629) zeigen eine Sequenzidentität zu 

45 % mit SdmA. Die Proteine MttC (Zugangsnummer AAD14631) und MtmC (Zugangsnummer 

O30641) aus M. barkeri zeigen eine Sequenzidentität zu 38 % bzw. 35 % mit SdmA. 

 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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Die Aminosäuresequenzen der Proteine SdmB und SdmC weisen 

Übereinstimmungen zu Methyltransferasen auf, die, wie oben erwähnt, in der 

methylotrophen Methanogenese die Methylgruppe von Corrinoid-Proteinen auf den 

Akzeptor Coenzym M übertragen. 

In Abb. 9 ist ein Vergleich funktionell bekannter Methyltransferasen aus M. barkeri 

und einer nicht näher charakterisierten aus M. acetivorans mit SdmB und SdmC 

dargestellt. Die beiden Methyltransferasen aus M. voltae haben untereinander eine 

Sequenzidentität von 66 %. MtsA zeigt eine Übereinstimmung von 22 % zu SdmB 

und von 24 % zu SdmC, MtbA von 23 % zu SdmB und von 24 % zu SdmC und MtaA 

von 24 % zu SdmB und von 25 % zu SdmC. Das Protein MtaA aus M. acetivorans ist 

zu 23 % identisch mit SdmB und zu 24 % mit SdmC. Zudem weisen die 

Aminosäuresequenzen von SdmB und SdmC auf ein mögliches Zinkbindemotiv, 

His239-X-Cys241-XN-Cys322 bzw. His241-X-Cys243-XN-Cys324, hin. Von dem Motiv His-X-

Cys-XN-Cys wurde gezeigt, dass in der Cobalamin-unabhängigen Methionin-

Synthase MetE und der Methyltransferase MtbA der Imidazolring des Histidins und 

die beiden Thiolgruppen der Cysteine Zink koordinieren (Zhou et al., 1999; Gencic et 

al., 2001). 
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Abb. 9: Sequenzvergleich verschiedener Methyltransferasen aus M. barkeri  
und M. acetivorans mit den Proteinen SdmB und SdmC aus M. voltae 
Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programm ClustlW erstellt (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Die 

Aminosäuren der Konsensussequenz sind dunkelgrau, Aminosäuren mit chemisch ähnlichen 

Eigenschaften zum Konsensus sind hellgrau hinterlegt. Die Methyltransferasen SdmB und SdmC 

zeigen untereinander eine Identität von 66 %. MtsA (Zugangsnummer AAC46230) zeigt eine 

Übereinstimmung von 22 % zu SdmB und von 24 % zu SdmC, MtbA (Zugangsnummer AAC38632) 

von 23 % zu SdmB und von 24 % zu SdmC und MtaA (Zugangsnummer CAA62995) zeigt eine 

Sequenzidentität von 24 % zu SdmB und von 25 % zu SdmC. Das Protein MtaA aus M. acetivorans  

(Zugangsnummer NP_619241) ist zu 23 % identisch mit SdmB und zu 24 % mit SdmC. 
 

 

 

 
 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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5.5 Das Gen sdmA wird nur bei Selenmangel transkribiert 

 

In der 2D-Elektrophorese wurde gezeigt, dass das Protein SdmA nur bei 

Selenmangel synthetisiert wird (Niess, 2001). Erfolgt die Regulation der Expression 

auf Transkriptionsebene, dann sollte der Messenger von sdmA nur unter 

Selenlimitierung nachweisbar sein. Dies wurde durch eine Northern-Blot-Analyse mit 

der Sonde I (siehe 5.2) geklärt. Die Hybridisierungstemperatur betrug dabei 55°C. 

Die Bindestelle der Sonde ist schematisch in der Abb. 10A dargestellt. In der Analyse 

wurde die RNA aus Kulturen mit unterschiedlichen Wachstumsbedingungen 

miteinander verglichen. Dazu erfolgte die Präparation der RNA aus selenhaltigen 

bzw. selenlimitierten Kulturen. Zusätzlich wurde zur Kontrolle RNA aus Zellen 

gereinigt, die in selenhaltigem Medium einem permanenten Hitzestress von 42°C 

ausgesetzt waren. 

Ein Transkript des Gens sdmA wurde tatsächlich nur bei Selenmangel nachgewiesen  

und nicht bei Anwesenheit von Selenit (Abb. 10B, Spur 1 und 2). Ein Signal wurde in 

der Northern-Blot-Analyse auch dann nicht festgestellt, wenn die Zellen in 

selenhaltigem Medium einem permanenten Hitzestress von 42°C  ausgesetzt waren 

(Abb. 10B, Spur 3). Dadurch wurde ausgeschlossen, dass die Transkription des 

Gens sdmA der Regulation durch generellen Stress unterliegt. Die 

Hitzeschockantwort wird in M. voltae ab einer Temperatur von 40°C induziert. Dabei 

werden unter anderem generelle Stressproteine exprimiert, deren Synthese sich 

auch durch andere Faktoren induzieren lässt (Hebert et al., 1991). Die Qualität der 

eingesetzten RNA wurde durch eine Färbung der Membran mit Methylenblau 

überprüft. Die Banden der 23S und 16S rRNA sind dort deutlich erkennbar               

(Abb. 10C).  

Wurde dem Medium Selen zu einer Endkonzentration zugesetzt, die über 100 nM 

lag, war das sdmA-Transkript nicht mehr nachweisbar  (Abb. 10D, Spuren 4-9). Die 

unterschiedlichen Signalstärken in  Abb. 10D beruhen darauf, dass nicht exakt die 

gleichen Gesamt-RNA-Mengen in dem Agarosegel aufgetrennt und dann transferiert 

wurden, wie die Methylenblaufärbung der verwendeten Membran zeigt (Abb. 10E). 

Die längsten detektierten RNA-Moleküle hatten eine Größe zwischen 3 000 - 4 000 

Nukleotiden. Die kürzeren Fragmente waren vermutlich durch den Abbau des 

vollständigen Messengers entstanden. 
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Abb. 10: Northern-Blot-Analyse des Gens sdmA m
Für die Northern-Blot-Analysen wurden jeweils 10 µg Gesam

Agarosegel aufgetrennt. A: Schematische Darstellung

B: Autoradiographie nach der Hybridisierung der Membran m

Nukleotiden; Gesamt-RNA aus 1: einer selenfreien Kultur, 

selenhaltigen Kultur, die einem permanenten Hitzestres

Methylenblaufärbung der bei B zur Hybridisierung verwendet

Banden der 23S und 16S rRNA. D: Autoradiographie nach ein

RNA aus Kulturen mit unterschiedlichen Selenkonzentration

Kulturen, denen zu einer Endkonzentration von 10 µM, 1 µM, 

wurde; 9: Gesamt-RNA aus einer selenfreien Kultur; 
E: Methylenblaufärbung der bei D zur Hybridisierung verwende
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5.6 Bestimmung eines möglichen Transkriptionsstartpunkts des 
Gens sdmA  

 
Die Gengruppen der Hydrogenasen Vhc und Frc werden, wie in der Einleitung 

erwähnt, nur bei Selenmangel transkribiert (Berghöfer et al., 1994). Die 

Sequenzelemente, die für die Regulation verantwortlich sind, liegen in einer 

intergenen Region, die sich zwischen den Genen der beiden Hydrogenasen befindet 

(Noll et al., 1999). Da sich das Transkript von sdmA auch nur bei Selenmangel 

nachweisen lässt, sollte überprüft werden, ob es zusammen mit den Hydrogenase-

Genen zu einem gemeinsamen Regulon gehört. Dazu wurde die Umgebung des 

Transkriptionsstartpunkts von sdmA mit der intergenen Region der Hydrogenasen-

Gene verglichen.  

 Zuvor wurde der Startpunkt von sdmA mittels einer Primer-Extension bestimmt, 

indem ein DNA-Gegenstrang der mRNA nach Anlagerung des Primers excorI durch 

eine reverse Transkription synthetisiert wurde. Dieses Oligonukleotid bindet an eine 

Sequenz aus der kodierenden Region von sdmA. Um die Länge des 

Reaktionsproduktes bestimmen zu können, wurde ein entsprechendes Plasmid, das 

das Gen sdmA einschließlich des 5´-Bereichs der nicht-kodierenden Region enthielt, 

mit dem gleichen Primer sequenziert. Die Reaktionsprodukte aus der Sequenzierung 

wurden neben den Produkten der Primer-Extension aufgetragen und mittels eines 

Sequenzers analysiert (Abb. 11A). Dabei wurde ein 5´-Ende kartiert, das einem 

möglichen Transkriptionsstartpunkt entsprechen würde (Wich et al., 1986). Der 

Startpunkt läge dann auf einem Thymin (+1, Abb. 11B). 23 Basenpaare 

stromaufwärts wurde eine mögliche TATA-Box (Reiter et al., 1990) identifiziert. 

Gemeinsame Sequenzelemente zu der intergenen Region der Hydrogenasen-Gene, 

die auf eine gemeinsame Regulation hindeuten würden, konnten nicht gefunden 

werden. 
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A 

TTTAAAAAATATATTAAAAATAAATTTATTTTAATTAAAGTAGTTC 
 
TTAATAGATTTCTTTACATCCTTATTCGATATTATGTTTTCTAATG 
          -23                     +1      
AAAATTATAAATATATTGATTACCATAGTATGGGGTGCTATAATCT 
 
AAACATTAAAAAATATGATTACCCTATTAAAAATCTTAATATATGA 
 
GGCCAAATatgacagagtcacaagaaaatat 

B 

 
Abb. 11: Bestimmung eines Transkriptionsstartpunktes des Messengers von 
sdmA 
A: Der Transkriptionsstartpunkt des Messengers von sdmA wurde durch eine Primer-Extension 

ermittelt. Für die Bestimmung des Startpunktes wurden 20 µg Gesamt-RNA eingesetzt. Das Produkt 

der Primer-Extension (P) ist neben einer DNA-Sequenzleiter (A, C, G, T) dargestellt, die durch 

Sequenzierung des entsprechenden Plasmids erhalten wurde. Die Transkriptionsinitiationsstelle ist mit 

einem Pfeil gekennzeichnet. 

B: Sequenz der Umgebung der Transkriptionsinitiationsstelle ausgehend von der 

Translationsinitiationsstelle (atg), der Shine Dalgarno Sequenz (GAG—A), der Transkriptions-

initiationsstelle (GTG) und der TATA Box (TATAAAT). 
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5.7 Die Gene sdmA, sdmB und sdmC liegen auf einem 
gemeinsamen polycistronischen Messenger 

 

In der vorangegangenen Northern-Blot-Analyse wurde die Größe des mit Sonde I 

identifizierten  Transkripts auf ca. 3000 – 4000 Nukleotiden geschätzt. Der 

eigentliche Messenger wäre demnach deutlich länger, als das Gen sdmA mit 672 bp. 

Ein möglicher Transkriptionsstartpunkt wurde im 5´-Bereich nicht sehr weit entfernt 

vom Translationsstart des Gens sdmA kartiert. Es lag daher die Vermutung nahe, 

dass die Gene sdmB und sdmC gemeinsam mit sdmA auf einem polycistronischen 

Messenger liegen. Deshalb wurde eine Northern-Blot-Analyse, außer mit der 

Sonde I, auch mit den Sonden II, III und IIIdown durchgeführt. Die Sonde II bindet an 

sdmB, Sonde III an sdmC und die Sonde IIIdown an das Gen, welches stromabwärts 

von sdmC liegt. Sie sollte zeigen, ob sich noch ein weiteres Gen auf dem 

gemeinsamen Messenger befindet. Die Bindestellen der Sonden sind schematisch 

im oberen Teil der Abb. 12 dargestellt. Die Fragmente für die radioaktiven 

Zufallsmarkierungen wurden mittels einer PCR gewonnen. Für die Sonde II wurden 

die Oligonukleotide metI2Hfw und metIHr, für die Sonde III die Oligonukleotide 

RTmetIIfe und metII2Hrv und für die Sonde IIIdown die Oligonukleotide metIIIfw und 

metIIIrv verwendet. Die Herstellung der Sonde I ist in 5.2 beschrieben. Die 

Hybridisierungstemperatur betrug bei den Sonden I, II, und III 55°C, bei der Sonde 

IIIdown 50°C. 

Nach der Hybridisierung einer Membran mit Sonde II oder III (Abb. 12B oder D, 

Spur 1) wurde in einer Autoradiographie jeweils ein Signal in der gleichen Größe wie 

mit Sonde I (Abb. 12A, Spur 1) vorgefunden. Die Länge der Transkripte wurde auf je 

3 500 Nukleotide geschätzt. Sie ließen sich nur in Gesamt-RNA aus selenarmen 

Kulturen, nicht aber in Gesamt-RNA aus selenhaltigen Kulturen nachweisen. Die 

verkürzten Fragmente sind vermutlich Abbauprodukte der vollständigen Messenger. 

Die Qualität der RNA wurde durch das Färben der Membranen mit Methylenblau 

überprüft. Die Banden der 23S und 16S rRNA sind deutlich erkennbar (Abb. 12C 

und E).  

Aus den erhaltenen Resultaten wurde geschlossen, dass die Gene sdmA, sdmB und 

sdmC auf einem gemeinsamen Messenger liegen, da ihre Sonden in der Northern-

Blot-Analyse jeweils ein Signal in der gleichen Größe zeigten. Unterstützt wird die 

Annahme durch die Kartierung des Transkriptionsstartpunkts, so dass der 
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Messenger bei einer Größe von 3500 nt die Gene sdmA, sdmB und sdmC 

überdecken würde. 

In einem weiteren Versuch wurde die Sonde III von der Membran aus Abb. 12E 

entfernt und dies durch eine Autoradiographie überprüft. Anschließend wurde sie  mit 

der Sonde IIIdown bei 50°C hybridisiert. Trotz der niedrigen Temperatur war ein 

Signal nicht nachweisbar, obwohl der Röntgenfilm über einen Zeitraum von 10 Tagen 

exponiert wurde (diese Daten sind nicht abgebildet). Danach erfolgte nochmals eine 

Überprüfung der Qualität der RNA, indem die Membran mit der Sonde I hybridisiert 

und diesmal ein Signal in der Autoradiographie gezeigt wurde. 

Aufgrund dieser Ergebnisse kann eine gemeinsame Transkription des Gens 

stromabwärts von sdmC mit der Gengruppe sdmABC ausgeschlossen werden. 
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Abb. 12: Northern-Blot-Analyse der Gene sdmA, sdmB und sdmC  
Im oberen Teil der Abb. sind die Bindestellen der Sonden schematisch angedeutet. Die RNA wurde in 

einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. Es wurden je 20 µg RNA eingesetzt. A: Autoradiographie nach 

einer Northern-Hybridisierung mit der Sonde I. B: Autoradiographie nach einer Northern-

Hybridisierung mit der Sonde II. Dabei wurde zur Hybridisierung dieselbe Membran aus A verwendet, 

nachdem die Sonde I entfernt wurde. C: Methylenblaufärbung der Membran aus A und B mit der 

rRNA 23S und 16S. D: Autoradiographie nach einer Northern-Hybridisierung mit der Sonde III mit 

einer zu A unterschiedlichen Membran. E: Methylenblaufärbung der Membran aus D.  

Spuren: 1: Gesamt-RNA aus einer selenfreien und  2: aus einer selenhaltigen Kultur. 
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5.8 M. voltae kann methylierte Amine, Dimethylsulfid oder 
Methanol nicht für die Methanogenese erschließen 

 

In dem vorangegangenen Sequenzvergleichen wurde eine Verwandtschaft des 

Proteins SdmA zu Corrinoid-Proteinen und von SdmB und SdmC zu 

Methyltransferasen aus Methanosarcina gezeigt. Sie sind dort in der Methanogenese 

an der Erschließung von methylierten Substraten beteiligt. Es wurde daher überprüft, 

ob M. voltae unter Selenlimitierung, denn nur dann wird die Gengruppe sdmABC 

exprimiert, neben CO2 und H2, auch die methylierten Verbindungen für die 

Methanogenese nutzten kann.  

Das Wachstumsmedium wurde hierfür zu einer Endkonzentration von 10 mM mit 

TMA, DMA, MMA, DMS oder Methanol versetzt und in einer H2- oder H2/CO2-

Atmosphäre inkubiert. Auf die Zugabe von Selen wurde verzichtet. Statt mit Na2HCO3 

wurde dafür das Medium mit Imidazol gepuffert. Ein Wachstum der Zellen wurde nur 

in einer H2/CO2-Atmosphäre festgestellt, obwohl die Kultivierung über einen Zeitraum 

von 14 Tagen erfolgte. 

Zusätzlich wurden gaschromatographische Methanmessungen durchgeführt          

(Abb. 13). Die Vorkulturen für die Herstellung der dafür verwendeten 

Zellsuspensionen enthielten kein Selen. Vor den Messungen wurden die 

Suspensionen zu einer Endkonzentration von 10 mM mit TMA, DMA, MMA, DMS 

oder Methanol versetzt und mit einer H2- Atmosphäre überschichtet. Größere 

Methanmengen wurde jedoch nur bei der Verwendung des H2/CO2-Gasgemisches 

vorgefunden. Bei der Negativkontrolle, einer Zellsuspension ohne Substrat in einer 

H2-Atmosphäre, wurde Methan nur in sehr geringen Mengen detektiert. Eine 

Erschließung der getesteten methylierten Verbindungen von M. voltae für die 

Methanogenese wurde anhand dieser Ergebnisse ausgeschlossen. 
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Abb. 13: Gaschromatographische Methanmessungen 
Für die Methanmessungen wurde je 1 ml einer Zellsuspension, OD600 = 0,8, zu einer 

Endkonzentration von 10 mM mit TMA, DMA, MMA, DMS oder Methanol versetzt und mit H2 

überschichtet. Die Proben für die Messungen wurden in Zeitabständen genommen. Als 

Positivkontrolle diente eine Zellsuspension in einer H2/CO2-Atmosphäre, als Negativkontrolle eine 

Zellsuspension ohne Substrat, die in einer H2-Atmosphäre inkubiert wurde. 
 

5.9 Die Konstruktion von Deletionsmutanten der Gene sdmA, 
sdmB und sdmC  

 

Durch den vorangegangenen Versuch konnte dem Corrinoid-Protein und den beiden 

Methyltransferasen aus M. voltae eine mögliche Funktion nicht zugewiesen werden. 

Für weitere Untersuchungen war es daher sinnvoll zunächst Deletionsmutanten der 

Gene sdmA, sdmB und sdmC  herzustellen. Dabei wurden die jeweiligen Gene durch 

den Resistenzmarker pacN ersetzt, der für die Puromycin-N-Acetyltransferase 

kodiert und eine Selektion der Mutanten erlaubt. Der Terminator für pacN stammte 

aus dem Gen der Methyl-Coenzym M-Reduktase, der Promotor aus dem 

S-layer-Gen (Kansy et al., 1994; Konisky et al., 1994; Müller et al., 1985). Das 

Schema der Deletionsmutagenese ist zusammenfassend nur für sdmA in Abb. 14 
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dargestellt. Hieraus wird ersichtlich, dass das Gen durch Rekombination zweier 

homologer Bereiche mit dem Konstrukt ausgetauscht und dabei der Resistenzmarker 

eingefügt wurde. Die Deletionsmutanten von sdmB und sdmC wurden auf die gleiche 

Weise hergestellt wie auch eine Doppelmutante der Gene sdmB und sdmC. Beim 

Austausch von sdmC in der Einzelmutante und in der Doppelmutante blieb ein ca. 

570 bp großes Fragment des  3´-Bereichs dieses Gens erhalten. 

Die jeweiligen Fragmente für die Deletionen wurden durch die Behandlung der 

Plasmide pNPAC-sdmA, pNPAC-sdmB, pNPAC-sdmC und pNPAC-sdmBC (siehe 

4.7 in Material und Methoden) mit den Restriktionsendonukleasen Spe I und Nhe I 

erhalten. Nach der Auftrennung in einem Agarosegel wurden sie anschließend eluiert 

und jeweils 5 pmol für die Transformation verwendet. Die Transformation erfolgte mit 

dem M. voltae-Stamm V1, der eine chromosomale Kopie eines Reportergens trägt, 

das nur bei Selenmangel exprimiert wird (Pfeiffer et al., 1998).  

 

 sdmA sdmC sdmB 

 

TmcrPsl pacN 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14: Deletionsmutagenese des Gens sdmA 
Die Deletion des Gens sdmA erfolgte durch eine zweifache homologe Rekombination, wie durch die 

Kreuze angedeutet ist. Psl: Promotor des S-layer-Gens (Kansy et al., 1994; Konisky et al., 1994); 

pacN: Gen der Puromycin-N-Acetyltransferase zur Selektion; Tmcr: Terminator der Gene der Methyl-

Coenzym M-Reduktase (Müller et al., 1985). 

 

5.10 Charakterisierung der erhaltenen M. voltae-Klone V1∆sdmA, 

V1∆sdmB, V1∆sdmC und V1∆sdmBC 

 

Es wurde erwartet, dass die nach der Transformation erhaltenen, 

puromycinresistenten Klone von M. voltae V1 eine Deletion des jeweiligen Gens 

sdmA, sdmB oder sdmC aufweisen. Im Fall der Doppelmutante wurde ein Austausch 
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beider Gene sdmB und sdmC angenommen. Die Kontrolle der Klone erfolgte über 

eine Southern-Blot-Analyse. Die Fragmente für die radioaktiven Markierungen 

wurden für die Sonde IV mit den Oligonukleotide corsenachfw und metIvorrv, für die 

Sonde V mit den Oligonukleotide pacsondefw und pacsonderv und für die Sonde VI 

mit den Oligonukleotide metIInachfw und metIInachrv über eine PCR gewonnen. Die 

Sonde IV bindet an die intergene Region zwischen den Genen sdmA und sdmB, die 

Sonde VI an das 3´-Ende  von sdmC und die Sonde V an das Gen pacN (oberer Teil 

der Abb. 15 und 16). 

Für den Nachweis der Deletion von sdmA wurde die chromosomale DNA der 

Mutante und des Wildtyps mit den Restriktionsendonukleasen Acc I und Nco I 

behandelt und in einer Southern-Blot-Analyse untersucht. Dabei betrug die 

Hybridisierungstemperatur für alle verwendeten Sonden 55°C. Die Schnittstellen und 

die Größen der zu erwartenden Fragmente sind im oberen Teil der Abb. 15 für den 

Wildtyp und die Deletionsmutante V1∆sdmA dargestellt. Nach der Hybridisierung mit 

der Sonde V bzw. IV ergab sich in der Autoradiographie wie erwartet für den Wildtyp 

kein bzw. ein Signal von ca. 3200 bp und für die Mutante ein Signal von 1200 bzw. 

2600 bp (Abb. 15A und B). 

Es kann aus dieser Analyse geschlossen werden, dass das Gen sdmA tatsächlich 

ausgetauscht wurde.  

Für den Nachweis der Deletion von sdmB, sdmC oder beider Gene  sdmB und sdmC 

wurde chromosomale DNA mit Eco RI und Nco I behandelt und ebenfalls in einer 

Southern-Blot-Analyse untersucht. Dabei betrug die Hybridisierungstemperatur für 

alle verwendeten Sonden ebenfalls 55°C. Die Schnittstellen sind schematisch im 

oberen Teil der Abb. 16 dargestellt. Wie zu erwarteten war, erhielt man nach der 

Hybridisierung mit der Sonde V in der Autoradiographie für den Wildtyp kein Signal, 

für die Mutante V1∆sdmB bzw. −C ein Signal von ca. 1400  bzw. 2800 bp und für die 

Doppelmutante von ebenfalls 1400 bp (Abb. 16A, Spuren 1-4). Mit der Sonde IV 

ergaben sich Signale von ca. 4500 bp für den Wildtyp, von 2500 bp für V1∆sdmC 

und von ca. 1400 bp für V1∆sdmB und −BC . (Abb. 16B, Spuren 1-4). Mit der 

Sonde VI wurden in der Autoradiographie Signale von 4500 bp für den Wildtyp, von 

ca. 3400 für die Mutante V1∆sdmB  bzw. von 2500 bp für V1∆sdmC und -BC 

detektiert (Abb. 16C, Spuren 1-4). 

Eine Deletion der Gene sdmB, sdmC oder der beiden Gene sdmBC wurde mit dieser 

Southern-Blot-Analyse bestätigt. 
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Abb. 15: Southern-Blot-Analyse der Deletionsmutante V1∆sdmA 

Oberer Teil: Schematische Darstellung der Bindestellen der Sonden IV, V bzw. VI und der 

Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen Acc I und Nco I im Bereich der Gengruppe sdmABC für 

1: den Wildtyp und 2: die Mutante V1∆sdmA, 

Unterer Teil: Die genomische DNA 1: des Wildtyps und 2: der Mutante V1∆sdmA wurde mit Acc I und 

Nco I behandelt und in einer Southern-Blot-Analyse mit A: der Sonde V bzw. B: der Sonde IV 

untersucht. bp: Größenstandard in Basenpaaren. 
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Abb. 16: Southern-Blot-Analyse der Deletionsmutanten V1∆sdmB, V1∆sdmC 

und V1∆sdmBC 

Oberer Teil: Schematische Darstellung der Bindestellen der Sonden IV, V bzw. VI und der 

Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen Eco RI und Nco I im Bereich der Gengruppe sdmABC 

für 1: den Wildtyp, 2: die Mutante V1∆sdmB, 3: V∆sdmC und 4: die Doppelmutante V1∆sdmBC 

 

Unterer Teil: Die chromosomale DNA 1: des Wildtyps, 2: der Mutante V1∆sdmB, 3: der Mutante 

V1∆sdmC und 4: der Doppelmutante V1∆sdmBC wurde mit Eco RI und Nco I behandelt und in einer 

Southern-Blot-Analyse mit A: der Sonde V, B: der Sonde IV bzw. C: der Sonde VI untersucht. 

bp: Größenstandard in Basenpaaren. 
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5.11 Die Proteine SdmA und SdmC sind an der Erschließung von 
Selen aus Dimethylselenid beteiligt 

 

Im Abschnitt 5.8 wurde gezeigt, dass die Induktion der Transkription der Gengruppe 

sdmABC nicht dazu führt, dass M. voltae alternative Substrate wie methylierte Amine 

und Sulfide oder Methanol für die Methanogenese erschließen kann. Jedoch zeigen 

die Proteine SdmA bzw. SdmB und SdmC Sequenzübereinstimmungen zu Corrinoid-

Proteinen bzw. zu Methyltransferasen, die beispielsweise in Methanosarcina an der 

Erschließung dieser Substrate beteiligt sind. Aufgrund dessen wurde untersucht, ob 

das Corrinoid-Protein und die Methyltransferasen in M. voltae, Selen aus 

organischen Verbindungen für die Biosynthese der Selenoproteine zur Verfügung 

stellen. Wie schon in der Einleitung erwähnt, haben hohe Selenkonzentrationen auf 

eukaryotische und prokaryotische Zellen meist eine toxische Wirkung. Die 

Detoxifizierung beinhaltet unter anderem die Methylierung anorganischer 

Selenverbindungen zu flüchtigem DMSe (Chasteen & Bentley, 2003). Daher kommt 

es auch in der Umwelt vor (Amouroux et al., 2001). Bei einem Selenit- oder 

Selenatmangel wäre es denkbar, dass M. voltae das DMSe als Selenquelle 

erschließen könnte. Eine solche Nutzung des DMSe wurde in früheren Arbeiten 

bislang noch nicht gezeigt.  

Der  M. voltae-Stamm V1 (Pfeiffer et al., 1998) trägt, wie die in dieser Arbeit 

hergestellten Deletionsstämme, eine chromosomale Kopie des Gens uidA aus 

E. coli. Es kodiert für die β-Glucuronidase und steht in V1 unter der Kontrolle des 

Promotors der Gene der Hydrogenase Vhc (Berghöfer et al., 1994). Das Reportergen 

wird deshalb nur unter Selenlimitierung exprimiert, wodurch eine Untersuchung 

ermöglicht wird, die klären soll, ab welcher Selenit- bzw. DMSe-Konzentration ein 

zellulärer Selenmangel vorliegt. Es könnten dadurch auch Erkenntnisse gewonnen 

werden, die zeigen, ob die Gene sdmA, sdmB und sdmC an der Erschließung des 

DMSe beteiligt sind. Bei einer Deletion sollte dann, trotz DMSe-Zugabe, uidA 

exprimiert werden.  

In Tab. 5 findet sich eine Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse. Alle 

getesteten Stämme zeigten eine Reportergenaktivität bei einer Selenitkonzentration 

von 100 nM und darunter. Wurde dagegen das DMSe zu unterschiedlichen 

Konzentrationen als Selenquelle zugegeben, waren Abweichungen in der 

Reportergenaktivität zwischen den getesteten Stämmen erkennbar. So fällt auf, dass 
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das Reportergen bei den Stämmen V1∆sdmA, V1∆sdmC und V1∆sdmBC bereits ab 

einer DMSe-Konzentration von 10 µM und darunter, bei den Stämmen V1 und 

V1∆sdmB ab 100 nM und weniger exprimiert wurde. Die Aktivität der 

β-Glucuronidase wurde in voneinander unabhängigen Messungen quantifiziert. Alle 

negativen Ergebnisse der qualitativen Messungen aus Tab. 5  entsprachen einer 

Aktivität von < 0,3 mU/mg Protein, die positiven Ergebnisse einer Aktivität zwischen 4 

und 15 mU/mg Protein. 

Zusammenfassend kann zu den erhaltenen Resultaten bemerkt werden, dass eine 

Deletion des Gens sdmA bzw. sdmC oder der beiden Gene sdmB und sdmC dazu 

führt, dass die betroffenen Stämme bereits bei einer 100 mal höheren DMSe-

Konzentration einen Selenmangel aufweisen, als der Wildtyp (V1) oder wenn sdmB 

entfernt wurde. Es wurde daher Folgendes angenommen: Das DMSe wird von 

M. voltae wahrscheinlich als Selenquelle genutzt und die Stämme V1∆sdmA, 

V1∆sdmC und V1∆sdmBC haben vermutlich die Fähigkeit verloren diese Verbindung 

zu erschließen. Interessanterweise verhält sich die Mutante V1∆sdmB in Bezug auf 

die Expression des Reportergens wie der Stamm V1. Dies hätte man aufgrund eines 

polaren Effektes durch den Austausch von sdmB mit dem Resistenzmarker pacN 

nicht erwartet, denn es wurde eine gemeinsame Transkription der Gengruppe 

sdmABC angenommen. Eine Expression von sdmC lässt sich bei einer Deletion von 

sdmB nur dadurch erklären, dass sdmC unter der Kontrolle eines eigenen Promotors 

steht oder dass der verwendete Terminator des Resistenzgens durchlässig ist. 
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Selenquelle [µM] β-Glucuronidaseaktivität in Extrakten aus den Stämmen 
       
       
NaSelenit DMSe V1 V1∆sdmA V1∆sdmB V1∆sdmC V1∆sdmBC 
       

10 - - - - - - 
1 - - - - - - 

0.1 - + + + + + 
0.01 - + + + + + 

 100 - - - - - 
 10 - + - + + 
 1 - + - + + 
 0.1 + + + + + 
 0.01 + + + + + 
 

Tab. 5: Reportergenaktivität der Stämme V1, V1∆sdmA, V1∆sdmB, V1∆sdmC 

und V1∆sdmBC bei unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener 
Selenquellen  
Als Selenquelle wurde NaSelenit oder Dimethylselenid in unterschiedlichen Konzentrationen 

verwendet. Reportergenaktivität ist durch + gekennzeichnet, ein Ausbleiben durch -. Ferner wurde die 

Aktivität der β-Glucuronidase in unabhängigen Messungen quantifiziert. Ein negatives Ergebnis 

entspricht bei allen qualitativen Messungen einer Aktivität von < 0,3 mU/mg Protein. Positive 

Ergebnisse entsprechen Aktivitäten zwischen 4 und 15 mU/mg Protein.  
 

5.12 Die Stämme V1∆sdmA, V1∆sdmC und V1∆sdmBC zeigen bei 
Anwesenheit von Dimethylselenid eine geringere 

Wachstumsrate als die Stämme V1 und V1∆sdmB 

 

In der vorangegangenen Untersuchung wurde eine Erschließung des DMSe als 

Selenquelle von M. voltae angenommen. Die Zugabe dieser Verbindung sollte, wie 

die Zugabe von Selenit oder Selenat, einen stimulierenden Effekt auf die 

Wachstumsrate haben. Bei einer Deletion der Gene sdmA oder sdmB würde man 

dagegen erwarten, dass nur die anorganischen Selenverbindungen das Wachstum 

beschleunigen. 
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In früheren Arbeiten wurde unter Selenmangelbedingungen, d.h. bei  einer Selenat- 

bzw. Selenitkonzentration von 1 bzw. 3 nM und darunter, ein sehr stark reduziertes 

Wachstum von M. voltae festgestellt (Berghöfer & Klein, 1995; Whitman et al., 1982). 

Darum wurde bei der Erstellung der Wachstumskurven in vorliegender Arbeit aus 

Selenmangel-Kulturen Selenit zu einer Konzentration von 10 nM zugegeben. Das 

selenhaltige Medium enthielt entweder 10 µM DMSe oder 10 µM Selenit.  

Der Stamm V1 wuchs mit Selenit nahezu genauso schnell wie mit DMSe als 

Selenquelle. Bei Selenmangel war die Wachstumsrate hingegen deutlich reduziert 

(Abb. 17A). Ein ähnliches Verhalten wurde bei einer Deletion von sdmB festgestellt. 

Auch hier ist die Wachstumsrate nur bei Selenmangel niedriger (Abb. 17C). Die 

Stämme V1∆sdmA, V1∆sdmC und V1∆sdmBC zeigten jedoch bei der Zugabe von 

DMSe wie bei Selenmangel eine geringere Wachstumsgeschwindigkeit. Das Selenit 

hatte dagegen wieder eine stimulierende Wirkung (Abb. 17B und Abb. 18 ).  

Bei einem Vergleich der Wachstumsexperimente mit den Reportergen-Tests kann 

festgestellt werden, dass beide Versuche eine Beteiligung der Proteine SdmA und 

SdmC an der Erschließung des DMSe vermuten lassen. Eine Deletion der jeweiligen 

Gene führt trotz der Zugabe des DMSe zu einer reduzierten Wachstumsrate und zur 

Expression des Reportergens uidA. 
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Abb. 17: Wachstumsverhalten der Stämme 

V1, V1∆sdmA und V1∆sdmB unter 
Selenmangelbedingungen bzw. mit DMSe 
oder  NaSelenit als Selenquelle 1 

Das Selenmangelmedium (-Se) wurde zu einer 

Endkonzentration von 10 nM, selenhaltiges Medium 

(+Se) wurde zu 10 µM mit Selenit versetzt. DMSe-

haltiges Medium (DMSe) enthielt DMSe zu einer 

Endkonzentration von ebenfalls 10 µM. Die Zelldichte 

wurde in Zeitabständen als OD600 gemessen. Die 

Wachstumskurven wurden für die Stämme A: V1, B: 

V1∆sdmA und C: V1∆sdmB bei den verschiedenen 

Selenquellen und Konzentrationen erstellt.  0 40 
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Abb. 18: Wachstumsverhalten der Stämme V1∆sdmC und V1∆sdmBC unter 
Selenmangelbedingungen  bzw. mit DMSe oder NaSelenit als Selenquelle 
Das Selenmangelmedium (-Se) wurde zu einer Endkonzentration von 10 nM, selenhaltiges Medium 

(+Se) wurde zu 10 µM mit Selenit versetzt. DMSe-haltiges Medium (DMSe) enthielt DMSe zu einer 

Endkonzentration von ebenfalls 10 µM. Die Wachstumskurven wurden für die Stämme A: V1∆sdmC, 

B: V1∆sdmBC bei den verschiedenen Selenquellen und Konzentrationen erstellt. 

 

5.13 Das Gen sdmC besitzt für seine Transkription einen 
zusätzlichen Startpunkt  

 

 

Wie schon erwähnt, wurden die Deletionsmutanten durch den Austausch des 

jeweiligen Gens mit dem Resistenzmarkers pacN hergestellt und dabei auch der 

Terminator Tmcr der Methyl-Coenzym M-Reduktase eingeführt. Bei der Deletion von 

sdmB wurde deshalb ein polarer Effekt auf das Gen sdmC erwartet, wenn sdmC 

zusammen mit sdmA und sdmB auf einen gemeinsamen polycistronischen 

Messenger liegen sollte. Hinweise auf einen gemeinsames Transkript ergaben sich 

durch die Northern-Blot-Analyse unter Abschnitt 5.7 im Zusammenhang mit der 

Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts unter Abschnitt 5.6. Es war 

überraschend, dass sich der Stamm V1∆sdmB in den Reportergen-Tests (5.11) und 
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in der Wachstumsrate (5.12) wie der Stamm V1 verhielt, so als würde das Gen sdmC 

exprimiert. Daher lag die Vermutung nahe, dass das Gen sdmC unter der Kontrolle 

eines zweiten separaten Promotors steht, der zwischen sdmB und sdmC liegen 

müsste. Unter dieser Annahme wäre die mRNA von sdmC im Deletionsstamm 

V1∆sdmB bei Selenmangel mittels einer RT-PCR nachweisbar. 

Mit dem Primer RTmetIIB wurde mittels einer reversen Transkription ein DNA-

Gegenstrang zur mRNA des Gens sdmC synthetisiert. Die dafür verwendete 

Gesamt-RNA wurde aus dem Stamm V1∆sdmB präpariert. Das Transkript von sdmC 

wurde dann durch die Amplifikation eines ca. 400 bp großen Fragments über die 

Oligonukleotide RTmetIIfw und RTmetIIrv am Gegenstrang nachgewiesen (Abb. 19A, 

Spur 2 und 4). Die Bindestellen der Oligonukleotide sind schematisch im oberen Teil 

der Abb. 19A dargestellt. Das Produkt  wurde nicht erhalten, wenn die Amplifikation 

vor der reversen Transkription durchgeführt wurde (Abb. 19A, Spur 3 und 5). Wurde 

als Positivkontrolle eine PCR mit den Oligonukleotiden an der chromosomalen DNA 

aus dem Stamm V1∆sdmB durchgeführt, dann wurde das Fragment ebenfalls 

nachgewiesen (Abb. 19A, Spur 6). Die Oligonukleotide, jeweils einzeln in der PCR 

eingesetzt, erzeugten kein Signal (Abb. 19A, Spuren 6, 7 und 8). 

Die Anwesenheit der mRNA von sdmC im Stamm V1∆sdmB ließe sich auch erklären, 

wenn der eingefügte Terminator des Gens pacN ein Überlesen der Polymerase 

zuließe. Dies wurde ebenfalls über eine RT-PCR überprüft. Die mRNA sollte sich 

dann von pacN über das Gen sdmC erstrecken. Mit dem Primer RTmetIIB wurde ein 

DNA-Gegenstrang zur mRNA von sdmC aus einem Gesamt-RNA-Extrakt aus dem 

Stamm V1∆sdmB synthetisiert. Bei anschließender Amplifikation mit den 

Oligonukleotiden RTpac und RTmetIrvB wurde jedoch das erwartete ca. 850 bp 

große Fragment nicht erhalten (Abb. 19B, Spuren 2 u. 4). Eine PCR war nur an der 

chromosomalen DNA erfolgreich (Abb. 19B, Spur 6). Ein Überlesen des Terminators 

wurde somit ausgeschlossen und angenommen, dass sich zwischen den Genen 

sdmB und sdmC ein zweiter separater Promotor des Gens sdmC befindet. Zur 

Übersichtlichkeit sind die Bindestellen der Oligonukleotide im oberen Teil der        

Abb. 19B schematisch dargestellt. 
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Abb. 19: RT-PCR zum Nachweis eines separaten Transkriptionsstarts des Gens 
sdmC 
A: Das sdmC-Transkript wurde in der Gesamt-RNA aus dem Stamm V1∆sdmB nachgewiesen. Die 

Kultivierung der Zellen zur RNA-Präparation erfolgte unter Selenlimitierung. Die reverse Transkription 

wurde mit dem Primer RTmetIIB durchgeführt, die Amplifikation mit den Primern RTmetIIfw und 

RTmetIIrv. Die Bindestellen der Oligonukleotide sind im oberen Teil der Abb. schematisch dargestellt.  

B : Die reverse Transkription wurde mit dem Primer RTmetIIB durchgeführt, die Amplifikation jedoch 

mit den Primern RTpac und RTmetIrvB. Die Bindestellen der Oligonukleotide sind schematisch im 

oberen Teil der Abb. dargestellt. 

Spuren: bp: Größenstandard in Basenpaaren; 1 u. 9: GenRulerTM DNA Ladder; 2, 4: 1 µg oder 5 µg 

Gesamt-RNA; 3, 5: Kontrollreaktion ohne Addition der reversen Transkriptase; 6: Kontrollreaktion mit 

20 ng chromosomaler DNA; 7, 8: Kontrollreaktionen mit 20 ng chromosomaler DNA, aber mit jeweils 

einem Amplifikationsprimer. 
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6 Diskussion 
 

In dieser Arbeit wurde das Gen eines Proteins identifiziert, das in 

Methanococcus voltae nur unter Selenlimitierung synthetisiert wird. Es wurde als 

sdmA benannt (für Dimethylselenid Demethylierung). Eine Ähnlichkeit von SdmA zu 

Corrinoid-Proteinen aus Methanosarcina zeigte ein Sequenzvergleich auf 

Aminosäureebene. sdmA liegt zusammen mit den Genen sdmB und sdmC auf einem 

gemeinsamen polycistronischen Messenger, der nur bei Selenmangel nachweisbar 

war. Die Proteine SdmB und SdmC haben gemeinsame Sequenzmotive mit 

Methyltransferasen, die in einigen Methanoarchaeen die Methylgruppe aus 

methylierten Substraten von Corrinoid-Proteinen auf den Akzeptor Coenzym M 

übertragen. Es wurde daher untersucht, ob M. voltae TMA, DMA, MMA, Methanol 

oder DMS für die Methanogenese unter Selenmangel nutzen kann. Dies konnte 

jedoch in Wachstumsversuchen und gaschromatographischen Messungen nicht 

festgestellt werden. In Reportergen-Tests mit Deletionsstämmen stellte sich dann 

heraus, dass sich von M. voltae bei Mangel an anorganischem Selenit eine weitere 

Selenquelle erschließen lässt, das DMSe. Dabei stand das Gen der β-Glucuronidase 

unter der Kontrolle des Promotors der Gene der selenfreien Hydrogenase Vhc. Eine 

Expression war daher nur unter Selenmangel zu erwarten. Die daraus erhaltenen 

Resultate wurden durch Wachstumsexperimente untermauert. Ferner wurde gezeigt, 

dass die beiden Gene sdmA und sdmC für die Erschließung des DMSe nötig sind. 

Eine Mutante mit einer Deletion des Gens sdmB behielt jedoch die Fähigkeit, diese 

Verbindung zu nutzen, was man aber aufgrund eines polaren Effektes nicht erwartet 

hätte. Es lagen, wie bereits erwähnt,  Hinweise vor, dass die Gene sdmA, sdmB und 

sdmC auf einem gemeinsamen polycistronischen Messenger liegen. Jedoch konnte 

aus einer RT-PCR an Gesamt-RNA aus der ∆sdmB-Mutante geschlossen werden, 

dass vor dem Gen sdmC ein zweiter separater Promotor lokalisiert sein könnte.  

 

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Funktion des Corrinoid-Proteins und der 

Methyltransferasen sowie deren Regulation im Zusammenhang mit der Verfügbarkeit 

verschiedener Selenquellen diskutiert.  

 

 

 



6 Diskussion 66

Die möglichen Anpassungsmechanismen von M. voltae an Selenmangel 
 
Selen kommt in der Umwelt in unterschiedlichen Verbindungen und Konzentrationen 

vor. Die biologisch am interessantesten sind die oxidierten Selenverbindungen wie 

das Selenit und das Selenat, da diese in Wasser sehr gut löslich sind (Fishbein, 

1991). In hohen Konzentrationen haben sie daher auch eine toxische Wirkung 

(Kramer & Ames, 1988). In geringen Mengen hingegen ist Selen essentiell, da es in 

Form von Selenocystein und -methionin in unverzichtbaren Selenoproteinen 

vorkommt (Stadtman, 1990; Stadtman, 1996). Zudem findet es sich in bestimmten 

tRNAs als ein Bestandteil eines speziellen Nukleotids, dem 5-[(Methylamino)Methyl]-

2-Selenouridin (Wittwer et al., 1984). Aufgrund seiner schlechten Löslichkeit hat 

elementares Selen eine geringere biologische Bedeutung. Diese Eigenschaft wird 

jedoch zur Detoxifikation von einigen Organismen genutzt, indem sie das Selenit 

oder Selenat zu elementarem Selen reduzieren (Gerrard et al., 1974; Kessi et al., 

1999; Moore & Kaplan, 1992). Ein weiterer Möglichkeit zur Detoxifikation ist die 

Bildung flüchtiger Selenverbindungen durch die Biomethylierung (Chasteen & 

Bentley, 2003). Die am häufigsten gefundenen flüchtigen Selenverbindungen sind 

das DMSe, DMDSe und das DMSeS (Amouroux et al., 2001; Chau et al., 1976; 

Francis et al., 1974; Reamer & Zoller, 1980). 

 

Im Folgenden soll zunächst der in dieser Arbeit häufig verwendete Begriff des 

Selenmangels in Bezug auf M. voltae näher erläutert werden. In M. voltae werden die 

Gene der Hydrogenasen Vhc und Frc nur unter Selenlimitierung transkribiert 

(Berghöfer et al., 1994). In den entsprechenden Untersuchungen wurde für die 

Kultivierung ein definiertes Aminosäuremedium verwendet, dessen Selengehalt 

durch Hydrid-Atom-Adsorptions-Spektrometrie auf weniger als 3 nM bestimmt wurde. 

Die Wachstumsrate von M. voltae war in diesem Medium sehr stark reduziert 

(Berghöfer & Klein, 1995). Im Vergleich dazu waren die Wachstumskurven, die in der 

vorliegenden Arbeit unter Selenmangel erstellt wurden, weniger stark herabgesetzt. 

Die Selenitkonzentration des Mangelmediums lag dabei jedoch bei 10 nM. 

M. maripaludis exprimiert unter Selenmangel das Gen einer Untereinheit einer 

selenfreien Hydrogenase (Rother et al., 2003). Die dort ermittelten Wachstumsraten 

unterschieden sich zwischen der Kultivierung bei Selenzugabe und -mangel nicht. 

Der Selengehalt des Mangelmediums lag dabei bei 100 nM und war niedrig genug, 
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um bereits die Synthese der oben genannten selenfreien Hydrogenase zu 

induzieren. In β-Glucuronidase-Reportergen-Tests unter Verwendung des vhc-

Promotors, welcher nur bei Selenmangel aktiv ist, wurde in der vorliegenden Arbeit 

gezeigt, dass auch in M. voltae ab einer Selenitkonzentration von 100 nM und 

darunter bereits ein Selenmangel vorliegt. Denn ab dieser Konzentration wird das 

Reportergen bereits im Stamm V1 exprimiert.  

Zusammenfassend kann bemerkt werden, dass es in M. voltae bei einer 

Selenkonzentration von 100 nM bereits zu einer Antwort auf Selenmangel kommt. 

Ob die Wachstumsrate dabei schon reduziert ist, ist jedoch nicht bekannt. 

In Wasserproben aus verschiedenen Flussmündungen wurden Selenkonzentrationen 

zwischen 0,1 und 63 nM vorgefunden (Conde & Sanz Alaejos, 1997) und liegen 

damit deutlich unter 100 nM. Im natürlichen Lebensraum von M. voltae scheint 

anhand dieser Angaben der Selenmangel ein durchaus üblicher Zustand zu sein. 

 

Prinzipiell kann man sich zwei verschiedene Anpassungsmöglichkeiten von M. voltae 

an Selenlimitierung vorstellen. Die eine ist die Expression selenfreier Isoenzyme, wie 

im Fall der Hydrogenasen Vhc und Frc. Dadurch könnte sichergestellt werden, dass 

in der Methanogenese genügend Elektronen zur Reduktion des CO2 zu Methan zur 

Verfügung stehen. Die andere Möglichkeit wäre die Erschließung einer zweiten 

Selenverbindung, wenn die eine nicht mehr oder nur in geringem Maße zur 

Verfügung steht. 

Als alternative Selensubstrate kämen die oben erwähnten flüchtigen, organischen 

Selenverbindungen wie beispielsweise das DMSe in Frage, da diese in der Umwelt 

häufig anzutreffen sind. Die Löslichkeit des DMSe in Wasser wurde in 

vorangegangenen Arbeiten bestimmt (Guo et al., 2000). Gibt man 0,2 ml 

gasförmiges DMSe in ein geschlossenes Gefäß mit einem Volumen von 21 ml zu 

Wasser, dann war die Konzentration, abhängig vom Flüssigkeitsvolumen und von 

der Temperatur, im Wasser bis zu 31 mal höher, als in der Gasphase. Zwischen 

4 und 40°C war im Wasser stets mehr DMSe gelöst. Diese Verbindung kann daher 

zur Detoxifizierung, aber auch als Selenquelle genutzt werden.  

So sind zahlreiche Organismen in der Lage das DMSe bei Zugabe von Selenit zur 

Entgiftung zu bilden. Beispielsweise wurde dies für eine Chlorella-Art (Fan et al., 

1997) und auch für einige Vertreter der Bacteria gezeigt (Doran & Alexander, 1977; 

Dungan & Frankenberger, 2000; Van Fleet-Stalder et al., 2000 ). Bei Archaea wurde 
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die Synthese des DMSe nach Selenitzugabe bei M. barkeri beobachtet (Michalke et 

al., 2000).  

Wenn das DMSe nun als Selenquelle erschlossen werden soll, dann müssten die 

Methylgruppen entfernt werden, um das Selen zur Biosynthese des 

Selenophosphats als Selenwasserstoff für die Selenophosphat-Synthetase zur 

Verfügung zu stellen (Veres et al., 1994).  

 

Die Regulation der Transkription der Gene sdmA, sdmB und sdmC 
 

In der Northern-Blot-Analyse wurde gezeigt, dass das Gen sdmA nur unter 

Selenlimitierung exprimiert wird. Ferner konnten in der Umgebung des 

Transkriptionsstarts keine Elemente identifiziert werden, die in den selenfreien 

Hydrogenasen für die positive und negative Regulation verantwortlich sind (Noll et 

al., 1999). Es ist daher nicht wahrscheinlich, dass das Gen sdmA demselben 

Regulon angehört, wie die Gene der selenfreien Hydrogenasen Frc und Vhc.  

Durch eine weitere Northern-Blot-Analyse wurde festgestellt, dass die Sonden der 

Gene sdmA, sdmB und sdmC jeweils zu einem Signal derselben Größe führen. Die 

Länge des so gefundenen Transkripts lag bei ca. 3 500 Nukleotiden. Es kann daher 

angenommen werden, dass diese Gene zusammen auf einem polycistronischen 

Messenger liegen. Unterstützt wird die Annahme durch die Kartierung eines 

möglichen Transkritptionsstartpunkts (Wich et al., 1986), so dass das Transkript die 

Gene sdmA, sdmB und sdmC überdecken würde. Das Gen stromabwärts von sdmC 

liegt wahrscheinlich nicht mehr auf diesem Transkript, da es in der Northern-Blot-

Analyse nicht detektiert wurde. Stromaufwärts des Transkriptionsstartpunktes wurde 

eine mögliche TATA-Box (Reiter et al., 1990) identifiziert. 

  

Polycistronische Messenger finden sich häufig in Archaea. In M. voltae ist 

beispielsweise auch bei Flagellin-Genen eine gemeinsame Transkription festgestellt 

worden (Thomas & Jarrell, 2001). In einer Northern-Blot-Analyse zeigte dort eine 

Sonde gegen das erste Gen der Transkriptionseinheit ein ähnliches Bandenmuster 

wie in dieser Arbeit die Sonde I, welche gegen das Gen sdmA gerichtet war. Die 

Autoren nahmen an, dass eine poly-T-Sequenz am Ende der ersten beiden Flagellin-

Genen eine unvollständige Termination des Transkripts bewirkt. Durch ein Überlesen 

dieser Stelle könnte ein zweites und längeres Transkript entstehen. Beispielsweise 
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führen auch Deletionen im vorgeschlagenen archaeellen Terminationssignal (Wich et 

al., 1986) zu einer reduzierten Abbruchseffizienz (Thomm et al., 1994). In den 

intergenen Regionen der Gengruppe sdmABC wurden zwar auch thymin-reiche 

Sequenzen gefunden, die erhaltenen Transkriptgrößen konnten jedoch nicht 

eindeutig angenommenen Längen zugeordnet werden. Die Frage bleibt offen, ob es 

sich bei den verkürzten Fragmenten um die Terminationsprodukte handelt, oder ob 

es Abbauprodukte des vollständigen Messengers sind. Die Fragmente ließen sich 

dann, durch die für den Abbau unterschiedliche Zugänglichkeit von 

Sequenzelementen, erklären.  

Wie bereits angemerkt, wurden durch die Northern-Blot-Analysen Hinweise erhalten, 

dass die Gene sdmA, sdmB und sdmC auf einem gemeinsamen polycistronischen 

Messenger liegen. Die Transkription des Gens sdmC wird möglicherweise zusätzlich 

durch einen zweiten Promotor reguliert, der zwischen den Genen sdmC und sdmB 

lokalisiert sein könnte. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse aus der RT-PCR 

unterstützt, in der das sdmC-Transkript in der ∆sdmB-Mutante nachgewiesen wurde. 

Es stellt sich die Frage, ob dieser Promotor ebenfalls einer selenabhängigen 

Regulation unterliegt. Ein Hinweis darauf liefert die Northern-Blot-Analyse mit der 

Sonde III gegen das Gen sdmC. Ein Signal wurde dort nur bei Selenmangel 

detektiert. Dabei hatte ein Fragment eine Größe von ca. 3 500 Nukleotiden, welches 

das komplette Transkript repräsentieren könnte. Die kleineren Fragmente, in der 

Größe zwischen ca. 500 und 1000 Nukleotiden, könnten Abbauprodukte, aber auch 

ein Transkript ausgehend vom zweiten Promotor darstellen. Es kann anhand dieser 

Analyse angemerkt werden, dass die Transkription vom zweiten Promotor ebenfalls 

nur unter Selenlimitierung erfolgen sollte.  

Eindeutige Promotor-Elemente konnten in der intergenen Region zwischen den 

Genen sdmB und sdmC nicht identifiziert werden. Mögliche regulatorische 

Sequenzmotive, die in den beiden Promotorregionen vorkommen, wurden ebenfalls 

nicht gefunden. 

 

Unter der Annahme, dass die Proteine SdmA und SdmC an der Bereitstellung des 

Dimethylselenids zur Biosynthese der Selenoproteine beteiligt sind, ist es vorstellbar, 

dass die Induktion der Transkription der Gengruppe sdmABC aufgrund eines 

Mangels anorganischer Selenverbindungen erfolgt. 
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Eine andere Möglichkeit wäre eine Induktion aufgrund eines veränderten 

Redoxstatus der Zelle, da bei Fehlen der selenhaltigen Hydrogenasen die 

Wasserstoffaktivierung zumindest reduziert sein könnte. 

In M. maripaludis wurde beispielsweise durch  Reportergen-Tests gezeigt, dass die 

Transkription der Gene einer Formiat-Dehydrogenase nicht etwa von der 

Anwesenheit des Formiats, sondern von der Verfügbarkeit des Wasserstoffs abhängt 

(Wood et al., 2003). Dieses Enzym katalysiert in Methanogenen die Oxidation des 

Formiats, wodurch reduziertes Coenzym F420 zur Verfügung gestellt wird (Jones & 

Stadtman, 1980; Jones & Stadtman, 1981; Schauer & Ferry, 1982). In 

Methanothermobacter thermautotrophicus wurde ebenfalls eine Induktion der 

Expression der Formiat-Dehydrogenase-Gene unter der Wasserstofflimitierung 

(Nölling & Reeve, 1997), wie auch eine höhere Transkriptionsrate der Gene der 

Methyl-Coenzym M-Reduktase, der F420-abhängige Methylentetrahydromethan-

opterin-Dehydrogenase Mtd (Bonacker et al., 1992; Nölling & Reeve, 1997) und der 

F420-reduzierenden Hydrogenase Frh beobachtet (Morgan et al., 1997). Die 

Transkriptmenge der H2-bildenden Methylentetrahydromethanopterin-

Dehydrogenase Hmd nahm dagegen ab (Morgan et al., 1997). In 

Methanothermobacter marburgensis blieb die Expression der Hmd konstant, aber es 

wurde ebenfalls eine Induktion der Expression der Hydrogenase Frh und der F420-

abhängige Methylentetrahydromethanopterin-Dehydrogenase Mtd beobachtet (Afting 

et al., 2000).  

Eine Zerstörung des Gens des Transkriptionsfaktors SelB, der an der Biosynthese 

von Selenoproteinen beteiligt ist, führt in M. maripaludis zu einer erhöhten 

Expressionsrate der Gene der Hmd und der Formylmethanofuran:Tetrahydromethan-

opterin-N-Formyltransferase, wie anhand der 2D-Elektrophorese gezeigt wurde 

(Rother et al., 2003). Dieselben Ergebnisse können bei der Kultivierung von 

M. maripaludis unter Selenmangel beobachtet werden. Ob die Expression dieser 

Gene von der Verfügbarkeit des Wasserstoffs abhängt, wurde dort nicht überprüft. 

Aber eine Deletion von selB, wie auch ein Selenmangel, führt zu einem Verlust der 

selenhaltigen Hydrogenasen. Davon könnte auch die Aktivierung des Wasserstoffs 

und die Bereitstellung der Elektronen betroffen sein. 

Die Transkripte der Gene der selenfreien Hydrogenasen Frc und Vhc aus M. voltae 

könnten sich außer bei Selenmangel ebenfalls bei Wasserstofflimitierung 

nachweisen lassen, was in früheren Arbeiten jedoch nicht untersucht wurde. Ob dies 
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auch für die an der Bereitstellung des DMSe beteiligten Gene der Proteine SdmA 

und SdmC gilt, bleibt eine offene Frage.  

Es ist vorstellbar, dass die Induktion der Transkription der Gengruppe sdmABC nicht 

durch das Substrat DMSe selbst erfolgt, denn dieses wird auch zur Detoxifikation bei 

hohen Selenat- oder Selenitkonzentration von zahlreichen Organismen gebildet. Eine 

gleichzeitige Erschließung des DMSe würde dann der Detoxifikation entgegen 

wirken. Aus diesem Grunde stellt das DMSe vermutlich nur ein alternatives 

Selensubstrat dar, auf das immer dann zurückgegriffen wird, wenn andere 

Selenverbindungen nicht in ausreichender Menge zur Verfügung stehen.  

 

Das Corrinoid-Protein SdmA und die Methyltransferase SdmC sind an der 
Erschließung des Dimethylselenids beteiligt 
 

In einem Vergleich von SdmA zu verschiedenen Corrinoid-Proteinen wurden 

Sequenzidentitäten zwischen 35 und  45 % festgestellt. Die Aminosäuresequenz von 

SdmA weist zudem ein Motiv mit der Sequenz Asp104-X-His106-X-X-G109-Xn-Ser151-X-

Leu153-Xn-Gy182-Gly183 auf, das als Cobalamin-Bindemotiv vorgeschlagen wurde 

(Marsh & Holloway, 1992). Das Motiv Asp-X-His-X-X-Gly-X41-42-Thr/Ser-X-Leu-X24-

28-Gly-Gly kommt in einer Reihe anderer Corrinoid-abhängiger Enzyme, wie z.B. in 

der Cobalamin-abhängigen Methionin-Synthase MetH aus E. coli (Banerjee et al., 

1989), der Methylmalonyl-CoA-Mutase aus Propionibacterium shermanii (Marsh et 

al., 1989), der Glutamat-Mutase aus Clostridium cochlearium (Zelder et al., 1994) 

und in MtaC aus M. barkeri (Sauer & Thauer, 1998), vor. Die Methyltransferasen 

SdmB und SdmC aus M. voltae sind auf Aminosäureebene untereinander zu 66 % 

identisch. Zu anderen Methyltransferasen aus Methanosarcina haben sie 

Sequenzidentitäten zwischen 22 und 25 %. Dort sind diese in der methylotrophen 

Methanogenese an der Übertragung der Methylgruppen auf den Akzeptor 

Coenzym M beteiligt (Burke & Krzycki, 1995; Burke & Krzycki, 1997). Es ist 

erwähnenswert, dass die gefundenen Übereinstimmungen nicht besonders hoch 

sind, jedoch zeigen die im Vergleich dargestellten Sequenzen, beispielsweise aus 

M. barkeri, nicht nur gegenüber den Sequenzen aus M. voltae, sondern auch 

untereinander geringe Übereinstimmungen. So zeigt MtbA eine Identität von nur 

36 % zu  MtaA und von 31 % zu MtsA. Das Protein MtaA ist nur zu 27 % identisch 

mit MtsA. 
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In der Aminosäuresequenz beider Methyltransferasen, SdmB bzw. SdmC, wurde 

auch ein mögliches Zinkbindemotiv, His239-X-Cys241-XN-Cys322 bzw. His241-X-Cys243-

XN-Cys324, vorgefunden. Von dem Motiv His-X-Cys-XN-Cys wurde gezeigt, dass in 

der Cobalamin-unabhängigen Methionin-Synthase MetE und der 

Methylcob(III)alamin:Coenzym-M-Methyltransferase MtbA der Imidazolring des 

Histidins und die beiden Thiolgruppen der Cysteine Zink koordinieren (Gencic et al., 

2001; Zhou et al., 1999). 

Anhand der vorgefundenen Sequenzidentitäten von SdmA zu Corrinoid-Proteinen 

bzw. von SdmB und SdmC zu Methyltransferasen und der oben beschriebenen 

identifizierten Sequenzmotive wurde vermutet, dass die Proteine SdmA, SdmB und 

SdmC an der Demethylierung eines Substrats in M. voltae beteiligt sein könnten. Ein 

möglicher Akzeptor für die Methylgruppe wäre dann das Coenzym M.  

 

Im Allgemeinen werden in der methylotrophen Methanogenese für die Mobilisierung 

der Methylgruppe aus dem Substrat zwei Methyltransferasen benötigt (Ferry, 1999). 

Die eine überträgt die Methylgruppe vom Substrat auf das Corrinoid-Protein und die 

zweite transferiert die Methylgruppe dann vom Corrinoid-Protein auf das 

Coenzym M.  

Unter anderem können folgende chromosomale Anordnungen der daran beteiligten 

Gene vorgefunden werden: In M. barkeri befinden sich beispielsweise die Gene, die 

zur Demethylierung des MMA benötigt werden, in einem Cluster (Burke et al., 1998), 

wie auch die Gene der substratspezifischen Methyltransferasen und Corrinoid-

Proteine, welche bei der Demethylierung des TMA und DMA eine Rolle spielen (Paul 

et al., 2000). Bei der Demethylierung des Methanols liegt die substratspezifische 

Methyltransferase MtaB neben dem Corrinoid-Protein MtaC, während die zweite 

Methyltransferase MtaA sich an einer anderen Stelle im Genom befindet (Sauer et 

al., 1997). In M. voltae liegen die Gene der Methyltransferasen SdmB und SdmC 

neben dem für das Corrinoid-Protein SdmA. Eine weitere Methyltransferase, die 

Sequenzübereinstimmungen zu substratspezifischen Methyltransferasen zeigen 

könnte, wurde in der unmittelbaren Nachbarschaft nicht gefunden. Allerdings wäre 

diese auch nicht zwingend erforderlich, denn zur Demethylierung des DMS in 

M. barkeri wird ausschließlich die Methyltransferase MtsA und das Corrinoid-Protein 

MtsB benötigt (Tallant & Krzycki, 1997; Tallant et al., 2001).        
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Wie bereits oben erwähnt, wurde angenommen, dass die Proteine SdmA, SdmB und 

SdmC an der Demethylierung eines bestimmten Substrats unter Selenmangel 

beteiligt sein könnten.  

In vorangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass M. voltae auf Methanol oder 

Methylaminen nicht wächst (Whitman et al., 1982). Dabei enthielt das Kulturmedium 

jedoch Selen und es wurden dort auch keine gaschromatographischen Messungen 

zur Methanbestimmung durchgeführt. 

Unter Selenlimitierung konnte aber auch in der vorliegenden Arbeit weder Wachstum 

noch Methanbildung bei M. voltae unter Zugabe von TMA, DMA, MMA, DMS oder 

Methanol festgestellt werden. Deshalb wurde eine Beteiligung der Proteine 

SdmA, SdmB und SdmC an der Demethylierung dieser Substrate ausgeschlossen. 

 

Eine in der Umwelt häufig vorkommende organische Selenverbindung ist das DMSe 

(Amouroux et al., 2001; Chau et al., 1976; Francis et al., 1974; Reamer & Zoller, 

1980). Es wäre daher denkbar, dass M. voltae bei Mangel anorganischer 

Selenverbindungen auf dieses methylierte Substrat zurückgreift. Diese Annahme 

wurde durch die Reportergen-Tests mit Stämmen, die Deletionen der Gene sdmA, 

sdmB oder sdmC bzw. beider Genen sdmB und sdmC aufwiesen, bestätigt. Der für 

die Transformation verwendete M. voltae-Stamm V1 trägt eine chromosomale Kopie 

des Reportergens uidA unter der Kontrolle des vhc-Promotors (Pfeiffer et al., 1998). 

Eine Aktivität des Reportergens war daher bei Selenmangel zu erwarten, denn nur 

dann werden die Gene der Hydrogenase Vhc transkribiert (Berghöfer et al., 1994). 

Wenn das DMSe von M. voltae als Selenquelle genutzt werden kann, müsste dies 

eine Repression des Reporters zur Folge haben. Sind zudem die Produkte der Gene 

sdmA, sdmB oder sdmC an der Erschließung des DMSe beteiligt, sollten Deletionen 

in diesen Genen hingegen zu einer Expression des uidA-Gens führen. 

Der Wildtyp wie auch die Mutanten zeigten in den durchgeführten Reportergen-Tests 

ab einer Selenit-Konzentration von 100 nM und weniger eine Aktivität. Wurde jedoch 

das DMSe als Selenquelle zugegeben, dann wurde eine Expression des 

Reportergens in den Deletionsstämmen V1∆sdmA, V1∆sdmC und V1∆sdmBC 

bereits bei einer Konzentration von  10 µM festgestellt. Daraus wurde geschlossen, 

dass diese Stämme das DMSe nicht mehr als Selenquelle erschließen können. Im 

Gegensatz dazu exprimiert der Wildtyp und die Mutante V1∆sdmB das Reportergen 

erst ab einer DMSe-Konzentration von 100 nM und weniger.  An der Demethylierung 
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müssten deshalb das Corrinoid-Protein SdmA und die Methyltransferase SdmC 

beteiligt sein, jedoch nicht SdmB. Bei der Deletion von sdmB wurde eigentlich ein 

polarer Effekt auf das Gen sdmC erwartet. Es wurde aber, wie bereits erwähnt, das 

Transkript des Gens sdmC durch eine RT-PCR in der Mutante V1∆sdmB 

nachgewiesen und ein zweiter separater Promotor dieses Gens angenommen. 

Ein Ausbleiben der Aktivität in den Reportergen-Tests für alle verwendeten Stämme 

bei einer DMSe-Endkonzentration von 100 µM ließe sich durch eine Verunreinigung 

des DMSe mit anderen Selenverbindungen erklären, so dass diese für eine 

Repression verantwortlich wären.  

Eine Untermauerung der erhaltenen Ergebnisse ergab sich aus der Erstellung der 

Wachstumskurven. Der Wildtyp und die Mutanten zeigten bei Selenitzugabe und bei 

Selenlimitierung ein vergleichbares Wachstumsverhalten. Dagegen war die 

Wachstumsrate bei der Zugabe von DMSe in den Stämmen V1∆sdmA, V1∆sdmC 

und V1∆sdmBC reduziert, was ebenfalls auf einen Verlust der Fähigkeit hindeutete, 

das DMSe zu erschließen. Wie erwartet, war beim Wildtyp und der Mutante 

V1∆sdmB keine verringerte Wachstumsgeschwindigkeit festgestellt worden. 

 

Aus den bisherigen Resultaten und Folgerungen kann ein nur unvollständiges Bild 

über den Mechanismus der Demethylierung des DMSe und damit der Bereitstellung 

des Selens zur Biosynthese gegeben werden. So ist nicht klar, an welcher Stelle der 

Weg der Erschließung des DMSe in den Deletionsmutanten unterbrochen worden ist. 

Wahrscheinlich wird bei der Demethylierung des DMSe zunächst das Methanselenol 

gebildet, das dann weiter demethyliert werden müsste. Beispielsweise werden bei 

der Demethylierung von TMA, DMA und MMA verschiedene Stoffwechselwege 

beschritten, aber alle führen zur Bildung von Methan (Ferry, 1998). Ein Protein, 

MtbA, kommt in allen drei Stoffwechselwegen vor, es überträgt die Methylgruppe 

vom jeweiligen Corrinoid-Protein auf das Coenzym M (Yeliseev et al., 1993; 

Ferguson et al., 1996). Zur Aktivierung der Substrate sind allerdings unterschiedliche 

Methyltransferasen nötig, die die Methylgruppe zunächst auf die entsprechenden 

Corrinoid-Proteine übertragen. Die Methyltransferase MtmB verwendet das MMA als 

Substrat und methyliert ihr Corrinoid-Protein MtmC (Burke & Krzycki, 1997). Für die 

Demethylierung des DMA ist MtbB die substratspezifische Methyltransferase und 

MtbC das entsprechende Corrinoid-Protein (Wassenaar et al., 1998a; Wassenaar et 

al., 1998b). Der Methylgruppentransfer vom TMA auf das MttC-Protein katalysiert 

 



6 Diskussion 75

vermutlich die Methyltransferase MttB (Ferguson & Krzycki, 1997). Die 

Demethylierung des TMA führt zum DMA, das weiter zum MMA demethyliert werden 

kann. Ob man sich eine ähnliche Kaskade bei der Erschließung des DMSe vorstellen 

kann, konnte nicht geklärt werden. Eine Beteiligung an der Erschließung wurde nur 

für die  Methyltransferase SdmC und dem Corrinoid-Protein SdmA angenommen. 

Substratspezifische Methyltransferasen wurden im Genom von M. voltae nicht 

gefunden, jedoch weitere, die ebenfalls Sequenzidentitäten mit MtbA, MtsA oder 

MtmA aufwiesen. Die substratspezifischen Methyltransferasen sind jedoch nicht 

immer erforderlich, wie bei der Demethylierung des DMS gezeigt wurde  (Tallant & 

Krzycki, 1997; Tallant et al., 2001). Ferner wurde in der vorliegenden Arbeit über ein 

Yeast-Two-Hybrid-System nach möglichen Interaktionspartnern zu SdmC gesucht. 

Dies scheiterte daran, dass das verwendete System auf M. voltae  nicht anwendbar 

war. Würde die Erschließung des DMSe in zwei Schritten über das Methanselenol 

erfolgen, dann müsste noch ein zweites Corrinoid-Protein-Gen im Genom vorhanden 

sein oder aber SdmA wäre der Akzeptor der Methylgruppen beider Substrate.  

 

Ferner wäre es nicht ungewöhnlich, wenn die Methylgruppen des DMSe in M. voltae 

zu Methan reduziert werden würden. Beispielsweise wurde Methanbildung bei der 

Zugabe von DMSe zu anaeroben Bodenproben beobachtet (Ansede & Yoch, 1997; 

Zehr & Oremland, 1986). Die Autoren hatten Hinweise darauf, dass dafür 

methylotrophe Methanoarchaeen verantwortlich sein könnten, welche auch das DMS 

als Substrat nutzen. Ob diese das DMSe tatsächlich als Selenquelle erschließen, 

wurde dort nicht geklärt.  

In der vorliegenden Arbeit wurde daher versucht, die Methanbildung 

gaschromatographisch bei Zugabe von DMSe zu einer Zellsuspension aus einer 

Selenmangelkultur von M. voltae zu messen. Dabei wurde angenommen, dass 

Verunreinigungen des DMSe mit anderen Selenverbindungen dazu führen könnte, 

dass die Synthese der Proteine SdmA und SdmB bei einer DMSe-Konzentration von 

100 µM und darüber inhibiert wäre. Deshalb wurde zu der Zellsuspension das DMSe 

zu einer Endkonzentration von nur 10 µM zugegeben und die Zellen mit Wasserstoff 

überschichtet und für 24 h inkubiert. Anschließend konnte unter den gewählten 

Messbedingungen keine Methanbildung festgestellt und nicht bestätigt werden, dass 

die Methylgruppen bei der Erschließung des DMSe in M. voltae zu Methan reduziert 

werden. 
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Ferner kann vermutet werden, dass die Demethylierung des DMSe zur Bildung des 

Selenwasserstoffs führen könnte, der dann der Selenophosphat-Synthetase als 

Substrat dient (Veres et al., 1994). So wird beispielsweise auch angenommen, dass 

das Selenat und Selenit nach der Aufnahme zunächst mit Hilfe des Glutathions zum 

Selenwasserstoff reduziert wird (Ganther, 1968; Sandholm & Sipponen, 1973; Turner 

et al., 1998). Es muss bemerkt werden, dass jedoch nicht geklärt ist, ob dieses 

Selenid tatsächlich das natürliche Substrat der Selenophosphat-Synthetase ist 

(Ogasawara et al., 2001). 

 
Ausblick 
 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Corrinoid-Protein SdmA und die 

Methyltransferase SdmC an der Erschließung des DMSe als Selenquelle beteiligt 

sein könnten. Ihre Transkripte sind nur bei Selenmangel, d.h. ab einer 

Selenitkonzentration von 100 nM und weniger, nachweisbar. Es wurde nicht geklärt, 

ob die Expression der Gengruppe sdmABC auch von der Verfügbarkeit des 

Wasserstoffs abhängig ist. Ferner konnte in der Promotorregionen von sdmA  keine 

Sequenzelemente gefunden werden, die normalerweise die Transkription der Gene 

der selenfreien Hydrogenasen regulieren. Durch Reportergenfusionen mit der 

Promotorregion von sdmA und entsprechenden Mutationsanalysen könnten 

regulatorische Sequenzen identifiziert und anschließend geklärt werden, bei welchen 

Genen diese Elemente noch vorkommen. Außerdem könnten sich daraus eventuell 

Rückschlüsse ergeben, ob diese Gene dann auch an der Demethylierung des DMSe 

oder des Methanselenols beteiligt sind.  

In der Diskussion wurde angemerkt, dass unklar ist, an welcher Stelle in den 

Deletionsmutanten die Erschließung des DMSe unterbrochen wurde. Wäre die 

Demethylierung des Methanselenols gestört, dann müsste sich das durch die 

Reportergen-Tests nachweisen lassen. Bei der Zugabe von Methanselenol sollten 

die Deletionsmutanten dann keine Aktivität anzeigen. Ist dagegen die 

Demethylierung des DMSe unterbrochen, dann sollte das Methanselenol noch 

erschlossen werden können und eine Expression des Reportergens ausbleiben. 

Ein direkter Nachweis, ob das Selen aus dem DMSe tatsächlich in die 

Selenoproteine inkorporiert wird, könnte durch Zugabe von [75Se]-DMSe erbracht 
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werden. Die Deletionsmutanten V1∆sdmA und V1∆sdmC sollten dann im Gegensatz 

zum Wildtyp keine markierten Selenoproteine synthetisieren. 
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