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1. Einleitung 
 

Als in der zweiten Hälfte der 60er Jahre, hauptsächlich durch die Experimente von NIERENBERG und 

KHORANA, der genetische Code vollständig entschlüsselt war (WOESE, 1967), schien dieser absolut 

universell, d. h. für alle Organismen gleichermaßen gültig zu sein. Ein reichliches Jahrzehnt später 

wurden jedoch in Mitochondrien der Hefe Saccharomyces cerevisiae erstmals Abweichungen von diesem 

Prinzip entdeckt: die Sequenz der Gene einer Cytochrom-Oxidase-Untereinheit, einer ATPase-

Untereinheit und des Cytochrom b ließ darauf schließen, dass das Triplett UGA hier nicht als 

Terminations-Signal genutzt wird, sondern für Tryptophan steht (MACINO et al., 1979). Im gleichen Jahr 

wurde auch für menschliche Mitochondrien die Verwendung von UGA als Tryptophan-Codon im Gen 

der entsprechenden Cytochrom-Oxidase-Untereinheit beschrieben, außerdem codierte AUA nicht 

Isoleucin sondern Methionin (BARRELL et al., 1979). 

Heute ist davon auszugehen, dass nur die Mitochondrien von Landpflanzen und zum Teil auch Algen-

Mitochondrien den universellen genetischen Code verwenden (OSAWA et al., 1992; KNIGHT et al., 2001). 

Im mitochondrialen Genom der meisten eukaryotischen Organismen ist dagegen mindestens einem 

Codon eine andere Bedeutung zugeordnet als im universellen genetischen Code. Mit Abstand am 

weitesten verbreitet ist die Nutzung von UGA für Tryptophan, nachgewiesen in Tieren, Pilzen, 

Flagellaten, Ciliaten sowie einigen Algen (INAGAKI et al., 1998). Neben dieser Abweichung vom 

universellen Code und der bereits erwähnten, ebenfalls oft vorkommenden Verwendung des Isoleucin-

Codons AUA für Methionin können in Mitochondrien auch folgende Veränderungen auftreten: AGA und 

AGG (Arginin im universellen genetischen Code) codieren Serin oder Glycin bzw. werden als 

Terminations-Signal genutzt, AAA (Lysin im Standard-Code) steht für Asparagin, CUN (Leucin) für 

Threonin, UAA (Stopp) für Tyrosin, UAG (Stopp) für Alanin oder Leucin, und UCA (Serin) kann als 

Stopp-Codon auftreten (OSAWA et al., 1992; WOLSTENHOLME, 1992; KNIGHT et al., 2001). Zum Teil 

werden auch Codons wie z. B. CGN (Arginin) oder AGA und AGG (Arginin) weder einer bestimmten 

Aminosäure zugeordnet noch als Terminations-Signal verwendet, diese Tripletts sind in offenen 

Leserahmen nicht anzutreffen. Einige der erwähnten Varianten sind nur vereinzelt anzutreffen: die 

Umwandlung von UAA (Stopp) in ein Tyrosin-Codon ist möglicherweise auf wenige oder sogar nur eine 

einzige Plathelminthes-Spezies beschränkt (BESSHO et al., 1992; TELFORD et al., 2000) und auch die 

Verwendung des Serin-Codons UCA als Terminations-Signal wurde bisher nur für eine Grünalgen-Art 

beschrieben (KÜCK et al., 2000). 

 

Abwandlungen des universellen genetischen Codes sind jedoch nicht nur im stark reduzierten 

Mitochondrien-Genom, sondern auch im nukleären System einiger Organismen zu finden. Besonders 

hervorzuheben ist in dieser Hinsicht die Gruppe der Ciliaten: UGA (Stopp) kann hier Cystein oder 

Tryptophan codieren, die beiden anderen Terminations-Signale im universellen Code, UAG und UAA, 

dagegen Glutamin (LOZUPONE et al., 2001). Letztere Zuordnung tritt auch in den meisten Diplomonaden 

(KEELING und DOOLITTLE, 1997) und in einigen Grünalgen (SCHNEIDER und DE GROOT, 1991) auf. 
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Zahlreiche Candida- und Ascomycetes-Spezies nutzen CUG (Leucin) für Serin (SUGITA und NAKASE, 

1999). 

Innerhalb der Prokaryoten sind dagegen bisher nur wenige Beispiele für Varianten des universellen 

genetischen Codes bekannt. Die Verwendung von UGA (Stopp) als Tryptophan-Codon (wie in  

nicht-pflanzlichen Mitochondrien) wurde zuerst für Mycoplasma capricolum beschrieben (YAMAO et al., 

1985) und ist auch in den Gattungen Spiroplasma, Ureaplasma und Mesoplasma zu finden (RAZIN et al., 

1998). In M. capricolum ist dem Codon CGG (Arginin) keine Funktion zugeordnet (OBA et al., 1991), 

das Gleiche gilt für AGA (Arginin) und AUA (Isoleucin) in Micrococcus luteus (KANO et al., 1993). In 

methanogenen Archaea und möglicherweise auch in einigen Gram-positiven Bakterien (z. B. 

Desulfitobacterium hafniense) kann das Stopp-Codon UAG Pyrrolysin codieren, ein Lysin-Derivat, bei 

dem der ε-Stickstoff dieser Aminosäure durch eine Amid-Bindung mit einem C4-substituierten Pyrrolin-

5’-carboxylat verknüpft ist (HAO et al., 2002; SRINIVASAN et al., 2002).   

Obwohl bestimmte Varianten als Relikte eines primitiven Codes diskutiert wurden (GRIVELL, 1986), 

existieren Modelle, welche plausibel erklären, wie die erwähnten Abweichungen durch Wechsel der 

Bedeutung bestimmter Codons (reassignment) aus dem universellen genetischen Code hervorgegangen 

sein könnten (OSAWA und JUKES, 1989; ANDERSSON und KURLAND, 1995; SCHULTZ und YARUS, 1996).  

 

Eine Vielzahl von Varianten des genetischen Codes ist wie erwähnt mit der Nutzung von Stopp-Codons 

für Aminosäuren verbunden, sehr weit verbreitet (sowohl in Mitochondrien als auch in nukleären 

Systemen) ist die Codierung von Tryptophan durch UGA. Abgesehen davon und von der Verwendung für 

Cystein in Euplotes (MEYER et al., 1991) besitzt dieses Codon jedoch noch eine weitere Bedeutung: die 

Codierung der seltenen Aminosäure Selenocystein (das Selen-Analogon des Cysteins). Als Bestandteil 

eines Polypeptids wurde diese erstmals 1976 im Protein A der Glycin-Reduktase aus Clostridium 

sticklandii nachgewiesen (CONE et al., 1976). Ein Jahrzehnt später wurde in den Genen von zwei 

Selenocystein-enthaltenden Enzymen, der Glutathion-Peroxidase der Maus (CHAMBERS et al., 1986) 

sowie der Formiat-Dehydrogenase H aus E. coli (ZINONI et al., 1986) inmitten des offenen Leserahmens 

ein UGA-Codon nachgewiesen, welches offensichtlich den cotranslationalen Einbau von Selenocystein 

bewirkt (ZINONI et al., 1987; BÖCK und STADTMANN, 1988).  

Mittlerweile ist eine Vielzahl von Selenoproteinen aus allen drei Domänen (Bacteria, Archaea und 

Eukarya) bekannt. In fast allen Fällen handelt es sich um Oxidoreduktasen, die einen Selenocystein-Rest 

im aktiven Zentrum aufweisen, wobei die im Vergleich zur Thiolgruppe (pKa ≥ 8) höhere Reaktivität der 

unter physiologischen Bedingungen dissoziiert vorliegenden Selenolgruppe (pKa = 5,2) genutzt wird 

(STADTMAN, 1996).   

 

Eukaryotische Selenoproteine sind hauptsächlich in Wirbeltieren anzutreffen (BURK und HILL, 1999; 

GLADYSHEV und KRYUKOV, 2001), an Hand von Markierungsexperimenten mit 75Selen wurde ihre 

Anzahl in Säugern auf 30-50 geschätzt (BEHNE et al., 1996). Die bekanntesten Vertreter gehören zur 
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Klasse der Glutathion-Peroxidasen (BRIGELIUS-FLOHÉ, 1999), der Iodothyronin-Deiodinasen (KÖHRLE, 

2000) sowie der Thioredoxin-Reduktasen (SUN et al., 1999). Daneben wurde eine Reihe weiterer 

Selenoproteine identifiziert, deren Funktion noch nicht eindeutig geklärt bzw. völlig unbekannt ist 

(VENDELAND et al., 1995; GLADYSHEV et al., 1998; KRYUKOV et al., 1999; LESCURE et al., 1999; 

CASTELLANO et al., 2001; MARTIN-ROMERO et al., 2001; KOROTKOV et al., 2002; KYRIAKOPOULOS et 

al., 2002). Besonders erwähnenswert unter diesen ist dabei Selenoprotein P, welches mehr als einen 

Selenocystein-Rest enthält: je nach Spezies sind es 10-17 (HILL et al., 1991; SAIJOH et al., 1995; 

KRYUKOV und GLADYSHEV, 2000). Ein weiteres in Eukaryoten nachgewiesenes Selenoenzym, die 

Selenophosphat-Synthetase, tritt auch in Bakterien und Archaea auf, enthält allerdings in einigen 

prokaryotischen Spezies ein Cystein an Stelle des Selenocysteins (GUIMARÃES et al., 1996; 

LACOURCIERE und STADTMAN, 1999).  

Entgegen der bisher vorherrschenden Meinung, dass Pflanzen ebenso wie Hefen keine Selenoproteine 

synthetisieren (LESCURE et al., 2002), konnte vor kurzem Selenocystein in einer Glutathion-Peroxidase 

der Grünalge Chlamydomonas reinhardtii nachgewiesen werden (FU et al., 2002). Selenoproteine mit 

Homologien zu Glutathion-Peroxidasen werden offensichtlich auch von verschiedenen Viren codiert 

(SHISLER et al., 1998; ZHAO et al., 2000).  

Beispiele für bakterielle Selenoenzyme sind die bereits erwähnte Formiat-Dehydrogenase H aus E. coli, 

die Selenophosphat-Synthetase aus Haemophilus influenzae (GUIMARÃES et al., 1996), die [NiFeSe]-

Hydrogenase aus Desulfomicrobium baculatum (EIDSNESS et al., 1989), ein Peroxiredoxin aus  

E. acidaminophilum (SÖHLING et al., 2001), die Proteine A und B der Glycin-, Sarcosin- und Betain-

Reduktase aus diesem Organismus (ANDREESEN et al., 1999; WAGNER et al., 1999) sowie die Prolin-

Reduktase aus Clostridium sticklandii (KABISCH et al., 1999). Bakterielle Selenoproteine mit mehr als 

einem Selenocystein-Rest sind bisher nicht bekannt. 

Selenocystein-enthaltende Formiat-Dehydrogenasen und Hydrogenasen wurden auch in Archaea 

identifiziert, als Beispiele seien hier die Formiat-Dehydrogenase aus Methanococcus vannilii (JONES et 

al., 1979) sowie die F420-reduzierende und die F420-nicht-reduzierende [NiFeSe]-Hydrogenase aus 

Methanococcus voltae (HALBOTH und KLEIN, 1992) genannt. Weitere in Archaea nachgewiesene 

Selenoproteine sind die Formyl-Methanofuran-Dehydrogenase aus Methanopyrus kandleri (VORHOLT et 

al., 1997) und die Heterodisulfid-Reduktase aus Methanococcus jannaschii (WILTING et al., 1997). 

Letzterer exprimiert neben weiteren Selenoproteinen auch eine F420-nicht-reduzierende Hydrogenase, die 

mit hoher Wahrscheinlichkeit zwei Selenocystein-Reste enthält (ROTHER et al., 2001) und somit neben 

dem eukaryotischen Selenoprotein P das einzige bisher bekannte Beispiel dafür ist, dass diese 

Aminosäure auch mehrfach in einem Polypeptid auftreten kann.    

 

In allen bisher bekannten Selenoprotein-Genen wird Selenocystein durch UGA codiert. Dieses Triplett 

kann somit sogar innerhalb ein und desselben Genoms zwei verschiedene Funktionen ausüben: 

Termination der Translation oder Inkorporation von Selenocystein. Für das Gen der Formiat-
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Dehydrogenase H (fdhF) konnte gezeigt werden, dass eine ca. 40 Nukleotide umfassende Sequenz 

unmittelbar stromabwärts vom UGA, welche sich zu einer mRNA-Sekundärstruktur falten kann, dafür 

verantwortlich ist, dass dieses Triplett während der Translation nicht als Terminations-Signal sondern als 

Selenocystein-Codon interpretiert wird (ZINONI et al., 1990; HEIDER et al., 1992). Im Gegensatz zu den 

zuvor beschriebenen Abweichungen vom universellen genetischen Code, die in der Regel alle Tripletts 

innerhalb eines Genoms beztreffen, führt hier ein spezifisches Signal auf mRNA-Ebene im Einzelfall zu 

einer Änderung der Decodierungs-Regeln, ein Prozess, der auch als recoding bezeichnet wird 

(GESTELAND und ATKINS, 1996).  

 

Durch die Analyse von E. coli-Mutanten mit fehlender FDH-Aktivität konnten vier Gene identifiziert 

werden, welche für den Einbau von Selenocystein essentiell sind, diese wurden mit selA, selB, selC und 

selD bezeichnet (LEINFELDER et al., 1988a). Auf dieser Grundlage wurde für E. coli der Mechanismus 

der Synthese und der cotranslationalen Inkorporation dieser Aminosäure aufgeklärt (Abb. 1).  

Das Gen selC codiert für eine tRNA mit dem Anti-Codon UCA, welches komplementär zum UGA-Codon 

der Selenoprotein-mRNA ist (LEINFELDER et al., 1988b). Diese Selenocystein-spezifische tRNA zeigt 

eine Reihe einzigartiger Merkmale, die sie von den übrigen Elongator-tRNAs in E. coli unterscheidet 

(BARON et al., 1993a). Als auffälligste Eigenschaft sei hier die Länge des Akzeptor-Stammes genannt, 

dieser weist acht statt der üblichen sieben Basenpaare auf. Der Ausgangspunkt für die cotranslationale 

Selenocystein-Inkorporation ist die Aminoacylierung der Selenocystein-spezifischen tRNA, diese wird 

durch die Seryl-tRNA-Synthetase mit Serin beladen (LEINFELDER et al., 1988b). Die tRNA-gebundene 

Aminosäure wird anschließend durch das Pyridoxalphosphat-abhängige Enzym Selenocystein-Synthase 

(das Produkt des selA-Gens) in einen Selenocysteyl-Rest umgewandelt (FORCHHAMMER und BÖCK,  

1991; TORMAY et al., 1998). Die prosthetische Gruppe des Enzyms bildet eine Schiff’sche Base mit der 

Aminogruppe des Seryl-Restes, nach Eliminierung von Wasser entsteht Aminoacrylyl-tRNASec. Durch 

die formale Addition von HSe−  an die Doppelbindung dieses Intermediates wird Selenocysteyl-tRNASec 

gebildet. Die Reaktion erfordert Selenophosphat als Selendonor (GLASS et al., 1993), dieses wird durch 

die Selenophosphat-Synthetase, das Produkt des selD-Gens, in einer ATP-abhängigen Reaktion gebildet 

(LEINFELDER et al., 1990; EHRENREICH et al., 1992; VERES et al., 1994).  

Im Gegensatz zu allen anderen aminoacylierten Elongator-tRNAs wird tRNASec nicht von EF-Tu erkannt 

(FÖRSTER et al., 1990). Statt dessen existiert ein spezieller Elongationsfaktor, der vom selB-Gen codiert 

wird und Selenocysteyl-tRNASec bindet, jedoch keine Interaktion mit Seryl-tRNASec eingeht 

(FORCHHAMMER et al., 1989). SelB ist mit 614 Aminosäuren bzw. 68 kDa wesentlich größer als EF-Tu 

(393 Aminosäuren, 43 kDa), zeigt jedoch im N-terminalen Bereich deutliche Homologien zu diesem 

(HILGENFELD et al., 1996). Die drei Domänen von EF-Tu (BERCHTOLD et al., 1993) sind auch in dem 

Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktor konserviert. Dieser weist allerdings noch eine zusätzliche 

vierte Domäne auf, zu der es keine Entsprechung in EF-Tu gibt (KROMAYER et al., 1996). Dieser Bereich 

des Proteins, der reich an Arginin- und Lysin-Resten ist, bindet an die bereits erwähnte Sekundärstruktur 
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der fdhF-mRNA (BARON et al., 1993b; KROMAYER et al., 1996), während die anderen drei Domänen, 

analog zu EF-Tu, für die Bindung von GTP und Aminoacyl-tRNA verantwortlich sind. Die Interaktion 

des quaternären Komplexes aus SelB, GTP, Selenocysteyl-tRNASec und mRNA mit einem 

translatierenden Ribosom führt zur Inkorporation von Selenocystein in die wachsende Polypeptid-Kette. 

Die Funktion der auch als SECIS (selenocysteine insertion sequence) bezeichneten mRNA-

Sekundärstruktur besteht dabei nicht nur in einer Erhöhung der lokalen Konzentration von Selenocysteyl-

tRNASec in der Nähe des entsprechenden UGA-Codons, sondern vor allem in der Auslösung einer 

Konformationsänderung in SelB. Dadurch wird die korrekte Wechselwirkung des Elongationsfaktors mit 

dem Ribosom, welche zur Hydrolyse von GTP und zum Transfer der beladenen tRNA in die ribosomale 

A-site führt, gewährleistet (HÜTTENHOFER und BÖCK, 1998b; THANBICHLER et al., 2000). Dieser 

Mechanismus verhindert offensichtlich, dass ein UGA-Terminations-Signal als Selenocystein-Codon 

interpretiert wird, da in diesem Fall die entsprechende mRNA-Struktur nicht vorhanden ist. Abb. 1 zeigt 

schematisch die Synthese und cotranslationale Inkorporation von Selenocystein in E. coli.  

 

 

Seryl-tRNA-Synthetase

Selenocystein-Synthase

Selenid

Selenophosphat

Selenophosphat-Synthetase

ATP

AMP+Pi

Elongationsfaktor SelB

selA

selB

selD

tRNASec

selC

Seryl-tRNASec

Selenocysteyl-tRNASec

Ribosom Selenoprotein-mRNA
UGA

GTP
Sec

SelB

SelB
Sec

UGA

GTP

RibosomSelenoprotein-mRNA

Sec

UGA

RibosomSelenoprotein-mRNA

SelB

GDP

GTP

Pi

 

 

Abb. 1: Biosynthese von Selenocystein und cotranslationaler Einbau in Proteine von E. coli. Unterhalb der 
Faktoren, die am Selenocystein-Stoffwechsel beteiligt sind, ist die Bezeichnung des entsprechenden Gens 
angegeben und farbig hervorgehoben. 
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In Eukaryoten wird Selenocystein nach ähnlichen Prinzipien in Proteine eingebaut. Die Bildung der 

Selenocysteyl-tRNASec erfolgt analog zu E. coli aus Seryl-tRNASec (LEE et al., 1989; MIZUTANI et al., 

1992; LOW et al., 1995; AMBERG et al., 1996). Ein wesentlicher Unterschied zum bakteriellen System 

besteht darin, dass die für die Diskriminierung zwischen einem Selenocystein-spezifischen UGA-Triplett 

und dem Stopp-Codon UGA verantwortlichen mRNA-Sekundärstrukturen in der 3’-nicht-translatierten 

Region zu finden sind (BERRY et al., 1991; LOW und BERRY, 1996; GRUNDNER-CULEMANN et al., 1999). 

Die Funktion von SelB wird von zwei verschiedenen Polypeptiden übernommen. Als Selenocystein-

spezifischer Elongationsfaktor fungiert EFsec (mSelB), welches analog zum E. coli-Enzym 

Selenocysteyl-tRNASec bindet, nicht jedoch den mit Serin beladenen Precursor (FAGEGALTIER et al., 

2000; TUJEBAJEVA et al., 2000). Das Protein weist deutliche Homologien zum Standard-

Elongationsfaktor EF-1α auf, besitzt jedoch eine zusätzliche C-terminale Domäne. Über diese Region 

interagiert EFsec mit einem zweiten Faktor, SBP2 (SECIS-binding protein 2), welcher wiederum 

spezifisch an die erwähnten mRNA-Sekundärstrukturen bindet (COPELAND et al., 2000; FLETCHER et al., 

2001). 

 

In Archaea erfolgt die Inkorporation von Selenocystein vermutlich analog zum eukaryotischen System. 

Im Genom von M. jannaschii konnte das Gen einer tRNASec nachgewiesen werden (BULT et al., 1996), 

diese besitzt eine ähnliche Struktur wie das eukaryotische Pendant (IOUDOVITCH und STEINBERG, 1999). 

Obwohl bisher noch keine Selenocystein-Synthase (bzw. das entsprechende Gen) identifiziert wurde, 

erfolgt die Biosynthese von Selenocystein vermutlich wie in Bakterien und Eukaryoten (ROTHER et al., 

2000). Das SECIS-Element ist in der 3’- oder, seltener, in der 5’-nicht-translatierten Region der 

Selenoprotein-mRNA lokalisiert (WILTING et al., 1997; ROTHER et al., 2001). Ebenfalls in M. jannaschii 

konnte ein SelB-homologes Protein identifiziert werden, welches spezifisch Selenocysteyl-tRNASec 

bindet, jedoch keine Interaktion mit der mRNA-Sekundärstruktur eingeht (ROTHER et al., 2000). 

Wahrscheinlich existiert analog zur Situation in Eukaryoten ein weiterer Faktor, der das SECIS-Element 

bindet und mit dem Elongationsfaktor kooperiert.  

 

Die Lokalisation der SECIS-Elemente in der nicht-translatierten Region eukaryotischer und archaealer 

Selenoprotein-mRNAs erlaubt die Inkorporation von Selenocystein, ohne dass die Aminosäure-Sequenz 

des Proteins dadurch Einschränkungen unterliegt. Die Synthese einer Vielzahl unterschiedlichster 

Selenoproteine ist auf diese Weise möglich. Anders stellt sich die Situation dar, wenn das SECIS-Element 

wie in E. coli unmittelbar stromabwärts vom UGA liegt, in der Regel also innerhalb der codierenden 

Region der mRNA. Die Nukleotidsequenz in diesem Bereich muss sowohl eine für die Funktion des 

Proteins hinreichende Aminosäurefolge codieren als auch eine Sekundärstruktur ausbilden, die vom 

Elongationsfaktor SelB erkannt wird. Das schränkt im Vergleich zu Eukaryoten und Archaea die Anzahl 

unterschiedlicher Selenoproteine in einem bakteriellen Organismus möglicherweise deutlich ein. 

Während in Wirbeltieren bereits eine Vielzahl verschiedener Selenoproteine nachgewiesen wurden 
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(BEHNE et al., 1996; GLADYSHEV und KRYUKOV, 2001), besitzt E. coli lediglich drei Selenocystein-

enthaltende Formiat-Dehydrogenasen: FDHH (COX et al. 1981; ZINONI et al., 1986), FDHN (COX et al., 

1981; BERG et al., 1991) und FDHO (SAWERS et al., 1991; ABAIBOU et al., 1995). Diese Proteine zeigen 

zudem allein auf Grund ihrer ähnlichen Funktion deutliche Sequenzhomologien im Bereich des 

Selenocysteins (BLATTNER et al., 1997). 

 

Im Vergleich zu E. coli weisen verschiedene Gram-positive, Aminosäure-verwertende Organismen eine 

deutlich größere Anzahl an Selenoproteinen auf (ANDREESEN et al., 1999). Intensiv untersucht wurde in 

dieser Hinsicht E. acidaminophilum, ein obligat anaerober Organismus (ZINDEL et al., 1988), der in 

Cluster XI der Clostridien einzuordnen ist (BAENA et al., 1999). E. acidaminophilum ist in der Lage, 

Glycin in einer Stickland-Reaktion sowohl als Elektronendonator als auch als Elektronenakzeptor zu 

nutzen, die Glycin-Derivate Sarcosin (N-Methylglycin) und Betain (N,N,N-Trimethylglycin) können 

hingegen nur als Elektronenakzeptoren dienen (ZINDEL et al., 1988). Das Wachstum auf diesen 

Substraten erfordert den Zusatz von Selenit (≥ 0,1 µM) zum Medium. Bisher wurden acht verschiedene 

Selenoproteine bzw. Selenoprotein-Gene in E. acidaminophilum nachgewiesen (Tab. 1), vermutlich 

existieren aber noch weitere (G. OANCEA, persönliche Mitteilung). 

 
Tab. 1: Selenoproteine in E. acidaminophilum 

Protein Größe [kDa] Gen(e) Referenz 

Formiat-Dehydrogenase 98 fdhA1,2 ANDREESEN et al. (1999) 

Selenoprotein B, Glycin-Reduktase 47 grdB1,2 WAGNER et al. (1999) 

Selenoprotein B, Sarcosin-Reduktase 47 grdF ANDREESEN et al. (1999) 

Selenoprotein B, Betain-Reduktase 45 grdH ANDREESEN et al. (1999) 

Selenophosphat-Synthetase 37, 40 selD1,2 GURSINSKY et al. (2000) 

Peroxiredoxin 22 prxU SÖHLING et al. (2001)  

Selenoprotein A, Glycin-, Sarcosin-, Betain- 
Reduktase 

17 grdA1,2,3 
 

ANDREESEN et al. (1999) 

10-kDa-Selenoprotein 11 prpU ANDREESEN et al. (1999) 

 
 
Für einige dieser Gene wurden mRNA-Sekundärstrukturen unmittelbar stromabwärts des UGA-Codons 

postuliert (SONNTAG, 1998; GRÄNTZDÖRFFER, 2000; GURSINSKY et al., 2000), diese lassen jedoch kaum 

konservierte Elemente erkennen. Für die 3’-nicht-translatierte Region des grdB-Gens aus dem mit  

E. acidaminophilum eng verwandten Organismus Clostridium litorale wurde dagegen eine mRNA-

Struktur mit Homologien zu eukaryotischen SECIS-Elementen beschrieben (KREIMER und ANDREESEN, 

1995).   

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb geklärt werden, inwiefern die Inkorporation von 

Selenocystein in Proteine von E. acidaminophilum nach dem für E. coli beschriebenen Modell abläuft 

bzw. welche mRNA-Strukturen für die Spezifizierung eines UGA-Tripletts als Selenocystein-Codon 



1. Einleitung 8 

 

verantwortlich sind. Mit Hilfe dieser Kenntnis sollte außerdem eine Möglichkeit gefunden werden, 

Selenoprotein-Gene aus dem Gram-positiven Organismus heterolog in E. coli zu exprimieren. Als 

Voraussetzung für Untersuchungen zum Mechanismus der Selenocystein-Inkorporation in  

E. acidaminophilum waren in vorangegangenen Arbeiten bereits die Gene selB und selC sowie der 

überwiegende Teil von selA aus diesem Organismus kloniert worden (GURSINSKY, 1996) 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Stämme und Plasmide 
 

Alle im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Bakterienstämme sind in Tab. 2 aufgeführt, die benutzten 

Vektoren und hergestellten Hybridplasmide wurden in Tab. 3 zusammengefasst.  

 
Tab. 2 : Übersicht über verwendete Bakterienstämme  

Stamm  Genotyp bzw. Phänotyp  Referenz 

Eubacterium acidaminophilum 
DSM 3953T 

Wildtyp  ZINDEL et al. (1988) 

Escherichia coli XL1-Blue MRF` ∆(mcrA)183 ∆(mrcCB-hsdSMR-mrr)173 
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 
lac [F` proAB lacIqZ∆M15 Tn10(Tetr)] 

Stratagene, Amsterdam 

Escherichia coli M15 nalS strS rifS lac− ara− gal− mtl− F− recA+ 
uvr+ 

Qiagen, Hilden  

Escherichia coli BL21(DE3) E. coli B F− dcm ompT hsdS(rB
− mB

−) gal 
λ (DE3) 

Stratagene, Amsterdam 

Escherichia coli BL21(DE3)-
CodonPlus-RIL  

E. coli B F− ompT hsdS(rB
− mB

−) dcm+ 
Tetr gal λ (DE3) endA Hte [argU ileY 
leuW Camr] 

Stratagene, Amsterdam 

Escherichia coli FM433 F- araD139 ∆(argF-lac)U169 ptsF25 
deoC1 relA1 flbB5301 rpsE13 ∆(srl-
recA)306::Tn10 

ZINONI et al. (1990) 

Escherichia coli AH819 FM433, ∆selA(400-1266) KROMAYER et al. (1996) 

Escherichia coli WL81300 FM433, ∆selB300::kan TORMAY et al. (1996) 

Escherichia coli MN1 F- proC23 trp-30 his-51 lac-28 rpsL101 
λ- selC163 ∆(srl- recA)306::Tn10 

TORMAY et al. (1994) 

 

 

Tab. 3 : Übersicht über verwendete Plasmide  

Plasmid relevante Merkmale1 Referenz, Quelle 

pUC18 Ampr, lacPoz`  YANISCH-PERRON et al. 
(1985) 

pACYC184 Camr, Tetr  CHANG und COHEN 
(1978) 

pQE30 Ampr, Vektor zur Expression von Proteinen mit  
N-terminalem His-tag 

Qiagen, Hilden 

pT7-7 Ampr , Expressionsvektor mit T7-Promotor  TABOR and RICHARDSON 
(1985) 

pREP4 Kanr, lacI  Qiagen, Hilden 

pUBS520 Kanr, lacI, dnaY  BRINKMANN et al. (1989) 
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Fortsetzung Tab. 3 

pASK-IBA3 Ampr, tet-Repressorgen, Vektor zur Expression von 
Proteinen mit C-terminalem Strep-tag II-Peptid 

IBA, Göttingen 

pASK-IBA5 Ampr, tet-Repressorgen, Vektor zur Expression von 
Proteinen mit N-terminalem Strep-tag II-Peptid  

IBA, Göttingen 

pASK-IBA7 Ampr, tet-Repressorgen, Vektor zur Expression von 
Proteinen mit abspaltbarem, N-terminalen Strep-tag II-
Peptid  

IBA, Göttingen  

pSKAGS Ampr, Plac-gst’-‘lacZ-Fusion  WILLS et al. (1997) 

pTN1 pUC18-Derivat; ‘selA, selB, selC, ackA’  GURSINSKY (1996) 

pTN2 pUC18-Derivat; ‘selA, selB, selC, ackA’  GURSINSKY (1996) 

pTN3 pUC18-Derivat; ‘selA, selB‘ GURSINSKY (1996) 

pME11 pUC18-Derivat; ‘selD1, selA, ‘selB diese Arbeit 

pSD15 pUC18-Derivat; selD2 GURSINSKY et al. (2000) 

pTN2P pUC18-Derivat; selC, ackA’ diese Arbeit 

pTN2K pUC18-Derivat; ‘selA, selB, selC’ diese Arbeit 

pTKSC13 pUC18-Derivat; ‘selA, selB, selC’, selCEc  diese Arbeit 

pSBE1 pQE30-Derivat; selB  

pSBE359 pQE30-Derivat; selB (AS 359-627)  diese Arbeit 

pSBE494 pQE30-Derivat; selB (AS 494-627) diese Arbeit 

pSBSCE1 pQE30-Derivat; selB, selC diese Arbeit 

pT7SBE3 pT7-7-Derivat; selB diese Arbeit 

pSBST5-1 pASK-IBA5-Derivat; selB  diese Arbeit 

pSBD4-3 pASK-IBA5-Derivat; selB  (AS 358-627) diese Arbeit 

pSBDB4-6 pASK-IBA5-Derivat; selB (AS 494-627) diese Arbeit 

pSBST7-3 pASK-IBA7-Derivat; selB diese Arbeit 

pIBA3B pASK-IBA3-Derivat; grdB1 REUTER (2000) 

pIBA3MBU pASK-IBA3-Derivat; grdB1, Sec(350) → Cys  REUTER (2000) 

pPRXU pASK-IBA3-Derivat; prxU SÖHLING et al. (2001) 

pPRXU47C pASK-IBA3-Derivat; prxU, Sec(48) → Cys SÖHLING et al. (2001) 

pSD1N pASK-IBA5-Derivat; selD1 J. JÄGER, 
persönliche Mitteilung 

pMUD15 pASK-IBA5-Derivat; selD1, Sec(18) → Cys J. JÄGER,  
persönliche Mitteilung 

pASBC4 pACYC184-Derivat; selB, selC, diese Arbeit 

pATSC53  pACYC184-Derivat; ‘selA, selB, selC, ackA’ diese Arbeit 

pATSS25 pACYC184-Derivat; ‘selA, selB, selC, ackA’ diese Arbeit 
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Fortsetzung Tab. 3 

pFRGCM1 pACYC184-Derivat; Hybridgen selBEc  (AS 1-254)- selBEa 
(AS 259-627), selC 

diese Arbeit 

pFNPCM1 pACYC184-Derivat; Hybridgen selBEc  (AS 1-343)- selBEa 
(AS 359-627), selC 

diese Arbeit 

pFLRCM2 pACYC184-Derivat; Hybridgen selBEc  (AS 1-446)- selBEa 
(AS 469-627), selC 

diese Arbeit 

pFFSCM9 pACYC184-Derivat; Hybridgen selBEc  (AS 1-488)- selBEa 
(AS 511-627), selC 

diese Arbeit 

pGBMS11 pIBA3B-Derivat; nt U1075→A, C1076→G, U1077→C in 
grdB1 

diese Arbeit 

pGBML2 pIBA3B-Derivat; nt G1070→C, U1071→A in grdB1 diese Arbeit 

pGBMR3 pIBA3B-Derivat; nt U1075→A, C1076→G, U1077→C, 
A1063→G, G1064→C, A1065→U in grdB1 

diese Arbeit 

pPUMS1 pPRXU-Derivat; nt U157→A, C158→G, A159→C in prxU  diese Arbeit 

pPUML2 pPRXU-Derivat; nt A162→C, G163→C in prxU diese Arbeit 

pPUMR3 pPRXU-Derivat; nt U157→A, C158→G, A159→C, U168→G, 
G169→C, A170→U in prxU  

diese Arbeit 

pSDMS11 pSD1N-Derivat; nt G69→C, C70→G, C71→G in selD1 diese Arbeit 

pSDML2 pSD1N-Derivat; nt G75→A, G76→A in selD1 diese Arbeit 

pSDMR1 pSD1N-Derivat; nt G69→C, C70→G, C71→G, G81→C, 
G82→C, C83→G in selD1 

diese Arbeit 

pGBWT11 pSKAGS-Derivat; Plac-gst’-‘grdB1’-‘lacZ-Fusion,  
63 bp grdB1-Fragment  

diese Arbeit 

pGBMC2 pSKAGS-Derivat; Plac-gst’-‘grdB1’-‘lacZ-Fusion,  
63 bp grdB1-Fragment, nt A13 → C (Sec → Cys) 

diese Arbeit 

pPUWT1 pSKAGS-Derivat; Plac-gst’-‘prxU’-‘lacZ-Fusion,  
63 bp prxU-Fragment 

diese Arbeit 

pPUMC4 pSKAGS-Derivat; Plac-gst’-‘prxU’-‘lacZ-Fusion,  
60 bp prxU-Fragment, nt A13 → C (Sec → Cys) 

diese Arbeit 

pSDWT24 pSKAGS-Derivat; Plac-gst’-‘selD1’-‘lacZ-Fusion,  
60 bp selD1-Fragment 

diese Arbeit 

pSDMC2 pSKAGS-Derivat; Plac-gst’-‘selD1’-‘lacZ-Fusion,  
60 bp selD1-Fragment, nt A13 → C (Sec → Cys) 

diese Arbeit 

1 Abgesehen von den Vektoren pUC18, pREP4, pUBS520, pASK-IBA3/5/7 und pSKAGS stammen die angeführten 
 Gene, sofern nicht durch ein entsprechendes Suffix extra gekennzeichnet, aus E. acidaminophilum.  
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2.2. Kultivierung von Bakterien 
 

2.2.1. Vollmedien für E. coli 
 

LB-Medium (SAMBROOK et al., 1989): Trypton 1 % 

 Hefeextrakt 0,5 % 

 NaCl 1 % 
   

LB-Agar LB-Medium 

 Agar 1,5 %  
  

TGYEP-Medium (BEGG et al., 1977): Trypton 1 % 

 Glucose 0,4 % 

 Hefeextrakt 0,5 % 

 K-Phosphat, pH 6,5 100 mM 
 

TP-Medium (SUPPMANN et al., 1999): Trypton 1 % 

 Glycerin 0,5 % 

 K-Phosphat, pH 6,5 100 mM 

 MgSO4 1 mM 

 CaCl2 0,1 mM 

 Na2SeO3 1 µM 

 H3BO3 0,4 µM 

 CoCl2 30 nM 

 CuSO4 10 nM 

 ZnSO4 10 nM 

 MnCl2 80 nM 

 FeCl3 10 µM 
 

 

2.2.2. Nährmedium für E. acidaminophilum 
 

Das nachfolgend aufgeführte Medium wurde vor Zusatz von NaHCO3, Na2S und Biotin 20 min mit 

Inertal (80 % N2 / 20 % CO2) begast. Unter weiterer Begasung erfolgte die Zugabe von festem NaHCO3, 

bis das Medium einen pH-Wert von 7,2-7,4 erreichte. Nach 20 min Autoklavieren bei 121 °C wurde 

Biotin zugegeben und das Reduktionsmittel Na2S bis zur vollständige Reduktion (Entfärbung) des 

Mediums zugesetzt. 
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Medium nach ZINDEL et al. (1988), mod.: 

 

 

 KH2PO4 0,2 g 1,5 mM          

 NaCl 1,0 g 17 mM  

 KCl 0,5 g 6,7 mM 

 MgSO4 × 7 H2O 0,5 g 2  mM 

 CaCl2 × 2 H2O  0,15 g 1 mM  

 NH4Cl 0,25 g 3,5 mM 

 SLA1 1 ml 

 Resazurin (1 mg/ml) 1 ml 1 mg/l 

 D-(+)-Biotin (1 mg/l) 0,1  ml 0,1 mg/l 

 Na2S × 9 H2O (60 mg/ml) 10 ml 2,5 mM 

 Glycin 3,76 g 50 mM 

 NaHCO3  auf pH 7,4 

 H2O dest.  ad 1 l 
 

 
1Spurenelementelösung A (HORMANN und ANDREESEN, 1989), mod.: 

 

 HCl (25 %) 10 ml  

 FeCl2 × 4 H2O 1,5 g 7,5×10−6 M 

 ZnCl2 0,07 g 5,1×10−7 M 

 MnCl2 × 4 H2O 0,1 g 5,1×10−7 M 

 H3BO3 0,006 g 9,7×10−8 M  

 CoCl2 × 6 H2O 0,19 g 8,0×10−7 M  

 CuCl2 × 2 H2O 0,002 g 1,2×10−8 M 

 NiCl2 × 2 H2O 0,024 g 1,0×10−7 M 

 Na2MoO4 × 2 H2O 0,036 g 1,5×10−7 M 

 Na2WO4 × 2 H2O 0,033 g 1,0×10−7 M 

 Na2SeO3 × 5 H2O 0,26 g 1,0×10−6 M 

 NaVO3 × 2 H2O 0,14 g 1,0×10−6 M 

 H2O dest.  ad 1 l  
 

 

Die angegebenen Konzentrationen der Spurenelemente ergeben sich nach dem Zusatz von 1 ml Lösung 

zum oben beschriebenen Medium. 
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2.2.3. Medienzusätze         
 

Bei Bedarf wurden den Medien die in Tab. 4 angeführten Zusätze beigemischt. 

 
Tab. 4:  Medienzusätze 

Medienzusatz Stammlösung1 Konzentration im Medium 

Ampicillin 125 mg/ml in H2O dest. 125    µg/ml 

Tetracyclin   25 mg/ml in 50 % Ethanol   12,5 µg/ml 

Kanamycin   50 mg/ml in H2O dest.   40    µg/ml 

Chloramphenicol   50 mg/ml in Ethanol   35    µg/ml 

Spectinomycin   50 mg/ml in H2O dest.   50    µg/ml 

Anhydrotetracyclin   20 mg/ml in DMF     0,2 µg/ml 

X-Gal   20 mg/ml in DMF    48    µg/ml 

IPTG   40 mg/ml in H2O dest.   40    µg/ml 
1 Die Stammlösungen wurden bei –20 °C gelagert. 
 
 

2.2.4. Zellanzucht 
 

Die aerobe Anzucht  der in Tab. 2 aufgeführten E. coli-Stämme erfolgte in LB-Medium bei 37 °C bzw. 

30 °C und 150-200 Upm auf einem Rundschüttler (Typ KS 500, Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik, 

Staufen) oder einem Reziprokschüttler (Typ HS 500 H, Janke & Kunkel).  

Zur Bestimmung der Formiat-Dehydrogenase-Aktivität in Rohextrakten verschiedener E. coli-Stämme 

erfolgte deren Anzucht anaerob in TGYEP-Medium, dem 30 mM Na-Formiat, 1 µM Na2SeO3 und 1 µM 

Na2MoO4 zugesetzt wurden, unbewegt bei 37 °C in Serumflaschen unter N2-Atmosphäre.  

Die strikt anaerobe Anzucht von E. acidaminophilum wurde in mit Butylsepten verschlossenen 

Kulturröhrchen nach HUNGATE (1969) oder in Serumflaschen mit Latexsepten durchgeführt. Das 

Medium wurde mit 10 % Inokulum beimpft und bei 30 °C unbewegt inkubiert. 

 

2.2.5. Messung des Bakterienwachstums 
 

Die optische Dichte einer Bakterienkultur wurde bei 550 bzw. 600 nm gegen nicht bewachsenes 

Nährmedium direkt in Hungate-Röhrchen mit einem Spectronic 20+-Spetrometer (Ochs Laborbedarf, 

Bovenden) oder in Plastik-Küvetten mit einem Spektralphotometer Spekol 1200 (Carl-Zeiss-Technology, 

Jena) bestimmt.  
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2.2.6. Lagerung von Bakterienkulturen 
 

Zur langfristigen Lagerung von E. coli-Kulturen wurden diese in LB-Medium mit 15 % (v/v) Glycerin bei 

–80 °C eingefroren. Eine kurzfristige Lagerung auf Vollmediumplatten erfolgte bei 4 °C. Kulturen von  

E. acidaminophilum konnten im Hungate-Röhrchen über mehrere Monate bei 4 °C aufbewahrt werden 

 

2.3. In-vivo-Markierung mit [75Se]-Selenit  
 

Die entsprechenden E. coli-Stämme mit Selenoprotein-codierenden Genen auf den Expressionsvektoren 

pASK-IBA3 bzw. pASK-IBA5 (IBA, Göttingen) wurden in LB-Medium mit 30 µg/ml L-Cystein bei  

37 °C angezogen. Bei einer OD550 von ca. 0,5 erfolgte die Zugabe von [75Se]-Selenit (Endkonzentration  

2 µM; 0,3 µCi/ml), danach wurde die heterologe Expression der Selenoprotein-Gene durch Zusatz von 

200 µg/l Anhydrotetracyclin induziert. Nach 1 h bzw. 3 h Inkubation bei 37 °C wurde jeweils 1 ml Probe 

entnommen, die Zellen durch Zentrifugation (2 min, 10 000 g) geerntet und das Pellet zweimal mit LB-

Medium gewaschen. Je OD600-Einheit der entsprechenden Kultur wurden die Zellpellets in 100 µl SDS-

Probenpuffer (62,5 mM Tris/HCl, pH 6,8; 25 % (v/v) Glycerin; 2,5 % (v/v) β-Mercaptoethanol; 0,005 % 

(w/v) Bromphenolblau; 1 % (w/v) SDS) aufgenommen, 5 min bei 95 °C inkubiert und anschließend in 

einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Selen-haltige Makromoleküle konnten durch 

Autoradiographie unter Verwendung eines PhosphorImagersTM (Molecular Dynamics, Krefeld) sichtbar 

gemacht werden.  

Zur Markierung von Makromolekülen aus E. acidaminophilum wurde [75Se]-Selenit (Endkonzentration 

1,2 µM; 0,18 µCi/ml) unmittelbar nach dem Animpfen einer 10 ml-Kultur zugegeben, diese wurde über 

Nacht bei 30 °C bis zu einer OD600 von ca. 1,0 inkubiert. Die Ernte der Zellen (1 ml-Aliquots) erfolgte 

durch Zentrifugation (2 min, 10 000 g), das Pellet wurde zweimal mit Medium gewaschen und in 100 µl 

TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA) aufgenommen. Nach Zusatz von 0,1 mg Lysozym 

erfolgte der Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung (s. 2.14.1.3.). Nach einer Zentrifugation (5 min, 

10 000 g) wurden je 25 µl des Ansatzes mit 10 µg RNase A oder mit 20 µg Proteinase K für 30 min bei 

37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1 Vol. 2×SDS-Probenpuffer erfolgte die weitere Behandlung wie oben 

beschrieben.  

Die Messung der Radioaktivität erfolgte an einem Flüssig-Szintillationszähler LS 6500 (Beckman, Palo 

Alto/CA, USA). 
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2.4. Isolierung von Nukleinsäuren 
 

2.4.1. Isolierung von Gesamt-DNA aus E. acidaminophilum (SAITO und MIURA, 1963, mod.) 
 

Die Isolierung von Gesamt-DNA aus E. acidaminophilum erfolgte aus 3 g eingefrorener Zellen. Diese 

wurden in 4 ml Saline-EDTA-Lösung (0,15 M NaCl; 0,1 mM EDTA, pH 8,0) suspendiert, mit 6 mg 

Lysozym versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde bei −20 °C eingefroren und nach 

dem Auftauen mit 25 ml Tris-SDS-Puffer (0,1 M Tris/HCl; 0,1 M NaCl; 1 % SDS, pH 9,0) versetzt. Es 

erfolgte ein 3-5-maliges Einfrieren und Auftauen der Suspension bis zur vollständigen Lyse der Zellen. Je 

15 ml der Suspension wurden mit 1 Vol. Tris-gesättigtem Phenol (pH 8,0, Roth, Karlsruhe) versetzt und 

vorsichtig geschüttelt. Nach 20-minütiger Inkubation auf Eis (unter gelegentlichem Mischen) erfolgte 

eine Zentrifugation (5 min, 3000 g, 4 °C) zur groben Phasentrennung. Die Oberphase wurde erneut  

10 min zentrifugiert (20 000 g, 4 °C), der Überstand mit 2,5 Vol. Ethanol versetzt und über Nacht bei  

−20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 20 000 g, 4 °C) wurde das Pellet in 25 ml 0,1×SSC 

gelöst, anschließend mit 2,5 ml 1×SSC (150 mM NaCl; 15 mM Na-Citrat, pH 7,0) sowie 11 µl RNase A 

(10 mg/ml) versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend folgte eine weitere Phenol-Extraktion, der 

Überstand der Zentrifugation (10 min, 20 000 g, 4 °C) wurde mit 2,5 Vol. Ethanol versetzt und 1 h bei  

−20 °C inkubiert. Das durch Zenrifugation (10 min, 20 000 g, 4 °C) gewonnene Pellet wurde 

nacheinander mit eiskalter 70, 80 und 90 %iger Ethanol-Lösung gewaschen und nach dem Trocknen in  

20 ml 0,1×SSC aufgenommen. Nach Zusatz von 2,2 ml Acetat-EDTA-Lösung (3 M Na-Acetat, pH 7,0;  

1 mM EDTA) folgte eine Fällung mit 0,54 Vol. Isopropanol mit anschließender Zentrifugation  

(30 min, 20 000 g, 20 °C). Das Pellet wurde erneut mit 70, 80 und 90 %iger Ethanol-Lösung gewaschen 

und in 10 ml TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA) gelöst.  

 

2.4.2. Isolierung chromosomaler DNA aus E. coli 
 

Chromosomale DNA aus E. coli wurde mit dem ’QIAGEN Genomic-tip System’ (Qiagen, Hilden) nach 

den Angaben des Herstellers isoliert. 

 

2.4.3. Isolierung von Plasmid-DNA  
 

High-copy-Plasmide wurden in der Regel aus Übernachtkulturen von E. coli XL1-Blue MRF’ isoliert. Zur 

Gewinnung größerer Mengen an low-copy-Plasmiden wurde die entsprechende Kultur bei einer OD600 

von ca. 1,0 mit 50 µg/ml Spectinomycin versetzt, anschließend über Nacht inkubiert und nach den 

Vorschriften für high-copy-Plasmide bearbeitet.  
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2.4.3.1. Minipräparation von Plasmid-DNA aus E. coli (BIRNBOIM und DOLY, 1979) 

 

Das Zellpellet aus 3-5 ml Übernachtkultur wurde vollständig in 100 µl Lösung 1 (25 mM Tris pH 8,0;  

50 mM Glucose; 10 mM EDTA) resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 200 µl 

frisch hergestellter Lösung 2 (0,2 N NaOH; 1 % (w/v) SDS) und anschließendes Mischen. Nach einer  

5-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden 150 µl eiskalte Lösung 3 (3 M K-Acetat; 2 M 

Essigsäure) zugesetzt, der Ansatz vorsichtig gemischt und für 3-5 min auf Eis gestellt. Es folgte eine 

Zentrifugation für 10 min bei 10 000 g, der Überstand wurde mit 1 Vol. Tris-gesättigtem Phenol (pH 8,0, 

Roth, Karlsruhe) versetzt. Nach Zentrifugation (2 min, 10 000 g) wurde die wässrige Oberphase mit  

2,5 Vol. Ethanol versetzt und 5 min bei 10 000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde getrocknet und in 20 µl 

H2O dest. mit RNase A (20 µg/ml) aufgenommen.  

 

2.4.3.2. Plasmidisolation mit dem ’E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I’ (Peqlab, Erlangen) 

 

Zur Gewinnung qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA für Sequenzierungen wurden 5 ml einer 

Übernachtkultur entsprechend den Anweisungen des Herstellers aufgearbeitet.  

 

2.4.3.3. Midipräparation von Plasmid-DNA aus E. coli 

 

Um größere Mengen qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde der ’Plasmid Midi Kit’ 

(Qiagen, Hilden) eingesetzt, wobei eine leicht modifizierte Vorschrift des Herstellers zum Einsatz kam: 

der dreifachen Menge des empfohlenen Kulturvolumens wurde jeweils die dreifache Menge der Puffer 

P1, P2 und P3 zugesetzt. Vom anschließend erhaltenen Zentrifugationsüberstand wurde nur ein Drittel auf 

die äquilibrierte Anionenaustauscher-Säule gegeben, nach Vorschrift gewaschen und eluiert. Nach 

erneuter Äquilibrierung der Säule wurde das nächste Drittel des Zentrifugationsüberstandes verarbeitet 

usw. 

 

2.4.4. Isolierung von RNA  
 

Die Isolierung von RNA aus E. acidaminophilum erfolgte unter Verwendung des ’RNeasy Mini Kit’ 

(Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des Herstellers aus Zellen einer 10 ml-Kultur, welche in der späten 

logarithmischen Wachstumsphase geerntet wurde. Zur Entfernung der nicht vollständig abgetrennten 

chromosomalen DNA erfolgte ein Verdau mit RNase-freier DNase I (Promega, Mannheim) in dem vom 

Hersteller gelieferten Reaktionspuffer. Pro µg RNA wurde 1 U Enzym zugegeben und der Ansatz für 2 h 

bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die RNA durch Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolfällung  

(s. 2.6.1.) gereinigt.  
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2.5. In-vitro-Synthese von RNA (WYATT et al., 1991) 
 

Die in-vitro-Synthese von RNA erfolgte mit Hilfe partiell doppelsträngiger Oligonukleotide. Der 

Template-Strang enthielt die komplementäre Sequenz sowohl zur herzustellenden RNA als auch (am  

3’-Ende) zum Promotor der T7-RNA-Polymerase. In diesem Bereich erfolgte die Hybridisierung mit 

einem zweiten, 18 Nukleotide umfassenden Oligonukleotid, welches dem Promotor der T7-RNA-

Polymerase entsprach. Die Reaktion erfolgte im 0,5 ml-Maßstab mit je 200 pmol beider Oligonukleotide 

im folgenden Puffer: 

 
 Tris/HCl, pH 7,9 40 mM 

 MgCl2 42  mM 

 Spermidin 1  mM  

 Triton X-100 0,01  % (v/v) 

 DTT 5 mM  

 PEG 8000 8 % (w/v) 

 ATP, CTP, GTP, UTP  je 4 mM  

 GMP 8 mM  
 

Die Oligonukleotide wurden in Tris-Puffer mit MgCl2 5 min auf 70 °C erwärmt und langsam abgekühlt, 

danach erfolgte die Zugabe der übrigen Komponenten sowie von 0,25 U Pyrophosphatase (Roche 

Diagnostics, Mannheim), 240 U RNase-Inhibitor (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) und 8000 U T7-RNA-

Polymerase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot). Nach 4 h bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 

50 mM EDTA, pH 8,0 beendet, die Proteine durch Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt und die RNA 

mit Ethanol präzipitiert (s. 2.6.1.). Die weitere Reinigung der Transkripte erfolgte durch Elektrophorese 

in Polyacrylamid-Harnstoff-Gelen (s. 2.6.2.3.). 

 

2.6. Standard-Techniken für das Arbeiten mit Nukleinsäuren 
 

Für die Arbeit mit DNA und RNA verwendete Lösungen und Materialien wurden bei 121 °C für 20 min 

autoklaviert, hitzelabile Lösungen wurden sterilfiltriert.  

Lösungen für den Umgang mit mRNA wurden mit 0,1 % DEPC versetzt, mindestens 12 h bei 37 °C 

inkubiert und anschließend autoklaviert. Glasgeräte wurden für 8 h bei 180 °C behandelt, ansonsten 

wurden RNase-freie Verbrauchsmaterialien eingesetzt.    
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2.6.1. Phenol/Chloroform-Extraktion und Fällung von Nukleinsäuren  
 

Zur Abtrennung von Proteinen aus DNA-Lösungen wurde 1 Vol. eines Gemisches aus gleichen Teilen 

TE-Puffer-gesättigtem Phenol (Roth, Karlsruhe) und Chloroform zugegeben, die Lösungen gründlich 

gemischt und 3 min bei ≥ 10 000 g zentrifugiert. Die Oberphase wurde abgenommen und die DNA unter 

Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat, pH 5,2 und 2,5-3 Vol. Ethanol präzipitiert. Die Fällung erfolgte für 

mindestens 1 h bei −20 °C, nach 15-minütiger Zentrifugation (15 000 g, 4 °C) wurde das Pellet mit 1 ml 

70 %igem Ethanol gewaschen, erneut 5 min zentrifugiert und nach dem Trocknen in H2O dest. 

aufgenommen.  

Lösungen von RNA wurden analog behandelt, mit dem Unterschied, dass ein Gemisch von Wasser-

gesättigtem Phenol, pH 4,5-5,0 (Roth, Karlsruhe) mit Chloroform zum Einsatz kam, danach wurde die 

RNA nochmals mit Chloroform extrahiert und nach Zusatz von 3 M Na-Acetat, pH 4,6 mit Ethanol 

präzipitiert. 

 

2.6.2. Auftrennung von Nukleinsäuren 
 

2.6.2.1. Agarose-Gelelektrophorese von DNA 

 

Die Auftrennung von DNA erfolgte nach SAMBROOK et al. (1989) in 0,8-1,5 %igen Agarosegelen in 

TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat, pH 8,0; 1 mM EDTA). Vor dem Auftragen wurde die Probe mit  

0,2 Vol. Stopp-Lösung (0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencyanol; 40 % (v/v) Glycerin) 

versetzt, die Auftrennung erfolgte bei 80 V in horizontalen Elektrophoresekammern (Peqlab, Erlangen). 

Anschließend wurde das Gel 15-20 min in Ethidiumbromid (1 µg/ml in Wasser) inkubiert, mit Wasser 

gespült und mit Hilfe eines Video-Dokumentationssystems (TFX-20.M, MWG-Biotech, Ebersberg) 

ausgewertet und fotografiert. 

 

2.6.2.2. Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese von RNA 

 

Gesamt-RNA von E. acidaminophilum wurde in 3 % Formaldehyd enthaltenden, 1,2-1,5 %igen 

Agarosegelen in MOPS-Puffer (20 mM MOPS, pH 7,0; 5 mM Na-Acetat) aufgetrennt. Vor dem 

Auftragen wurde die RNA-Lösung mit 3-5 Vol. Probenpuffer (50 mM MOPS, pH 7,0; 12,5 mM Na-

Acetat; 62,5 % (v/v) Formamid; 1,14 M Formaldehyd; 1,25 mM EDTA; 0,02 % (w/v) Bromphenolblau; 

0,02 % (w/v) Xylencyanol; 0,005 % (w/v) Ethidiumbromid) versetzt, 10 min bei 65 °C inkubiert und 

anschließend sofort auf Eis gestellt. Die Elektrophorese erfolgte bei 60 V in horizontalen Kammern 

(Peqlab, Erlangen) für ca. 2 h.  
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2.6.2.3. Elektrophorese von RNA in Polyacrylamid-Harnstoff-Gelen 

 

Die Produkte der in-vitro-Synthese von RNA wurden in 8 %igen Polyacrylamid-Harnstoff-Gelen 

(Quervernetzung 19:1, 7 M Harnstoff) in TBE-Puffer (89 mM Tris; 89 mM Borsäure, pH 8,3; 2 mM 

EDTA) bei 300 (Minigel) bzw. 600 V aufgetrennt. Vor dem Auftragen wurde die RNA-Lösung mit  

1 Vol. Probenpuffer (10 mM Tris/HCl pH 7,4; 2 mM EDTA; 90 % (v/v) Formamid; 0,1 % (w/v) 

Bromphenolblau; 0,1 % (w/v) Xylencyanol) versetzt und 5 min bei 70 °C erwärmt. Bei präparativen 

Gelen erfolgte die Visualisierung der RNA durch UV-shadowing unter Verwendung von DC-Folien 

(Kieselgel 60 F 254, Riedel de Ha¸n, Seelze). Die RNA-haltigen Gel-Bereiche wurden ausgeschnitten, 

zerkleinert und über Nacht in Elutionspuffer (0,3 M Na-Acetat, pH 6,0; 0,2 % (w/v) SDS) bei 30 °C unter 

leichtem Schwenken inkubiert. Anschließend wurde die RNA erneut durch Phenol/Chloroform-

Extraktion gereinigt, mit Ethanol gefällt und in H2O dest. aufgenommen. In analytischen Gelen wurde die 

RNA durch 1-stündiges Färben mit 0,005 % (w/v) Stains-All (Sigma, Taufkirchen) in 15 mM Tris/HCl, 

pH 8,8; 25 % (v/v) Isopropanol; 10 % (v/v) Formamid sichtbar gemacht. 

 

2.6.3. Größenbestimmung von Nukleinsäuren 
 

Die annähernde Größe linearer DNA- oder RNA-Fragmente wurde durch direkten Vergleich mit 

elektrophoretisch aufgetrennten Molekülen definierter Größe (Marker) bestimmt. Zum Einsatz kamen 

dabei folgende Standards (Werte jeweils auf 0,01 kb gerundet): 

                          

λ-DNA/PstI-verdaut:   

14,06 / 11,50 / 5,08 / 4,75 / 4,51 / 2,84 / 2,56 / 2,46 / 2,44 / 2,14 / 1,99 / 1,70 / 1,16 / 1,09 / 0,81 / 0,51 /  

0,47 / 0,45 / 0,34 / 0,26 / 0,25 kb 

 

GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot): 

3,00 / 2,00 / 1,50 / 1,20 / 1,03 / 0,90 / 0,80 / 0,70 / 0,60 / 0,50 / 0,40 / 0,30 / 0,20 / 0,10 kb 

 

DNA-Längenstandard VII, Digoxigenin-markiert (Roche Diagnostics, Mannheim): 

8,58 / 7,43 / 6,11 / 4,90 / 3,64 / 2,80 / 1,95 / 1,88 / 1,52 / 1,48 / 1,16 / 0,99 / 0,72 / 0,71 / 0,49 / 0,36 /  

0,08 kb 

 

RNA-Marker 0,24-9,49 kb (Life Technologies, Karlsruhe):  

9,49 / 7,46 / 4,40 / 2,37 / 1,35 / 0,24 kb 

 

RNA-Längenstandard I, Digoxigenin-markiert (Roche Diagnostics, Mannheim): 

6,95 / 4,74 / 2,66 / 1,82 / 1,52 / 1,05 / 0,58 / 0,44 / 0,31 kb 
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2.6.4. Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA 
 

Die Abschätzung von DNA-Mengen erfolgte nach Auftrennung in Agarosegelen durch Vergleich mit 

Proben bekannter Konzentration (λ-DNA, pUC18, M13-DNA). 

Die Konzentration von RNA- und Oligonukleotid-Lösungen wurde durch Messung der Absorption bei 

260 nm mittels eines ’GeneQuant RNA/DNA Calculator’ (Pharmacia, Freiburg) ermittelt. 

 

2.6.5. Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen  
 

Für Klonierungsexperimente wurden DNA-Fragmente und PCR-Produkte nach Auftrennung in Agarose-

Gelen unter Verwendung des ’E.Z.N.A. Gel Extraction Kit’ (Peqlab, Erlangen) nach Vorschrift des 

Herstellers isoliert.  

 

2.6.6. Reinigung von PCR-Produkten 
  

Zur Abtrennung von Primern und Nukleotiden aus PCR-Reaktionen wurden die Ansätze unter 

Anwendung des ’E.Z.N.A. Cycle Pure Kit’ (Peqlab, Erlangen) nach den Anweisungen des Herstellers 

aufgearbeitet. 

 

2.6.7. Spaltung von DNA 
 

Die Spaltung von DNA erfolgte für 2-3 h (analytischer Verdau von Plasmid-DNA) bzw. über Nacht 

(Verdau von Vektoren, PCR-Fragmenten, chromosomaler DNA usw.) bei der laut Anbieter optimalen 

Reaktionstemperatur des jeweiligen Restriktionsenzyms. Nach erfolgter Reaktion wurden diese, sofern 

möglich, mittels Hitzedenaturierung (20 min, 65 °C) inaktiviert und/oder durch Phenol/Chloroform-

Extraktion entfernt.  

 

2.6.8. Dephosphorylierung von DNA 
 

Zur Vermeidung der Selbstligation linearisierter Vektor-DNA erfolgte nach Abschluß der DNA-Spaltung 

eine Dephosphorylierung mit Alkalischer Phosphatase aus Kälberdarm (CIAP, MBI Fermentas, St. Leon-

Rot). Dazu wurde dem Restriktionsansatz 1 U Enzym zugegeben und anschließend 1 h bei 37 °C 

inkubiert. Danach erfolgte die Inaktivierung das Enzyms durch 20-minütige Inkubation bei 65 °C. 
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2.6.9. Ligation 
 

Ligationen erfolgten im 20 µl-Ansatz mit 1 U T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim). Vektor- 

und Fragment-DNA wurden 5 min bei 45 °C inkubiert, danach erfolgte die Zugabe von Puffer und 

Enzym. Der Reaktionsansatz wurde über Nacht bei 16 °C (Ligation kohäsiver Enden) bzw. 20 °C (glatte 

Enden) inkubiert. Ligationsprodukte, die mittels Elektroporation transformiert werden sollten, wurden zur 

Entfernung von Salzen einer 30-minütigen Mikrodialyse gegen 10 %iges Glycerin unterzogen. Dabei 

kamen Nitrocellulose-Filterscheiben (Millipore, Eschborn) mit einem Porendurchmesser von 0,025 µm 

zum Einsatz. 

 

2.6.10. Radioaktive Markierung von RNA 
 

Die Markierung der gereinigten Produkte von RNA-Synthesen (s. 2.5.) erfolgte am 5’-Ende mit [32P]-

Phosphat. Ca. 5 µg RNA wurden im 50 µl-Ansatz mit Alkalischer Phosphatase (CIAP, New England 

Biolabs, Frankfurt/Main) behandelt. Die RNA wurde im Reaktionspuffer 1 min auf 90 °C erwärmt und 

sofort auf Eis gestellt, dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Anschließend erfolgte die Zugabe von  

10 U Enzym und eine 15-minütige Inkubation bei 65 °C. Nachdem der Ansatz erneut auf 90 °C erwärmt 

und auf Eis gestellt wurde, erfolgte nochmals die Zugabe von 10 U Enzym sowie eine jeweils  

20-minütige Inkubation bei 37 °C und anschließend bei 50 °C. Danach wurde die RNA durch 

Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt, mit Ethanol präzipitiert und in 20 µl H2O dest. aufgenommen.  

Von der dephosphorylierten RNA wurden 10 µl unter Verwendung von 15 U T4-Polynukleotid-Kinase 

(New England Biolabs, Frankfurt/Main) und 30 µCi γ-[32P]-ATP (10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol, 

PerkinElmer, Zaventem/Belgien) im 20 µl-Ansatz für 30 min bei 37 °C markiert. Das Enzym konnte 

anschließend durch 20-minütige Inkubation bei 65 °C inaktiviert werden, die Abtrennung der nicht 

inkorporierten Nukleotide erfolgte mittels Gelfiltration unter Verwendung von Mikrozentrifugen-Säulen 

(Spin Column 10, Sigma, Taufkirchen) nach Anweisung des Herstellers.  

Die Messung der Radioaktivität erfolgte in einem Flüssig-Szintillationszähler LS 6500 (Beckman, Palo 

Alto/CA, USA) 

 

2.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 

Je nach Verwendung des PCR-Produktes kamen verschiedene DNA-Polymerasen zum Einsatz: sollten 

die Amplifikate für Klonierungen genutzt werden, wurde die Reaktion mit Pwo-DNA-Polymerase (Roche 

Diagnostics, Mannheim) durchgeführt, da diese über eine 3’-5’-Exonuklease-Aktivität (proofreading) 

verfügt. Für analytische Zwecke wurde Taq-DNA-Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim) 

verwendet. Die Reaktion erfolgte in einem Thermocycler (Biometra, Göttingen). Im folgenden ist die 

Zusammensetzung für einen 100 µl-Standardansatz aufgeführt:  
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Tab. 5: PCR-Ansatz 

Komponenten Taq-DNA-Polymerase Pwo-DNA-Polymerase 

Template-DNA   10-100 ng  100-750 ng 

Primer  20 pmol  30 pmol 

10×Reaktionspuffer1  10 µl  10 µl 

dNTP’s  0,2 mM  0,2 mM 

DNA-Polymerase  1,0 U  2,5 U 
1 enthielt 15 mM MgCl2 (Taq-DNA-Polymerase) bzw. 20 mM MgSO4 (Pwo-DNA-Polymerase)  
 
 
Bei Reaktionen mit Taq-DNA-Polymerase wurden alle Komponenten bis auf das Enzym 

zusammengegeben, der Ansatz mit 50 µl Mineralöl als Verdunstungsschutz überschichtet und 5 min bei 

95 °C inkubiert. Danach wurde die DNA-Polymerase zugesetzt und 30 Zyklen mit folgenden Schritten 

durchgeführt: 

 

 Denaturierung: 30 s bei 94 °C  

 Annealing: 40 s bei 45-55 °C 

 Extension: 30 s - 4 min bei 72 °C 
 
 
Die Extensionszeit richtete sich nach der Größe der gewünschten Produkte, je kb wurden etwa 45 s 

veranschlagt. Die Annealingtemperatur wurde in der Regel so gewählt, dass sie mindestens 5 °C unter der 

Schmelztemperatur der Primer lag, wobei jeweils der geringere Wert maßgebend war. Die Berechnung 

erfolgte dabei nach folgender Formel: 

 

Tm = 2 °C × Anzahl der A/T-Paare + 4 °C × Anzahl der G/C-Paare 

 
 
Nach Beendigung der Zyklen folgte eine 5-minütige Inkubation bei 72 °C, anschließend wurde der 

Ansatz auf 4 °C abgekühlt.  

Bei der Verwendung von Pwo-DNA-Polymerase wurden zwei Master-Mixe (je 50 µl) hergestellt: Mix I 

enthielt Template, Primer und dNTP’s; Mix II Puffer und Enzym. Diese Ansätze wurden auf Eis 

vereinigt, mit Mineralöl überschichtet und 3 min bei 95 °C inkubiert, danach folgten 25 Zyklen wie für 

Taq-DNA-Polymerase beschrieben, wobei ab dem 11. Zyklus die Extensionszeit pro Zyklus um 10 s 

erhöht wurde. Anschließend folgte eine 7-minütige Inkubation bei 72 °C, danach wurde der Ansatz auf  

4 °C abgekühlt. 
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2.8. Zielgerichtete Mutagenese 
 

Die Einführung von Mutationen (Austausch von Basen, Einfügen von Basen) in DNA erfolgte nach 

WEINER et al. (1994). An Hand der Sequenz der zu mutierenden Region wurden zwei komplementäre 

Primer von 35-45 Nukleotiden abgeleitet, welche etwa in der Mitte die gewünschte Mutation trugen. Mit 

diesen Primern erfolgte eine Polymerase-Reaktion mit dem Plasmid, in welches die Mutation eingeführt 

werden sollte, als Template. Der 50 µl-Standardansatz hatte folgende Zusammensetzung:    

  
 Template: 100 ng 

 Primer: 25 pmol 

 10×Reaktionspuffer: 5 µl 

 dNTP’s: 0,2 mM 

 PWO-DNA-Polymerase: 2,5 U 
 

Die einzelnen Komponenten wurden dabei wie für die Standard-PCR-Reaktion mit Pwo-DNA-

Polymerase beschrieben (s. 2.7.) zusammengegeben. Der Ansatz wurde mit 50 µl Mineralöl überschichtet 

und 3 min bei 95 °C inkubiert. Danach erfolgten 12 (Punktmutation) bis 16 (Austausch mehrerer Basen) 

Zyklen mit folgenden Schritten: 

 
 Denaturierung: 30 s bei 95 °C  

 Annealing: 40 s bei 55 °C 

 Extension: 4 min bei 68 °C 
 

Daran schloß sich eine 7-minütige Inkubation bei 72 °C mit nachfolgender Abkühlung auf 4 °C an. Direkt 

zum Ansatz wurden nun 20 U des Restriktionsenzyms DpnI gegeben und 2 h bei 37 °C inkubiert. Da 

DpnI nur methylierte DNA schneidet, wird durch diesen Schritt das nicht mutierte Template entfernt, die 

Produkte der Polymerase-Reaktion dagegen werden nicht abgebaut. Nach einer Mikrodialyse (s. 2.6.9.) 

wurden 5 µl des Ansatzes durch Elektroporation (s. 2.9.2.) transformiert. 

 

2.9. Übertragung von DNA in E. coli 
 

2.9.1. Herstellung kompetenter Zellen 
 

200 ml LB-Medium wurden mit 2 ml einer über Nacht gewachsenen Vorkultur beimpft und bei 37 °C 

unter Schütteln bis zu einer OD600 von 0,5-0,8 kultiviert. Die Kultur wurde 15 min auf Eis abgekühlt und 

anschließend zentrifugiert  (20 min, 4500 g, 4 °C). Das Zellpellet wurde zweimal mit je 200 ml eiskaltem 

H2O dest. und einmal mit 30 ml 10 %igem Glycerin gewaschen, anschließend mit 0,5-0,7 ml 10 %igem 

Glycerin resuspendiert und in 40 µl-Aliquots aufgeteilt. Die Lagerung der kompetenten Zellen erfolgte 

bei −80 °C. 
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2.9.2. Elektroporation 
 

Die Elektroporation erfolgte mit einem ’Gene PulserTM’ (Biorad, München). Pro Ansatz wurden 40 µl 

kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1-5 µl Plasmid-DNA bzw. Ligationsansatz versetzt und nach  

1-minütiger Inkubation auf Eis in sterile, vorgekühlte Elektroporationsküvetten (Elektrodenabstand  

0,2 cm) überführt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 µF und einer Feldstärke von 12,5 kV/cm. 

Anschließend wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und die Zellen 60-90 min bei 37 °C inkubiert. Von 

diesem Ansatz wurden 5-200 µl auf Selektivmedium ausgestrichen. 

 

2.10. Hybridisierung von Nukleinsäuren 
 

2.10.1. Herstellung DIG-markierter Sonden 
 

Die Markierung von PCR-Fragmenten erfolgte mit dem ’DIG DNA Labeling Kit’ (Roche Diagnostics, 

Mannheim), wobei jeweils 1 µg DNA entsprechend den Anweisungen des Herstellers mit Digoxigenin-

11-dUTP markiert wurde.  

Oligonukleotide (100 pmol) wurden unter Verwendung des ’DIG Oligonucleotide 3´ End Labeling Kit’ 

(Roche Diagnostics, Mannheim) nach Vorschrift des Herstellers mit Digoxigenin-11-dUTP markiert. 

 

2.10.2. DNA-Hybridisierung nach SOUTHERN (1975) 
 

Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA (s. 2.6.2.1.) wurde das Agarosegel 10 min in 0,25 M HCl 

inkubiert, um größere DNA-Moleküle zu fragmentieren und so deren Transfer zu erleichtern. 

Anschließend folgte eine jeweils 20-minütige Inkubation in Denaturierungslösung (0,5 M NaOH; 1,5 M 

NaCl) und in Neutralisierungslösung (1 M Tris/HCl, pH 7,5; 1,5 M NaCl), danach wurde das Gel in 

10×SSC (1,5 M NaCl; 0,15 M Na-Citrat) getränkt. Der Transfer der Nukleinsäuren erfolgte mit Hilfe 

einer Vakuumblot-Apparatur (Appligene-Oncor, Heidelberg) für 1 h bei 50 mbar mit 10×SSC auf eine 

ebenfalls in Transferpuffer getränkte, ungeladene Nylonmembran (Qiagen, Hilden). Im Anschluß daran 

wurde die DNA durch 2-minütige UV-Bestrahlung (Transilluminator TF-20M, Vilber Lourmat, Marne la 

Vallée/Frankreich) fixiert. Die Membran konnte direkt für die Hybridisierung eingesetzt oder getrocknet 

und bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.  

Prähybridisierung (≥ 2 h) und Hybridisierung (≥ 6 h; 0,5 µg DNA-Sonde oder 50 pmol Oligonukleotid-

Sonde) erfolgten in Standard-Puffer (5×SSC; 1 % Blocking Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim);  

0,1 % (v/v) N-Laurylsarcosin; 0,02 % (w/v) SDS) in einem Hybridisierungsofen (OV4, Biometra, 

Göttingen). Für homologe DNA-Sonden wurde eine Hybridisierungstemperatur von 68 °C gewählt, für 

Oligonukleotide wurde die Hybridisierung 10 °C unter der nach folgender Formel berechneten 

Schmelztemperatur der Sonde durchgeführt: 
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Tm = 81,5 + 16,6 (log10[Na+]) + 0,41 (% G + C) – 600/N 

  

Nach Abschluß der Hybridisierung wurde die Membran 2×5 min bei Raumtemperatur in 2×SSC; 0,1 % 

(w/v) SDS und 2×15 min bei Hybridisierungstemperatur in 0,1×SSC; 0,1 % (w/v) SDS gewaschen. 

Die anschließende Detektion erfolgte mit dem ’DIG Luminescent Detection Kit’ (Roche Diagnostics, 

Mannheim) nach den Angaben des Herstellers, das Ergebnis wurde auf einem ’Lumi-Film 

Chemiluminescent Detection Film’ (Roche Diagnostics, Mannheim) festgehalten. 

 

2.10.3. Northern-Hybridisierung 
 

Northern-Blots wurden nach einem modifizierten Protokoll nach ENGLER-BLUM et al. (1993) 

durchgeführt. Bis zu 20 µg RNA aus E. acidaminophilum wurden in 1-1,3 %igen Formaldehyd-

Agarosegelen aufgetrennt (s. 2.6.2.2.), das Gel anschließend kurz in H2O geschwenkt und 2×20 min in 

20×SSC inkubiert. Der Transfer der RNA erfolgte unter Verwendung einer Vakuumblot-Apparatur 

(Appligene-Oncor, Heidelberg) für 3 h bei 60 mbar mit 20×SSC auf eine in Transferpuffer getränkte, 

positiv geladene Nylonmembran (Qiagen, Hilden). Die Fixierung der RNA auf der Membran erfolgte 

analog zum Southern-Blot. Prähybridisierung (≥ 2 h) und Hybridisierung (≥ 6 h) mit 0,5 µg DNA-Sonde 

erfolgten unter Verwendung eines High-SDS-Hybridisierungspuffers (0,25 M Na2HPO4, pH 7,2; 0,5 % 

Blocking Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim); 1 mM EDTA; 20 % SDS) bei 68 °C. Die Membran 

wurde anschließend 3×20 min mit 20 mM Na2HPO4; 1 mM EDTA; 1 % SDS bei 

Hybridisierungstemperatur gewaschen. Die Detektion unterschied sich nicht von der Southern-

Hybridisierung. 

 

2.10.4. Koloniehybridisierung 
 

Die Koloniehybridisierung erfolgte mit ungeladenen Nylonmembranen (Qiagen, Hilden), welche, auf LB-

Agarplatten liegend, mit bis zu 96 verschieden Klonen beimpft und über Nacht bei 37 °C inkubiert 

wurden. Mit den Bakterienkolonien nach oben wurden die Membranen anschließend wie folgt auf 

Lösungs-getränkten Filterpapierstapeln inkubiert: 5 min Denaturierungslösung (0,5 M NaOH; 1,5 M 

NaCl; 0,1 % (w/v) SDS), 5 min Neutralisierungslösung (1 M Tris/HCl, pH 7,5; 1,5 M NaCl) und 2 min 

2×SSC. Danach wurde die DNA durch 2-minütige UV-Bestrahlung fixiert. Zur Entfernung von Zellresten 

erfolgte zusätzlich eine 30-minütige Behandlung der Membranen (prewashing) bei 50 °C in 5×SSC;  

0,5 % (w/v) SDS; 1 mM EDTA. Prähybridisierung, Hybridisierung, Waschen und Detektion wurden 

danach analog zum Southern-Blot durchgeführt.  
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2.11. Methoden zur DNA-Analyse 
 

2.11.1. DNA-Sequenzierung am A.L.F.TM-Sequencer 
 

Die DNA-Sequenzierung erfolgte enzymatisch über das Kettenabbruch-Verfahren (SANGER et al., 

1977) unter Verwendung des ’AutoReadTM Sequencing Kit’ (Pharmacia, Freiburg) nach Anweisung des 

Herstellers mit Primern, die am 5’-Ende mit einem Fluoreszenz-Farbstoff (Cy5) markiert waren. Die 

elektrophoretische Auftrennung der Sequenzreaktionen und die Erfassung der Daten wurde am 

automatisierten Sequenziergerät (A.L.F.-Sequencer, Pharmacia, Freiburg) durchgeführt. 

 

2.11.2. DNA-Sequenzierung am ABI-Sequencer 377 
 

Sequenzierungen mit dem ’dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit’ (PE Applied 

Biosystems, Langen) wurden nach den Anweisungen des Herstellers im TRIO-Thermoblock (Biometra, 

Göttingen) durchgeführt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe des automatisierten Laser-Fluoreszenz-

Sequenzierers ABI PRISM 377 (Applied Biosystems, Langen).  

 

2.11.3. Auswertung von Sequenzdaten 
 

Die ermittelten Sequenzdaten wurden unter Vewendung des Analyseprogramms CLONE MANAGER, 

Version 4.1 (Scientific & Educational Software, Durham/NC, USA) ausgewertet. Sequenzhomologien zu 

in Datenbanken aufgeführten Nukleinsäure- und Proteinsequenzen wurden mit dem Algorithmus BLAST 

(basic local alignment search tool; ALTSCHUL et al., 1997) über das National Center for 

Biotechnological Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ermittelt. Die Analyse von RNA-

Sekundärstrukturen an Hand der vorliegenden DNA-Sequenz wurde mit Hilfe des Programmes MFOLD 

(MATHEWS et al., 1999; http://www.bioinfo.math.rpi.edu) durchgeführt. 

Multiple Alignments von Proteinen erfolgten mit dem Programm CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) 

über das European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html). Paarweise 

Sequenzvergleiche von Proteinen wurden mit dem Programm LALIGN (HUANG und MILLER, 1991) 

durchgeführt (http://www.embnet.org/software/LALIGN-form.html). Die Bestimmung physikalischer 

Daten der bearbeiteten Proteine an Hand der Aminosäuresequenz erfolgte mit Hilfe von Programmen des 

Instituts für Bioinformatik, Genf (http://www.expasy.ch). 
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2.12. Methoden zur RNA-Analyse 
 

2.12.1. Bestimmung des Startpunktes der Transkription mittels primer extension  
 

Die Bestimmung von Transkriptions-Startpunkten erfolgte nicht-radioaktiv am A.L.F.TM-Sequencer nach 

MYÖHÄNEN und WAHLFORS (1993). In einem Volumen von 12 µl wurden 3-5 µg Gesamt-RNA aus  

E. acidaminophilum mit 10 pmol des Cy5-markierten Primers gemischt, 10 min bei 70 °C inkubiert und 

danach 2 min auf Eis abgekühlt. Anschließend wurden 4 µl 5×First Strand Buffer, 1 µl dNTP’s (20 mM) 

sowie 2 µl 0,1 M DTT zugegeben und der Ansatz 2 min bei 50 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 

Zugabe von 1 µl SUPERSCRIPT™ II (200 U/µl, Life Technologies, Eggenstein) gestartet und 1 h bei  

50 °C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch 5-minütiges Erwärmen auf 95 °C, 

anschließend wurde der Ansatz an der speed vac auf 10 µl eingeengt. Nach Zugabe von 1 Vol. 

Stopplösung des ’AutoReadTM Sequencing Kit’ (Pharmacia, Freiburg) erfolgte die Auftrennung im 

Sequenzgel (A.L.F.TM-Sequencer, Pharmacia, Freiburg). 

Zur Bestimmung der Größe des entstandenen Produktes wurde eine Sequenzierung mit dem für die 

primer extension verwendeten Oligonukleotid durchgeführt und im gleichen Sequenzgel aufgetrennt  

 

2.12.2. Reverse Transkription (RT-PCR) 
 

Die Präsenz bestimmter mRNA-Transkripte wurde durch Reverse Transkription der mRNA in cDNA und 

nachfolgende Amplifikation des DNA-Fragmentes mittels PCR nachgewiesen. Die Reverse Transkription 

erfolgte mit 2 µg DNA-freier Gesamt-RNA von E. acidaminophilum wie in 2.12.1. beschrieben. 

Anschließend wurde eine PCR-Reaktion mit Taq-DNA-Polymerase unter Standardbedingungen (s. 2.7.) 

durchgeführt, wobei 10 µl des RT-Ansatzes als Template dienten. Zur Kontrolle wurden RT-Ansätze mit 

RNase-behandelter RNA (10 µg RNase A, 2 h, 37 °C) bzw. mit denaturierter Reverser Transkriptase  

(10 min, 95 °C) sowie eine PCR-Reaktion mit chromosomaler DNA von E. acidaminophilum 

durchgeführt. 

 

2.13. Proteinchemische Methoden 
 

2.13.1. Bestimmung der Proteinkonzentration (BRADFORD, 1976) 
 

Zu 20 µl der Proteinprobe wurde 1 ml BRADFORD-Reagenz (0,007 % (w/v) Serva Blau G-250; 5 % 

(v/v) Ethanol; 8,5 % (v/v) H3PO4) gegeben und gründlich gemischt. Nach 3 min Inkubation bei RT 

erfolgte die Vermessung der Absorption bei 590 nm mit einem Spekol 1200 (Carl-Zeiss-Technology, 
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Jena) in Plastik-Küvetten. Eine Eichgerade wurde mit Rinderserum-Albumin (BSA) in einem 

Konzentrationsbereich von 1-10 µg / 20 µl Probe erstellt. 

 

2.13.2. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in 10-15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen (LAEMMLI, 1970) in 

einer vertikalen Minigel-Apparatur (Biometra, Göttingen). Sammelgel (5 % (w/v) Acrylamid (37,5:1); 

125 mM Tris/HCl, pH 6,8; 0,1 % (w/v) SDS) und Trenngel (10-15 % (w/v) Acrylamid (37,5:1); 376 mM 

Tris/HCl, pH 8,8; 0,1 % (w/v) SDS) wurden nach Vorschrift des Herstellers vorbereitet. Die 

Proteinlösung wurde mit 1 Vol. 2×SDS-Proben-Puffer (125 mM Tris/HCl, pH 6,8; 50 % (v/v) Glycerin;  

5 % (v/v) β-Mercaptoethanol; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau; 2 % (w/v) SDS) versetzt und nach 

Denaturierung (5 min, 95 °C) bei 25 mA in Tris/Glycin-Puffer (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % 

(w/v) SDS) aufgetrennt. 

Als Molekulargewichtsmarker dienten die folgenden Proteine (Sigma, Taufkirchen): Myosin (205 kDa), 

β-Galactosidase (116 kDa), Phosphorylase b (97,4 kDa), Rinderserum-Albumin (66,0 kDa), Ovalbumin 

(45,0 kDa), Glyzeraldehyd-3-phosphat-DH (36,0 kDa), Carboanhydrase (29,0 kDa), Trypsinogen  

(24,0 kDa), Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa), á-Lactalbumin (14,2 kDa). 

 

2.13.3. Coomassie-Färbung von Proteinen 
  

In SDS-Polyacryamid-Gelen aufgetrennte Proteine wurden für 30-60 min auf einer Laborwippe 

(Biometra, Göttingen) in Coomassie-Färbelösung (0,2 % (w/v) Serva Blau R250; 0,05 % (w/v) Serva 

Blau G250; 42,5 % (v/v) Ethanol; 5 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsäure) inkubiert und anschließend 

innerhalb von 1-2 h durch 40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure bzw. über Nacht mit 7 % (v/v) 

Essigsäure entfärbt.  

 

2.13.4. Trocknen von Polyacrylamid-Gelen 
 

Die Gele wurden nach 5-minütiger Vorbehandlung mit Trockenlösung (40 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) 

Essigsäure; 3 % (v/v) Glycerin) luftblasenfrei zwischen zwei ebenfalls mit dieser Lösung getränkte 

Zellophan-Folien (Biometra, Göttingen) gespannt und bei Raumtemperatur innerhalb von zwei Tagen 

getrocknet. 
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2.13.5. Einengen und Umpuffern von Proteinlösungen 
 

Das Umpuffern von Proteinlösungen erfolgte durch Dialyse gegen das 1000-fache Volumen der Probe 

unter ständigem Rühren bei 4 °C über Nacht. Zur Anwendung kamen dabei ’Snake Skin™’ 

Dialysemembranen (Pierce, Rockford/IL, USA) in Form eines Dialyseschlauchs bzw. mit der Membran 

überspannte Dialysekapseln (Roth, Karlsruhe).  

Das Einengen von Proteinlösungen erfolgte mittels ’NanosepTM Zentrifugen-Konzentratoren’ (Pall 

Gelman Laboratory, Dreieich) bei 5000 g und 4 °C. 

 

2.13.6. Transfer von Proteinen auf Membranen 
 

Die Übertragung von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf eine Polyvinylidendiflourid (PVDF)-

Membran (Pierce, Rockford/IL, USA) erfolgte mit einer Fastblot B34-Apparatur (Biometra, Göttingen). 

Nach Beendigung der elektrophoretischen Trennung wurde das Gel 10 min in Transferpuffer (50 mM Na-

Borat pH 9,0; 10 % (v/v) Methanol) inkubiert und die auf Gelgröße zurechtgeschnittene Membran 

nacheinander je 1 min in Methanol, Wasser und Transferpuffer geschwenkt. Anschließend wurde von der 

Anode aus folgende Schichtung luftblasenfrei vorgenommen: drei Lagen Transferpuffer-getränktes Gel-

Blotting-Papier (Schleicher & Schüll, Dassel), PVDF-Membran, Polyacrylamidgel, drei Lagen getränktes 

Gel-Blotting-Papier. Der Transfer erfolgte für 60 min bei 4 °C und 1,2 mA pro cm2 Membranfläche. 

Danach wurde die PVDF-Membran zur Visualisierung der übertragenen Proteine, insbesondere der 

Marker, für 3-5 min in Ponçeau S-Färbelösung (0,2 % (w/v) Ponçeau S; 3 % (w/v) Trichloressigsäure;  

3 % (w/v) Sulfosalicylsäure) geschwenkt und anschließend in Wasser entfärbt. 

 

2.13.7. Antikörpernachweis von Proteinen 
 

2.13.7.1. Strep-tag II-Fusionsproteine 

 

Der Nachweis der Expression rekombinanter, mit einem Strep-tag II fusionierter Proteine erfolgte mittels 

StrepTactin-HRP-Konjugat (IBA, Göttingen). Nach dem Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten 

Proteine auf eine PVDF-Membran (2.13.6.) wurde diese 30-60 min in 0,5 ml/cm2 PBS-Puffer (4 mM 

KH2PO4; 16 mM Na2HPO4; 115 mM NaCl) mit 1 % (w/v) BSA und 0,5 % (v/v) Tween 20 inkubiert. 

Nach der Zugabe von 0,25 µl StrepTactin-HRP-Konjugat pro ml Puffer folgte eine weitere 30-minütige 

Inkubation. Anschließend wurde die Membran kurz mit Wasser gespült, 2×15 min in PBS-Puffer mit  

0,1 % (v/v) Tween 20 gewaschen und erneut kurz mit Wasser gespült. Danach erfolgte die Detektion in 

Puffer ER (100 mM Tris/HCl, pH 8,5) mit 0,02 % (w/v) 4-Chlornaphtol und 0,03 % (v/v) H2O2. 

Nachdem die Banden die gewünschte Intensität erreicht hatten, wurde die Reaktion durch intensives 

Spülen der Membran mit Wasser beendet. 
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2.13.7.2. Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteine 

 

Der Nachweis der Glutathion-S-Transferase erfolgte mit dem ’GST Western Blotting Kit’ (Roche 

Diagnostics, Mannheim), wobei die Vorschrift des Herstellers leicht modifiziert wurde. Die PVDF-

Membran mit den transferierten Proteinen (2.13.6.) wurde 1 h in TBS-Puffer (50 mM Tris/HCl, pH 7,5; 

150 mM NaCl) mit 10 % (v/v) Blockierungs-Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim) inkubiert. 

Anschließend wurde die Lösung gegen TBS-Puffer mit 5 % (v/v) Blockierungs-Reagenz ausgetauscht 

und 1 µl Anti-GST-Peroxidase-Konjugat (Sigma, Taufkirchen) pro ml Puffer zugesetzt. Nach einer  

30-minütigen Inkubation wurde die Membran 4×10 min in TBS-Puffer mit 0,1 % (v/v) Tween 20 

gewaschen und anschließend 1 min in Substratlösung (’GST Western Blotting Kit’, Roche Diagnostics, 

Mannheim) geschwenkt. Nach dem Entfernen überschüssiger Flüssigkeit wurde die Membran in Folie 

eingeschweißt, die Detektion der Signale erfolgte durch 1-5-minütige Exposition eines ’Lumi-Film 

Chemiluminescent Detection Film’ (Roche Diagnostics, Mannheim).  

 

2.14. Heterologe Expression von Proteinen 
 

2.14.1. His-tag-Fusionsproteine 
 

Die Expression und Reinigung rekombinanter Proteine mit einem N-terminalen His-tag erfolgte unter 

Verwendung des Vektors pQE30 (Qiagen, Hilden) in Verbindung mit E. coli M15 oder mit dem Vektor 

pT7-7 in Verbindung mit E. coli BL21(DE3). Beide Stämme wurden zusätzlich mit dem lacI-tragenden 

Plasmid pREP4 transformiert, um eine strenge Kontrolle der heterologen Genexpression zu erreichen. 

 

2.14.1.1. Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte 

 

Für die Überprüfung der Genexpression im kleinen Maßstab (rapid screenig) wurden 10 ml, für 

präparative Zwecke dagegen 200 ml LB-Medium (mit Ampicillin und Kanamycin) mit 0,2 bzw. 4 ml 

einer über Nacht gewachsenen Vorkultur beimpft und bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Bei einer 

OD600 von 0,6-0,7 wurde IPTG zugegeben (0,4 mM Endkonzentration für Kulturen von E. coli 

BL21(DE3) und 1 mM für E. coli M15) und weiter wie zuvor inkubiert. Im screening-Maßstab erfolgte 

bis 5 h nach Induktion alle 60 min die Entnahme von je 1 ml Probe, welche durch Zentrifugation (1 min,  

10 000 g) bei RT geerntet wurde. Im präparativen Maßstab erfolgte die Zellernte 4-5 h nach der Zugabe 

von IPTG. Dazu wurde die Kultur 15 min auf Eis gestellt, die Zellen anschließend durch Zentrifugation 

(20 min, 5000 g, 4 °C) geerntet und bei –80 °C gelagert.  
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2.14.1.2. rapid screening von Expressionskulturen 

 

Die aus 1 ml Kulturvolumen geernteten Zellen wurden in 200 µl Puffer B (8 M Harnstoff; 100 mM 

NaH2PO4; 10 mM Tris/HCl, pH 8,0) resuspendiert und durch vortexen lysiert. Das Lysat wurde 10 min 

bei 15 000 g zentrifugiert und der Überstand anschließend mit 40 µl Ni-NTA-Agarose (50 %ige 

Suspension, Qiagen, Hilden) unter leichtem Schwenken 30 min inkubiert. Nach einer Zentrifugation  

(30 s, 12 000 g) wurde der Überstand verworfen und die Ni-NTA-Agarose dreimal mit je 1 ml Puffer C  

(s. Puffer B, pH 6,3) gewaschen. Die Elution gebundener Proteine erfolgte durch Zugabe von 20 µl Puffer 

C mit 100 mM EDTA. Nach 2-minütiger Inkubation des Ansatzes unter leichtem Schwenken wurde die 

Ni-NTA-Agarose durch Zentrifugation (30 s, 12 000 g) sedimentiert, der Überstand abgenommen und 

mittels SDS-PAGE analysiert. 

 

2.14.1.3. Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt im präparativen Maßstab 

 

Nach dem Auftauen des Zellpellets auf Eis wurden pro Gramm Feuchtgewicht 3 ml Aufschlusspuffer  

(50 mM Na-Phosphat pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 5 mM â-Mercaptoethanol) zugegeben. 

Nach Resuspension der Zellen wurde der Ansatz mit Lysozym  versetzt (Endkonzentration 1 mg/ml) und 

30 min auf Eis inkubiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschallbehandlung (5 s bursts bei 60 Watt, 

dazwischen 10 s Pause) mit einem Desintegrator UW 60 (Uni Equip Laborgerätebau, Martinsried) unter 

ständiger Kühlung bis zur vollständigen Lyse der Zellen. Anschließend wurden RNase A (10 µg/ml) und 

DNase I (5 µg/ml) zugesetzt und der Ansatz 15 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine  

30-minütige Zentrifugation (10 000 g, 4 °C), der erhaltene Überstand (Rohextrakt) wurde auf Eis 

gelagert. 

  

2.14.1.4. Native Reinigung   

 

Je ml Rohextrakt wurden 0,25 ml Ni-NTA-Agarose zugegeben und der gesamte Ansatz 1 h bei 4 °C unter 

leichtem Schwenken inkubiert. Anschließend wurde die Suspension in eine mit Fritte versehene 

Propylen-Säule mit 1 ml Bettvolumen (Qiagen, Hilden) gegeben und nach Absetzen der Ni-NTA-Agarose 

zweimal mit 4 ml Waschpuffer (50 mM Na-Phosphat pH 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; 5 mM  

â-Mercaptoethanol) gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte mit 4×0,5 ml Elutionspuffer 

(Waschpuffer mit 250 mM Imidazol). Die Protein-enthaltenden Elutionsfraktionen wurden vereinigt, 

gegen Puffer Q (50 mM Tris/HCl, pH 7,5; 2 mM DTT; 1 mM EDTA) dialysiert und einer 

Chromatographie an einer MonoQ® HR 5/5 (Pharmacia, Freiburg) unterzogen. Zur Anwendung kam 

dabei eine FPLC-Anlage (Pharmacia, Freiburg), bestehend aus einer Pumpe P 500, einer UV-Einheit 

UV1 und einem Fraktionssammler FRAC-100 mit angeschlossenem Schreiber REC 101. Die verwendete 

Flußrate betrug 1 ml/min. Alle benutzten Puffer und Lösungen wurden vor Gebrauch durch 
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Celluloseacetat-Filter (Sartorius, Göttingen) mit 0,2 µm Porendurchmesser filtriert und anschließend 

entgast. Die Säule wurde mit 5 ml Puffer Q äquilibriert, danach konnte das dialysierte Protein mit 20 ml 

des gleichen Puffers aufgebracht werden. Die Elution erfolgte mit einem linearen KCl-Gradienten von  

0-1,0 M in Puffer Q. Nach Dialyse gegen Lagerpuffer (50 mM Tris/HCl pH 7,6; 0,5 M NaCl; 5 mM 

MgCl2; 2 mM DTT; 1 mM EDTA; 10 % (v/v) Glycerin) wurden die gereinigten Proteine bei –20 °C 

aufbewahrt.  

 

2.14.2. Strep-tag II-Fusionsproteine  
 

Für die Expression und Reinigung rekombinanter Proteine als N-terminale Strep-tag II-Fusion kamen die 

Vektoren pASK-IBA5 und pASK-IBA7 (IBA, Göttingen) sowie die Stämme E. coli BL21(DE3) mit 

pUBS520 bzw. E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL zum Einsatz.   

 

2.14.2.1. Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte 

 

Je 1 l LB-Medium (mit Ampicillin und Kanamycin für E. coli BL21(DE3) mit pUBS520 bzw. Ampicillin 

und Chloramphenicol für E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL) wurde mit 20 ml einer über Nacht 

gewachsenen Vorkultur von Zellen, die das entsprechende pASK-IBA5/7-Derivat enthielten, beimpft und 

bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Bei einer OD550 von 0,5-0,7 wurde Anhydrotetracyclin zu einer 

Endkonzentration von 0,2 µg/ml zugegeben, die Kultur für weitere 3 h bei 37 °C inkubiert und 

anschließend 15 min auf Eis gekühlt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (20 min, 5000 g, 4 °C) 

geerntet und bei –80 °C gelagert.  

 

2.14.2.2. Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt 

 

Das Zellpellet wurde auf Eis aufgetaut und in 10 ml (je l Kulturvolumen) Puffer W (100 mM Tris/HCl, 

pH 7,6; 1 mM EDTA; 2 mM DTT) resuspendiert. Nach dem Zusatz von 1 mg/ml Lysozym und 0,1 µM 

PMSF wurde der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert, der Zellaufschluss erfolgte mittels zwei Passagen 

durch eine French-Presse (20K-Zelle, SLM Instruments, Rochester/NY, USA) bei 1260 psi. 

Anschließend wurden DNase I (5 µg/ml) und Avidin (25 µg/ml) zugegeben, letzteres diente zur 

Maskierung von Biotin, welches ansonsten irreversibel an das Affinitätsmaterial bindet. Nach einer 30-

minütigen Inkubation auf Eis folgte die Abtrennung unlöslicher Komponenten durch Zentrifugation  

(30 min, 60 000 g, 4 °C), der Überstand (Rohextrakt) wurde auf Eis gelagert. 
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2.14.2.3. Native Reinigung  

 

Die Reinigung von Strep-tag II-Fusionsproteinen erfolgte bei 4 °C über Polypropylen-Säulen (Qiagen, 

Hilden), die mit 0,7-1,0 ml StrepTactin-Sepharose (IBA, Göttingen) beladen waren. Nach dem 

Äquilibrieren der Säule (5 ml Puffer W) wurde der Rohextrakt in 2 ml-Schritten aufgetragen. Nicht 

gebundene Proteinen wurden durch Waschen mit 5×1 ml Puffer W entfernt. Die Elution gebundener 

Proteine erfolgte mit 5×0,4 ml Puffer E (Puffer W mit 2,5 mM α-Desthiobiotin (Sigma, Taufkirchen). Die 

Säulenmatrix konnte durch Zugabe von 3×5 ml Puffer R (Puffer W mit 1 mM HABA, Sigma, 

Taufkirchen) und anschließendes Waschen mit 2×4 ml Puffer W regeniert und auf diese Weise 3-5-mal 

verwendet werden.  

Im Falle von SelB schloss sich eine Chromatographie an einer MonoQ® HR 5/5 (Pharmacia, Freiburg) an, 

dabei wurde wie in 2.14.1.4. beschrieben verfahren. 

Die Lagerung der gereinigten Proteine erfolgte ebenfalls analog zu den His-tag-Fusionsproteinen.   

 

2.14.2.4. Entfernung des Strep-tag II 

 

Zur Abspaltung des Strep-tag II wurde das Eluat der Affinitätsreinigung gegen den Reaktionspuffer  

(50 mM Tris/HCl pH 8,0; 100 mM NaCl; 1 mM CaCl2) dialysiert und pro mg Fusionsprotein mit 50 µg 

Biotin-markiertem Factor Xa (Roche Diagnostics, Mannheim) versetzt. Die Spaltung erfolgte 8 h bei  

15 °C. Zur Abtrennung der Protease wurden 2 µl immobilisiertes Streptavidin (50 %ige Suspension, 

Roche Diagnostics, Mannheim) pro µg Factor Xa zugesetzt und der Ansatz unter leichtem Schütteln 30 

min bei 15 °C inkubiert. Durch anschließende Zentrifugation (5 min, 10 000 g) konnte die an das Gel 

gebundene Protease separiert werden. Um nicht gespaltenes Fusionsprotein zu entfernen, wurde der 

Ansatz auf eine StrepTactin-Affinitätssäule aufgebracht und der Durchlauf aufgefangen.   

 

2.15. Bestimmung der Formiat-Dehydrogenase-Aktivität in Rohextrakten  
 

Alle Schritte erfolgten anaerob unter Formiergas-Athmosphäre (95 % N2 / 5 % H2) in einer 

Anaerobenbox (Coy Laboratory Products, Ann Arbor/MI, USA) oder unter ständiger Begasung mit N2. 

Die verwendeten Puffer wurden ebenfalls mit N2 begast und in Serumflaschen mit Septen gelagert. 
 

2.15.1 Herstellung von Rohextrakten 
 

Nach anaerobem Wachstum in TGYEP-Medium bis zu einer OD600 von 0,8-1,2 wurden die Zellen einer 

400 ml-Kultur durch Zentrifugation (20 min, 5000 g, 4 °C) geerntet. Das Zellpellet wurde in 2 ml Puffer 

A (25 mM MES/NaOH, pH 6,0; 3 mM Na-Azid; 2 mM DTT; 1 mM EDTA) aufgenommen, der 
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Zellaufschluss erfolgte mittels zwei Passagen durch eine French-Presse (Mini-Zelle, SLM Instruments, 

Rochester/NY, USA) bei 960 psi. Unlösliches Material wurde anschließend durch Zentrifugation (20 min,  

27 000 g, 4 °C) entfernt. 

 

2.15.2. Aktivitätsbestimmung  
   

Die Messung der Formiat-Dehydrogenase-Aktivität erfolgte modifiziert nach AXLEY et al. (1990) durch 

die Formiat-abhängige Reduktion von Benzylviologen (ε578 = 1,1×104 M−1 cm−1), welche bei 578 nm an 

einem Spektrophotometer (Uvikon 630, Kontron Instruments, Mailand/Italien) verfolgt wurde. Zur 

Anwendung kamen dabei mit Naturkautschuk-Septen (Sigma, Taufkirchen) verschlossene Halbmikro-

Glasküvetten (Ochs Labortechnik, Bovenden). Gemessen wurde bei Raumtemperatur (25 °C), der 

Testansatz (1 ml) enthielt folgende Komponenten: 

 

Tab 6: Meßansatz für die Bestimmung der FDH 

Komponente eingesetzte Menge [µl] Endkonzentration [mM] 

Tris/HCl pH 7,5 (50 mM) 950 50 

Benzylviologen (100 mM)1 20  2 

Na-Dithionit (50 mM)1 2-3 0,1-0,15 

Rohextrakt 1-15 −  

Na-Formiat (1 M)1 20 20 
1 in 50 mM Tris/HCl, pH 7,5 

 
 
Puffer und Benzylviologen wurden vorgelegt und die Extinktion mit Na-Dithionit auf ca. 0,3 eingestellt, 

dieser Schritt diente der Entfernung von Restsauerstoff aus dem Messansatz. Nach Zusatz von Rohextrakt 

wurde zunächst die Blindreaktion vermessen, anschließend erfolgte die Zugabe von Na-Formiat und die 

Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit der einsetzenden Reaktion. Aus der ermittelten 

Extinktionsänderung wurde die Volumenaktivität der Probe wie folgt berechnet: 

            

         ∆ E / min • V T 
Aν =   

        d •  ε •  v P 
 

Aν = Volumenaktivität [U/ml] 

∆ E / min = Extinktionsänderung pro Minute  

d = Schichtdicke [cm] 

ε = molarer Extinktionskoeffizient [M−1 cm−1] 

V T = Volumen des Testansatzes [ml] 

v P = Volumen der eingesetzten Probe [ml] 
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Ein Unit ist definiert als Reduktion von 1 µmol Benzylviologen pro Minute (AXLEY et al., 1990). Nach 

Bestimmung der Proteinkonzentration der Probe (s. 2.13.1.) konnte die spezifische Aktivität [U/mg] 

berechnet werden. 

 

2.16. Bestimmung der ββ-Galactosidase-Aktivität 
 

2.16.1. Zellanzucht 
 

Je 20 ml TP-Medium wurden mit 0,4 ml einer über Nacht gwachsenen Vorkultur versetzt und bei 37 °C 

inkubiert. Bei einer OD600 von 0,3 erfolgte die Induktion des lac-Promotors durch Zugabe von 50 mM 

IPTG (Endkonzentration). Die Kulturen wurden weitere 2 h bei 37 °C inkubiert, danach 5 min auf Eis 

gekühlt und durch Zentrifugation (2 min, 10 000 g) in mehreren Aliquots von je 1 ml geerntet. Die 

Lagerung der Zellpellets erfolgte bei –20 °C. 

 

2.16.2. Aktivitäts-Bestimmung (MILLER, 1992, mod.) 
 

Je nach zu erwartender Aktivität wurde die Zellmenge, welche 0,1-1,0 ml Kulturvolumen entsprach, in 

950 µl Z-Puffer (60 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 10 mM KCl; 1 mM MgSO4; 50 mM β-

Mercaptoethanol) resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 50 µl 

Permeabilitätsmix (0,25 % (w/v) CTAB; 0,5 % (w/v) Na-Desoxycholat). Nach weiteren 10 min bei RT 

wurde die Reaktion durch Zusatz von 100 µl Substratlösung (ONPG, 4 mg/ml in Z-Puffer) gestartet und 

nach Gelbfärbung des Ansatzes mit 500 µl einer 1 M Na2CO3-Lösung abgestoppt. Nach Zentrifugation 

der Proben (10 min, 10 000 g) wurde die Absorption des Überstandes bei 420 nm an einem Spekol 1200 

(Carl-Zeiss-Technology, Jena) bestimmt. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Zellpellet. Die 

Enzymaktivität (Miller-Units) wurde nach folgender Formel berechnet:      

 

    1000 • A420 
A =   

     t •  v •  OD600 
 

A = Aktivität [Miller-Units] 

A420 = Absorption des Überstandes bei 420 nm 

t = Reaktionszeit [min] 

v = ursprüngliches Volumen der eingesetzten Probe [ml] 

OD600 = optische Dichte der Kultur unmittelbar vor der Zellernte 

 

 



2. Material und Methoden 37 

2.17. Gelretardations-Experimente mit SelB bzw. SelB-Domänen aus 
E. acidaminophilum 

 

Für die Gelretardations-Experimente wurden eine Reihe verschiedener Bindungs- und Elektrophorese-

Bedingungen getestet (Tab. 7). Je 1 pmol radioaktiv markiertes Transkript (20 000 bis 50 000 cpm) wurde 

in 20 µl Bindungspuffer mit unterschiedlichen Mengen des gereinigten Proteins für 15-30 min bei 

Raumtemperatur oder 30 °C inkubiert. Unspezifische Bindungen sollten durch Zusatz eines 100-fachen 

molaren Überschusses an Hefe-tRNA (Sigma, Taufkirchen) unterdrückt werden. Danach wurde der 

Ansatz mit 6 % Glycerin versetzt (falls nicht bereits im Puffer vorhanden) und in einem 4,5-5 %igen 

(SelB und SelB-Domänen) bzw. 10 %igen (SelB-Domänen) nativen Polyacrylamidgel bei 8 V/cm für ca. 

2 h aufgetrennt. Wenn die Elektrophorese bei 4 °C erfolgte, wurde der Ansatz vor dem Auftragen auf das 

Gel 5 min bei dieser Temperatur inkubiert. Die Signale wurden mit Hilfe eines ’Lumi-Film 

Chemiluminescent Detection Film’ (Roche Diagnostics, Mannheim) sichtbar gemacht.  

 
Tab. 7: Bedingungen in Gelretardations-Experimenten mit SelB und SelB-Domänen  

SelB und SelB-Domänen 

Bindungpuffer Inkubation Gelmatrix1 Elektrophorese 

 50 mM K-Phosphat, pH 7,0 
 5 mM Mg-Acetat 
 0,1 mM EDTA 
 1 mM DTT 
 0,5 mM GTP 
 [0,02 % Tween 20]2   

30 min, 30 °C  50 mM K-Phosphat, pH 7,0
 5 mM Mg-Acetat 
 0,1 mM EDTA 
 1 mM DTT 
 5  % PAA (60:1) 

4 °C 

 50 mM Tris/Acetat, pH 7,0 
 50 mM NaCl 
 5 mM MgCl2 

 2 mM DTT 
 0,5 mM GTP 
 [5 % Glycerin] 2 

20 min, RT  40 mM Tris-Acetat, pH 7,0
 4,5 % PAA (60:1) 
    

RT 

 89 mM Tris/Borat, pH 7,0 
 5 mM MgCl2 

 0,5 mM GTP 
 [5% Glycerin] 2 

15 min, RT  89 mM Tris/Borat, pH 7,0
 1 mM DTT 
 4,5 % PAA (60:1) 

RT 

 40 mM Tris/HCl, pH 7,6 
 50 mM NaCl 
 5 mM MgCl2 

 2 mM DTT 
 0,5 mM GTP 
 [10 % Glycerin] 2 

20 min, RT 
 
 

 45 mM Tris/Borat, pH 8,3
 1 mM EDTA 
 (0,5×TBE) 
 4,5 % PAA (60:1) 
 

4 °C 
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Fortsetzung Tab. 7 

SelB-Domänen 

Bindungpuffer Inkubation Gelmatrix1 Elektrophorese 

 160 mM K-Glutamat, pH 7,5 
 20 mM MgCl2 

 2 mM DTT 

15 min, RT  
 

 40 mM Tris/Acetat, pH 7,5
 1 mM EDTA 
 (1×TAE) 
 20 mM Mg-Acatat 
 10 % PAA (37,5:1) 

RT 
 

 40 mM Hepes/KOH, pH 7,9
 5 mM MgCl2 

 1 mMDTT 

15 min, 30 °C 
 

 50 mM Tris/Glycin, pH 9,4
 1 mM DTT 
 10  % PAA (37,5:1) 

4 °C 

1 identisch  mit dem Laufpuffer 
2 Experimente mit und ohne diese Komponenten wurden durchgeführt. 
 
 

2.18. Oligonukleotide 
 

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten Oligonukleotide (Tab. 8) wurden von den Firmen 

Metabion (Martinsried), MWG-Biotech (Ebersberg) oder Gibco BRL Life Technologies (Eggenstein) 

bezogen. Für in-vitro-Synthesen von RNA und für primer-extension-Experimente wurden HPLC-

gereinigte Oligonukleotide verwendet.  

 
Tab. 8: Übersicht über verwendete Oligonukleotide 

Bezeichnung Sequenz (5’→ 3’) Verwendung 

SA9F GCA ATG ACG GCG TAA TAG AGC Herstellung von 
Hybridisierungs-Sonden 

SA223R GCC TAG ATT CGT ATG TAC CAC s. o. 

GS1708N TAA TCA CAA AGG CAG ACA CGG RT-PCR, Herstellung von 
Hybridisierungs-Sonden  

GS2502R CAC TAC AAA CTG CGG GTC TCC s. o. 

GS3443R ACA CCA GCA CCC ATC TAC TCC s. o.  

SDBV ACI GGI TTY GGH YTI YTI GGI CA1 Herstellung von 
Hybridisierungs-Sonden 

SDUH IAR ICC ICC ISW IGT YTS IGS1 s. o. 

SCNORN1 TTC AGC AAG AGA ATT TGG GAG s. o. 

SCNORC1 CCT TAA TTT ACA TAA TTG GCG G s. o. 

GS1527R TAC TAT GCC CGC CCT TTT ACC RT-PCR 

SD2V GGC CCA TCT AAA CAA GTA TGC AGC s. o. 

GS521 CTG AGC AAG GAA GAA AAG AGC s. o. 

SCEXT1 Cy5-CCA CCC AGG AGG CTC TTA AC primer extension 

SD1EXT1 Cy5-GTC AAA GCC TAC AAG AAG CC s. o. 

PREXSA Cy5-TTT GCT CCC TTA TGA CCT CG s. o. 

SAEXT2 Cy5-CCA GCT CTA TTA CGC CGT C s. o. 
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Fortsetzung Tab. 8 

PREXSB Cy5-ACT ATG CCC GCC CTT TTA CC s. o. 

MUKPNDN GTA GAT GGG TGC TGG TAC CGT GCC CTC TGG TCT TC Mutagenese (KpnI-Schnittstelle 
in pTN2 eingeführt) 

MUKPNUP GAA GAC CAG AGG GCA CGG TAC CAG CAC CCA TCT AC s. o. 

SCECKPND  CGG GGT ACC TGC TTT CGT GAT AAT ACG CTG Klonierung von selCEc in 
pTN2K 

SCECKPNU CGG GGT ACC TGA TGG CAG TCT GAT TAT TGG s.o. 

SBE1 GCG GAT CCG ATG ACG ATG ACA AAA TGA AGA ATA TAA 
TAA TAG GAA CG  

Klonierung von selB in pQE30 

SBE359 GCG GAT CCG ATG ACG ATG ACA AGA AAA AAC ACA AGA 
GGT TTG AC 

Klonierung von selB (Domäne 
4) in pQE30 

SBE494 GCG GAT CCG ATG ACG ATG ACA AAA AGA TTG AAG AAA 
ATC TGG CT 

Klonierung von selB (Domäne 
4b) in pQE30 

SBE627 GCG TCG ACC TAT GAA AGG ACC CGC TTT TC Klonierung von selB, selB-
Bereichen in pQE30 bzw. pT7-7 

ET7H GCT ATT CCA TAT GAG AGG ATC GCA TCA CC   Klonierung von selB in pT7-7 

STG5V CGA CGA GGT CTC CGC GCC AAG AAT ATA ATA ATA GGA 
ACG G 

Klonierung von selB in pASK-
IBA5 

STG5VD4 CGA CGA GGT CTC GGC GCC CCA AAA AAA CAC AAG AGG 
TTT G 

Klonierung von selB (Domäne 
4) in pASK-IBA5 

STG5VD4B CGA CGA GGT CTC GGC GCC AAG ATT GAA GAA AAT CTG 
GCT TC 

Klonierung von selB (Domäne 
4b) in pASK-IBA5 

STG5H CGA CGA GGT CTC GTA TCA CTA TGA AAG GAC CCG CTT 
TT 

Klonierung von selB, selB-
Bereichen in pASK-IBA5 

EXPV7SB CGA CGA GGT CTC GGC GCA AGA ATA TAA TAA TAG GAA 
CGG CAG 

Klonierung von selB in pASK-
IBA7 

PRO1IVT  TAA TAC GAC TCA CTA TAG In-vitro-Transkription 
(Promotor-Strang)  

GRDB1IVT TTC TAT TTC TTT AAC CAT AGA TGC ACC GCA TCT AGT 
ACA AGT GCC TCA TGT CCT ATA GTG AGT CGT ATT A 

In-vitro-Transkription 
(Template-Strang) 

PXIVT57 TTT GGA ACT CTG GAT ATT TTT CAG CAA CTG CTG AAA 
CCT CAG TGG CTG AGA CAA ACC TAT AGT GAG TCG TAT 
TA 

s. o. 

SD1IVT54 AGA CCG ACA AGC GCC TTG GCC AAA TCC TCT GGC CCT 
ATC TTG GCT GCT CAG CCC TAT AGT GAG TCG TAT TA 

s. o. 

GB1IVTM1 TTC TAT TTC TTT AAC CAT AGA TGC TGC GCA TCT AGT 
ACA AGT GCC TCA TGT CCT ATA GTG AGT CGT ATT A 

s. o. 

PXIVTM1 TTT GGA ACT CTG GAT ATT TTT CAG CAA GGG CTG AAA 
CCT CAG TGG CTC AGA CAA ACC TAT AGT GAG TCG TAT 
TA 

s. o. 

SD1IVTM1 

 

AGA CCG ACA AGC GCC TTG GCC AAA TTT TCT GGC CCT 
ATC TTG GCT GCT CAG CCC TAT AGT GAG TCG TAT TA 

s. o. 

SBSCDN CGC GGA TCC TGG GAT AGG GAG GAT TTG ATG Klonierung von selB, selC in 
pACYC184 

SBSCUP CGC GTC GAC ATC CGT TGC ACT GTG CTT TAC  s. o. 
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Fortsetzung Tab. 8 

SBSCDN3 CGC GTC GAC ATT AAA TCA ATC AGG AAA GAG GCG Klonierung von selC in 
pACYC184-Derivate 

MUCLADN CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATA TCG ATT ACG AAT TCG 
AGC TCG G 

Mutagenese (ClaI-Schnittstelle 
in pTN2 eingeführt) 

MUCLAUP CCG AGC TCG AAT TCG TAA TCG ATA TGG TCA TAG CTG 
TTT CCT G 

s. o. 

MUSACDN CCT ATA CCT TGT CTG CGA GCT CCC CGC GTT GCG TC Mutagenese (SacI-Schnittstelle 
in pACYC184 eingeführt) 

MUSACUP GAC GCA ACG CGG GGA GCT CGC AGA CAA GGT ATA GG s. o. 

FUSECNTER CGA CGA GGT CTC GGA TCC GGT TTT TGG AGA TGT TGT 
TGA 

Klonierung von selBEc-selBEa- 
Fusionen in pACYC184 

FUSEACTER1 CGA CGA CGT CTC GTC GAC TGC ATG CCT ATG AAA GG s. o. 

FUSEACTER2 CGA CGA GGT CTC GTC GAC TGC ATG CCT ATG AAA GG s. o. 

FUSECRGD CGA CGA GGT CTC GTC GCC ACG GTT AAT CTG CT s. o. 

FUSECNP CGA CGA GGT CTC CGG GTT AAG CAT CAC GAC GC s. o. 

FUSECLR CGA CGA GGT CTC TCG CAG ACG TTC GCG CCC AG s. o. 

FUSECFS CGA CGA GGT CTC GCT GAA GCC CGC TTT GTG AT s. o. 

FUSEARGD CGA CGA CGT CTC GGC GAT GTA CTG GCA AAG CC s. o. 

FUSEANP CGA CGA CGT CTC AAC CCA AAA AAA CAC AAG AGG TTT G s. o. 

FUSEALR CGA CGA GGT CTC CTG CGC TCA AGA GTT GAG AG s. o. 

FUSEAFS CGA CGA GGT CTC TTC AGT GAT TCT GAT ATT AAA ATA A s. o. 

GB1SMSSD GTA CTA GAT GCG GTG CAA GCA TGG TTA AAG AAA TAG 
AAA GAT CTG G 

Mutagenese des putativen 
grdB1-SECIS-Elements 

GB1SMSSU CCA GAT CTT TCT ATT TCT TTA ACC ATG CTT GCA CCG 
CAT CTA GTA C 

s. o. 

GB1LP1D GGC ACT TGT ACT AGA TGC GCA GCA TCT ATG GTT AAA 
GAA ATA G 

s. o. 

GB1LP1U CTA TTT CTT TAA CCA TAG ATG CTG CGC ATC TAG TAC 
AAG TGC C 

s. o. 

GB1SSRPD CTA CAT GAG GCA CTT GTA CTG CTT GCG GTG CAA GCA 
TGG 

s. o. 

GB1SSRPU CCA TGC TTG CAC CGC AAG CAG TAC AAG TGC CTC ATG 
TAG 

s. o. 

PXUSMSSD GTC TGA GCC ACT GAG GTT AGC GCA GTT GCT GAA AAA 
TAT CCA 

Mutagenese des putativen  
prxU-SECIS-Elements 

PXUSMSSU CTG GAT ATT TTT CAG CAA CTG CGC TAA CCT CAG TGG 
CTC AGA 

s. o. 

PXULP1D GAG CCA CTG AGG TTT CAG CCC TTG CTG AAA AAT ATC 
CAG AG 

s. o. 

PXULP1U CTC TGG ATA TTT TTC AGC AAG GGC TGA AAC CTC AGT 
GGC TC 

s. o. 

PXUSSRPD CTG AGG TTA GCG CAG TTG CGC TAA AAT ATC CAG AGT 
TCC AAA AGC 

s. o. 
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Fortsetzung Tab. 8 

PXUSSRPU GCT TTT GGA ACT CTG GAT ATT TTA GCG CAA CTG CGC 
TAA CCT CAG 

s. o. 

SD1SMPGD CTG AGC AGC CAA GAT AGG CGG AGA GGA TTT GGC CAA 
GG 

Mutagenese des putativen 
selD1-SECIS-Elements  

SD1SMPGU CCT TGG CCA AAT CCT CTC CGC CTA TCT TGG CTG CTC 
AG 

s. o. 

SD1LP1D GCC AAG ATA GGG CCA GAA AAT TTG GCC AAG GCG CTT G  s. o. 

SD1LP1U CAA GCG CCT TGG CCA AAT TTT CTG GCC CTA TCT TGG C s. o. 

SD1PGRPD GAT AGG CGG AGA GGA TTT CCG CAA GGC GCT TGT CGG 
TC 

s. o. 

SD1PGRPU GAC CGA CAA GCG CCT TGC GGA AAT CCT CTC CGC CTA 
TC 

s. o. 

GRDBKP1 GAT CAA GCT TAA CTT CTA CAT GAG GCA CTT G Klonierung eines grdB1-
Fragments in pSKAGS 

GRDBKP2 GAT CGG GCC CGA TCT TTC TAT TTC TTT AAC C s. o. 

GRDBCP1 GAT CAA GCT TAA CTT CTA CAT GCG GCA CTT G s. o. 

PRXUKP1 GAT CAA GCT TTA CAT TTG TCT GAG CCA CTG AG Klonierung eines prxU-
Fragments in pSKAGS 

PRXUKP2 GAT CGG GCC CAG CTT TTG GAA CTC TGG ATA T s. o. 

PRXUCP1 GAT CAA GCT TTA CAT TTG TCT GCG CCA CTG AG s. o. 

SELD1KP1 GAT CAA GCT TAG CTT CGG GCT GAG CAG CCA AG Klonierung eines selD1-
Fragments in pSKAGS 

SELD1KP2 GAT CGG GCC CGG AAG ACC GAC AAG CGC CTT GG s. o. 

SELD1CP1 GAT CAA GCT TAG CTT CGG GCT GCG CAG CCA AG s. o. 
1 I = Inosin; H = A oder C oder T; R = A oder G; S = C oder G; W = A oder T; Y = C oder T 
 
 

2.19. Geräte und Chemikalien  
 

Neben den bereits in den vorausgehenden Kapiteln erwähnten Materialien fanden Geräte folgender 

Hersteller Verwendung: 

 
Abimed (Langenfeld): automatische Pipetten 

A&D Company (Tokyo/Japan): Feinwaagen FX-200, ER-182A  

Beckman (Palo Alto/CA, USA): Ultrazentrifuge L8-60M 

Bender & Hobein AG (Ismaning): Vortex Genie 2 

Biometra (Göttingen): Power Pack P25  

Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg): Tischzentrifuge 5415 C, Thermomixer 5436 

Hamilton (Bonaduz/Schweiz): Mikroliterspritzen 

Hermle Labortechnik (Wehingen): Zentrifuge Z 323 K  

Hettich (Tuttlingen): Zentrifuge 30 RF  

Julabo Labortechnik (Seelbach): Wasserbad UC-5B/5  

Knick (Berlin): Mikroprozessor pH-Meter 761  
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Sorvall (Hanau): Zentrifuge RC 5BPlus  

Roth (Karlsruhe): Magnetrührer R 1000  
 

Sofern nicht anders erwähnt, wurden alle verwendeten Chemikalien von den Firmen Serva (Heidelberg), 

Sigma (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und Gerbu (Gaiberg) im höchstmöglichen Reinheitsgrad bezogen. 

Weiterhin wurden Chemikalien und Enzyme folgender Firmen bzw. Anbieter eingesetzt:  

 
Appligene-Oncor (Heidelberg): Lysozym, Ampicillin  

MBI Fermentas (St. Leon-Rot): Restriktionsenzyme, λ-DNA, NTP’s   

Messer Griesheim (Krefeld): Stickstoff (4.0), Wasserstoff (3.0), Formiergas 

New England Biolabs (Frankfurt/Main): Restriktionsenzyme     

Peqlab (Erlangen): dNTP’s 

Risø National Laboratory Isotope Division: [75Se]-Selenit (176 mCi/mmol) 

(Roskilde/Dänemark)  

Serva (Heidelberg): BSA, Lysozym, Pepton 

University of Missouri Research Reactor Center: [75Se]-Selenit (88 Ci/mmol) 

(Columbia/MO, USA)  
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3. Experimente und Ergebnisse 
 

3.1. Putative Sekundärstrukturen der Selenoprotein-mRNAs aus  
E. acidaminophilum  

 

Um mRNA-Elemente zu identifizieren, die möglicherweise den Einbau von Selenocystein in Proteine von 

E. acidaminophilum vermitteln, wurde mit Hilfe des Programmes MFOLD (s. 2.11.3.) die unmittelbare 

Umgebung des Selenocystein-Codons (UGA) der bisher bekannten Selenoprotein-Gene von  

E. acidaminophilum nach mRNA-Sekundärstrukturen durchsucht, bzw. verschiedene bereits postulierte 

Strukturen (SONNTAG, 1998; GRÄNTZDÖRFFER, 2000; GURSINSKY et al., 2000; B. SÖHLING, persönliche 

Mitteilung) nochmals überprüft und verglichen. Mit Ausnahme von grdA konnten direkt stromabwärts 

vom UGA-Codon aller untersuchten Gene Strukturen formuliert werden, welche als Gemeinsamkeit eine 

15-20 Basen umfassende Haarnadelstruktur aufwiesen, die in einem Abstand von elf bis dreizehn Basen 

zum Selenocystein-Codon lokalisiert war (Abb. 2). Den allgemeinen Aufbau betreffend, zeigten die 

postulierten Strukturen somit gewisse Homologien zu den für E. coli und andere Bakterien beschrieben 

SECIS-Elementen (HÜTTENHOFER und BÖCK, 1998a), andererseits konnten jedoch keine konservierten 

Nukleotid-Sequenzen identifiziert werden.                 
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Abb. 2: Postulierte Sekundärstrukturen verschiedener Selenoprotein-mRNAs aus E. acidaminophilum. Das  
Selenocystein-codierenden UGA ist fett dargestellt. fdhA1, fdhA2: Formiat-Dehydrogenase, grdA1: Selenoprotein A 
der Glycin-Reduktase, grdB1: Selenoprotein B der Glycin-Reduktase, grdF: Selenoprotein B der Sarcosin-
Reduktase, grdH: Selenoprotein B der Betain-Reduktase, prpU: redoxaktives 10 kDa-Selenoprotein, prxU: Seleno-
Peroxiredoxin, selD1, selD2: Selenophosphat-Synthetase. Zum Vergleich ist das fdhF-SECIS-Element aus E. coli 
(HÜTTENHOFER et al., 1996b) angegeben, der von SelB gebundene Bereich wurde eingerahmt und farbig 
hervorgehoben. Der Teil der postulierten Strukturen, welcher funktionell dieser Region entsprechen könnte, wurde 
ebenfalls blau markiert. 

 

Von den verschiedenen bisher klonierten Genen von Selenoprotein A (grdA1 und grdA2) sowie 

Selenoprotein B (grdB1 und grdB2) der Glycin-Reduktase wurde hier nur jeweils ein Beispiel angeführt. 

Einerseits unterscheiden sie sich nur geringfügig in ihrer Sequenz, zudem ist eine Expression der Gene 

grdA2 und grdB2 eher fraglich (SONNTAG, 1998). Von grdA3 liegt bisher lediglich der 3’-Bereich als 

PCR-Produkt vor, das Selenocystein-Codon ist jedoch weiter stromaufwärts lokalisiert.  
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Neben der unmittelbaren Umgebung des Selenocystein-Codons wurde auch der 3’-nicht-translatierte 

Bereich der bekannten Selenoprotein-Gene aus E. acidaminophilum analysiert. Dabei konnten jedoch 

weder Strukturen mit Homologien zu den in Eukaryoten (LOW und BERRY, 1996) oder Archaea 

(WILTING et al., 1997) gefundenen SECIS-Elementen, noch andere konservierte mRNA-

Sekundärsstrukturen identifiziert werden. 

 

3.2. Klonierung von selA aus E. acidaminophilum 
 

Den Ausgangspunkt für die in der vorliegenden Arbeit vorgenommene Charakterisierung der sel-

Genprodukte von E. acidaminophilum bildeten die aus einer MboI-Genbank stammenden Plasmide pTN1, 

pTN2 und pTN3 (GURSINSKY, 1996). Deren überlappende Inserts ergaben zusammen eine 4097 bp 

umfassende Genregion, auf der die Gene selB (Selenocystein-spezifischer Elongationsfaktor) und selC 

(tRNASec) sowie der größte Teil des Gens selA (Selenocystein-Synthase) aus E. acidaminophilum kloniert 

vorlagen, wobei alle drei Gene die gleiche Transkriptionsrichtung aufwiesen. Zur weiteren Analyse des 

Selenocystein-inkorporierenden Systems von E. acidaminophilum sollte als erster Schritt selA vollständig 

kloniert werden. 
Der Vergleich der bereits vorliegenden Sequenz mit den in Datenbanken aufgelisteten Genen bzw. 

Proteinen anderer Organismen zeigte, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit nur ein Bereich von ca. 40-50 

Nukleotiden im 5’-Bereich von selA aus E. acidaminophilum zu klonieren war, um das Gen vollständig 

zu isolieren. Aus vorangegangenen Southern-Hybridisierungen mit chromosomaler DNA war bekannt, 

dass selA auf einem ca. 3 kb großen EcoRI-Fragment lokalisiert ist (GURSINSKY, 1996), wobei die 

entsprechende Schnittstelle stromabwärts von selA etwa 2,2 kb vom 5’-Ende des Gens entfernt in selB 

liegt. Durch Klonierung dieses EcoRI-Fragmentes würde die bereits vorliegende Genregion also um ca. 

0,8 kb verlängert, wodurch das selA-Gen auf jeden Fall vollständig isoliert wäre. 

Als Ausgangspunkt für die Klonierung diente partiell mit EcoRI verdaute und in einem Saccharose-

Dichtegradienten separierte chromosomale DNA von E. acidaminophilum (freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von M. KOHLSTOCK). Die Fraktion mit dem größten Anteil an Fragmenten einer 

Größe von ca. 3 kb wurde gegen TE-Puffer dialysiert und zur Ligation mit EcoRI-geschnittenem Vektor 

pUC18 eingesetzt. Nach Transformation des Ligationsansatzes in E. coli XL1-Blue MRF’ wurden ca. 

1200 Klone auf Nylonmembranen ausgestrichen und anschließend einer Koloniehybridisierung 

unterzogen. Als Sonde diente ein ca. 0,2 kb großes PCR-Fragment, welches mit den Primern SA9F und 

SA223R aus dem bereits vorliegenden Bereich des selA-Gens (auf pTN3) gewonnen und anschließend 

mit Digoxigenin markiert wurde. Dabei konnte ein Klon isoliert werden, welcher das gesuchte EcoRI-

Fragment enthielt, das entsprechende Plasmid wurde mit pME11 bezeichnet. Nach Sequenzierung des 

Fragments, dessen Größe mit 2896 Basen bestimmt wurde, konnte der fehlende Bereich des selA-Gens 

(44 Nukleotide) identifziert werden. Das an Hand der DNA-Sequenz abgeleitete Protein wies 467 

Aminosäuren auf, das Molekulargewicht betrug 52,5 kDa. Stromaufwärts von selA und in gleicher 
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Transkriptionsrichtung wurde der 3’-Bereich eines offenen Leserahmens identifiziert, dessen Produkt 

deutliche Homologien zu Selenophosphat-Synthetasen verschiedener Organismen aufwies. Die 

vollständige Klonierung dieses Gens (auf dem Insert des Plasmids pSD122) erfolgte durch J. JÄGER. 

Unabhängig davon wurde ebenfalls von J. JÄGER ein zweites, selD-homologes Gen identifiziert, dieses 

war nicht mit dem erwähnten selDABC-Cluster assoziiert. Die abgeleiteten Aminosäure-Sequenzen beider 

Gene waren zu 62,9 % identisch (GURSINSKY et al., 2000)  

Die folgende Abb. verdeutlicht die Anordnung der aus E. acidaminophilum klonierten Gene selD1, selA, 

selB und selC. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der klonierten sel-Gene aus E. acidaminophilum. Das im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit klonierte Fragment ist rot hervorgehoben. Die Transkriptionsrichtung der Gene ist durch Pfeile 
verdeutlicht. Zur Klonierung genutzte MboI (M)- und EcoRI (E)-Schnittstellen sind angegeben.  

 

Die vollständige Sequenz der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Genregion inklusive postulierter 

bzw. identifizierter Signale der Transkription und Translation (s. 3.3.) ist im Anhang angeführt, 

beginnend mit der intergenen Region stromaufwärts von selD1.   

Durch Southern-Hybridisierung mit der für die Klonierung von selA verwendeten Sonde (s. o.) wurde 

nachgewiesen, dass im Genom von E. acidaminophilum nur eine Kopie des Gens der Selenocystein-

Synthase vorliegt. Das Gleiche war in der vorangegangenen Diplomarbeit auch für selB und selC 

festgestellt worden. Die Daten für diese beiden Gene wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

nochmals bestätigt, als selB-spezifische Sonde diente ein 0,8 kb großes PCR-Fragment, das mit den 

Primern GS1708N und GS2502R sowie pTN2 als Template amplifiziert wurde. Als selC-spezifische 

Sonde wurde das Oligonukleotid GS3443R eingesetzt.  
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3.3. Untersuchungen zur Transkription der sel-Gene 
 

3.3.1. Analyse der DNA-Sequenz nach Transkriptions- und Translations-Signalen  
 

Begünstigt durch den geringen AT-Gehalt der intergenen Bereiche der klonierten Genregion wurden 

stromaufwärts der Gene selD1, selA und selC jeweils mehrere Bereiche mit Homologie zur Konsensus-

Sequenz (5’-TTGACA-17±1 b p -TATAAT-3’) σ70-abhängiger E. coli-Promotoren (HARLEY and 

REYNOLDS, 1987) bzw. σA-abhängiger Bacillus subtilis-Promotoren (HELMANN, 1995) identifiziert. Eine 

Aussage über mögliche Startpunkte der Transkription sollte deshalb erst nach weiteren Untersuchungen 

erfolgen (s. 3.3.4).   

Stromabwärts der Gene selB und selC wurden bereits in der vorangegangenen Diplomarbeit (GURSINSKY, 

1996) potentielle mRNA-Sekundärstrukturen identifiziert, die im 3’-Bereich Uridin-reiche Sequenzen 

aufwiesen und deshalb als Rho-unabhängige Terminatoren fungieren könnten (PLATT, 1986). Nach der 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten Klonierung der Bereiche stromaufwärts von selA wurde 

auch für die intergene Region zwischen selD1 und selA eine mRNA-Sekundärstruktur mit dem erwähnten 

Merkmal postuliert (Abb. 4). 
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Abb. 4: Postulierte mRNA-Sekundärstrukturen stromabwärts der Gene selD1 (A), selB (B) und selC (C). Die 
Stopp-Codons der Gene selD1 (UAA) und selB (UAG) sowie das 3’-Ende der tRNASec-Sequenz (CCA) sind fett 
hervorgehoben. Die Änderung der Freien Energie wurde mit dem Programm MFOLD kalkuliert.   

 

Die Gene selD1, selA und selB weisen jeweils das Start-Codon ATG auf, als Stopp-Codon werden UAA 

(selD1) sowie UAG (selA und selB) genutzt. Stromaufwärts der drei Protein-codierenden sel-Gene sind 
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die Sequenzen 5’-GGAGGT-3’ (selD1) 5’-GAAGGGGT-3’ (selA) und 5’-TAGGGAGG-3’ (selB), die als 

Ribosomen-Bindestellen (SHINE und DALGARNO, 1974) in Frage kommen, in einem Abstand von sechs, 

zwölf bzw. fünf Nukleotiden zum Start-Codon lokalisiert. 

 

3.3.2. Northern-Hybridisierungen 
 

Die Anordnung von selD1, selA, selB und selC ließ vermuten, dass eine gemeinsame Transkription 

zumindest einiger dieser Gene vorliegt. Andererseits wurden mRNA-Sekundärstrukturen, die als Rho-

unabhängige Terminatoren in Frage kommen, stromabwärts von selD1 und selB (und natürlich auch 3’ 

von selC) identifiziert (s. 3.3.1., Abb. 4). Dies deutete darauf hin, dass lediglich selA und selB, welche 

durch eine intergene Region von nur zehn Nukleotiden getrennt sind, zusammen transkribiert werden.   

Um gemeinsame Transkripte der genannten Gene nachzuweisen, wurden Northern-Hybridisierungen mit 

Sonden aus dem Bereich von selD1, selB und selC durchgeführt. Zur klaren Unterscheidung der beiden 

Gene der Selenophosphat-Synthase erfolgte außerdem eine Hybridisierung mit einer selD2-Sonde. Die 

Sonden wurden durch PCR mit den Primerpaaren SDBV und SDUH (selD1, selD2), GS1708N und 

GS2502R (selB) sowie SCNORN1 und SCNORC1 (selC) mit den Plasmiden pME11, pSD15 bzw. pTN2 

als Template hergestellt und anschließend mit Digoxigenin markiert. Erwähnenswert ist, dass im 

Southern-Blot mit chromosomaler DNA aus E. acidaminophilum beide selD-Sonden ausschließlich mit 

der komplementären Sequenz und nicht mit dem jeweils anderen Gen hybridisierten (J. JÄGER, 

persönliche Mitteilung). Für Northern-Blots wurde Gesamt-RNA von E. acidaminophilum mittels 

denaturierender Agarose-Gelelektrophorese separiert, auf Nylonmembranen übertragen und mit den 

entsprechenden Sonden hybridisiert (Abb. 5).   
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Abb. 5: Northern-Blot-Analyse mit Gesamt-RNA aus E. acidaminophilum. Die Hybridisierung erfolgte jeweils 
mit einer Sonde aus dem Bereich der unterhalb der Blots angegebenen Gene. Signale, welche einem möglichen 
Transkript zugeordnet werden konnten, sowie die Positionen der 16S- und 23S-rRNA sind auf der linken Seite 
durch Pfeile gekennzeichnet. Die Fragmente der verwendeten RNA-Standards sind jeweils auf der rechten Seite 
angegeben. 

 



3. Experimente und Ergebnisse 49 

Abb. 6: RT-PCR zum Nachweis eines selD1AB-Transkriptes.
M: DNA-Größenstandard (GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus)
PCR: PCR-Reaktion mit chromosomaler DNA aus E. acidaminophilum
RT1: RT-PCR mit RNase-behandelter RNA aus E. acidaminophilum
RT2: RT-PCR mit inaktiver (hitzedenaturierter) Reverser Transkriptase
RT3: RT-PCR mit intakter RNA und aktiver Reverser Transkriptase
 

Mit einer Sonde gegen selB wurden Signale bei ca. 4,7 kb sowie bei ca. 3,5 kb erhalten, was auf eine 

gemeinsame Transkription der Gene selD1, selA und selB (≥ 4,5 kb) bzw. selA und selB (≥ 3,3 kb) 

hindeutet. Die selC-Sonde ergab ein starkes Signal bei ca. 0,1 kb, welches vermutlich hauptsächlich der 

prozessierten tRNA (97 Nukleotide) zuzuordnen ist, wobei eine Unterscheidung zwischen dieser und dem 

primären Transkript (wahrscheinlich ca. 0,15 kb, s. 3.3.4.) im Fall des vorliegenden Blots nicht möglich 

war. Für eine gemeinsame Transkription von selC mit anderen Genen wurden hingegen keine Hinweise 

gefunden. Beide selD-Gene werden monocistronisch transkribiert (Signale bei 1,2 bzw 1,3 kb). Im 

Unterschied zu selD2 ergab die selD1-Sonde ein zusätzliches Signal bei ca. 4,7 kb, wodurch das 

Vorliegen eines selD1AB-Transkriptes bestätigt wurde.  

 

3.3.3. Nachweis eines gemeinsamen Transkripts durch RT-PCR 
 

Zur Überprüfung der mittels Northern-Hybridisierung gewonnenen Daten wurden RT-PCRs mit 

Primerpaaren aus den Bereichen der Gene selB und selD1 (GS1527R und SD2V) sowie selC und selD1 

(GS3443R und GS521) durchgeführt. Dazu wurde jeweils mit dem 3’-Primer eine reverse Transkription 

mit DNase-behandelter Gesamt-RNA aus E. acidaminophilum durchgeführt, die erhaltene cDNA diente 

anschließend als Template für die PCR-Reaktion. Um auszuschließen, dass DNA-Kontaminationen (z. B. 

durch unvollständigen DNase-Verdau der RNA-Probe) zu PCR-Produkten führen, erfolgten Kontroll-

Reaktionen mit RNase-behandelter RNA bzw. mit inaktivierter Reverser Transkriptase. Mit den 

Oligonukleotiden GS1527R und SD2V wurde mittels RT-PCR ein Fragment amplifiziert, dessen Größe 

(2,15 kb) dem Abstand der beiden Primer-Bindestellen in der vorliegenden DNA-Sequenz entsprach. Bei 

der PCR-Kontrollreaktion mit chromosomaler DNA wurde ebenfalls ein 2,15 kb großes Produkt erhalten 

(Abb. 6). Dagegen ergab die RT-PCR mit den Primern GS3443R und GS521, im Gegensatz zur Kontrolle 

mit chromosomaler DNA, kein Fragment der zu erwartenden Größe (ca. 3,7 kb). Dieses Resultat 

bestätigte die an Hand der Northern-Hybridisierungen vermutete Existenz eines gemeinsamen selD1AB-

Transkriptes, während das Gen der tRNASec offensichtlich nicht zusammen mit den anderen sel-Genen 

transkribiert wird. 
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3.3.4. Bestimmung von Transkriptions-Startpunkten mittels primer extension  
 

Um die entsprechenden Transkriptions-Startpunkte zu identifizieren, wurden primer-extension-

Experimente mit Fluoreszenz-markierten Oligonukleotiden aus dem Bereich der Gene selC, selD1, selB 

und selA durchgeführt.  

Der selC-spezifische Primer (SCEXT1) wurde so gewählt, dass er an die variable Schleife der tRNA 

bindet. Erwartungsgemäß ergab die Reaktion mit diesem Oligonukleotid ein sehr starkes Signal, welches 

exakt mit dem 5’-Ende der postulierten tRNA-Sequenz übereinstimmte (Abb. 7). Ein zweites, wesentlich 

schwächeres Signal entsprach einem Guanin, welches 17 Nukleotide stromaufwärts der tRNA-Sequenz 

lokalisiert war und offensichtlich das 5’-Ende des primären Transkripts darstellt. In 5’-Richtung von 

diesem Guanin, in einem Abstand von sieben Nukleotiden, befand sich eine mögliche –10-Region  

(5’-TATAAT-3’), weitere 17 Nukleotide stromaufwärts eine potentielle –35-Region (5’-TTGAAT-3’), so 

dass sich ein hoher Grad an Übereinstimmung mit der Konsensus-Sequenz (5’-TTGACA-17±1 b p -

TATAAT-3’) σ70-abhängiger E. coli-Promotoren (HARLEY and REYNOLDS, 1987) bzw. σA-abhängiger 

Bacillus subtilis-Promotoren (HELMANN, 1995) ergab. Auch die in Promotoren Gram-positiver 

Organismen an den Positionen –18 bis –15 häufig auftretende Sequenz 5’-TNTG-3’ (GRAVES und 

RABINOWITZ, 1986; HELMAN, 1995) konnte im entsprechenden Abstand stromaufwärts des postulierten 

Transkriptionsstarts von selC identifiziert werden. 
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Abb. 7: Bestimmung des Transkriptions-Startpunktes des selC-Gens. Dargestellt sind die am A.L.F.TM -
Sequencer ermittelten Elutionszeiten der durch primer extension erhaltenen cDNA-Fragmente (A) sowie die mit 
dem gleichen Primer durchgeführte Sequenzreaktion (B). Unterhalb dieser ist der komplementäre, nicht-codierende 
DNA-Strang angegeben, die Sequenz der Selenocystein-spezifischen tRNA (selC), der ermittelte Transkriptions-
Startpunkt (+1), die postulierte Promotorregion (-10/-35) und das TNTG-Motiv wurden gekennzeichnet. 
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Mit einem selD1-spezifischen Primer (SD1EXT1) wurde ein Signal erhalten, das auf ein Thymin, 

welches 25 Nukleotide stromaufwärts des entsprechenden Start-Codons lokalisiert war, als Startpunkt des 

Transkriptes schließen ließ (Abb. 8). In 5’-Richtung davon befand sich in einem Abstand von  

sechs Nukleotiden als mögliche Promotorregion die Sequenz 5’-TTTGCA-15bp-TATACT-3’. Die 

Übereinstimmung mit der –10-Region der Konsensus-Sequenz beträgt fünf Basen, mit der –35-Region 

sogar nur vier, und auch der Abstand zwischen diesen beiden Motiven wäre für einen Promotor nicht 

optimal. Wie bei selC befand sich stromaufwärts der –10-Region, durch ein Nukleotid von dieser 

getrennt, die oben erwähnte Sequenzfolge 5’-TNTG-3’.      
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Abb. 8: Bestimmung des Transkriptions-Startpunktes des selD1-Gens. Dargestellt ist die am A.L.F.TM -
Sequencer ermittelte Elutionszeit des durch primer extension synthetisierten cDNA-Fragments (A) sowie die mit 
dem gleichen Primer durchgeführte Sequenzreaktion (B). Unterhalb dieser ist der komplementäre, nicht-codierende 
DNA-Strang angegeben, wobei der ermittelte Transkriptions-Startpunkt (+1), die postulierte Promotorregion (-10/-
35), das TNTG-Motiv sowie das Start-Codon von selD1 gekennzeichnet wurden.  

 

Die primer extension mit einem selA-spezifischen Primer (PREXSA) ergab mehrere Signale, die 

verschiedenen Nukleotiden innerhalb der intergenen Region zwischen selD1 und selA entsprachen (Daten 

nicht gezeigt). Von diesen konnte jedoch keines mit einem zweiten Primer (SAEXT2) bestätigt werden, 

auch die Analyse der jeweils stromaufwärts lokalisierten Sequenzen nach möglichen –10- und  

–35-Regionen ergab kein Ergebnis, welches eines dieser Signale eindeutig bevorzugen würde. Eine 

Bestimmung des Startpunktes des postulierten selAB-Transkriptes war somit nicht möglich.  

Die Reaktion mit einem Primer aus dem Bereich von selB (PREXSB) erbrachte keinen Hinweis auf einen 

Transkriptions-Startpunkt direkt stromaufwärts dieses Gens.  
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In Abb. 9 sind die Ergebnisse hinsichtlich der Transkription der sel-Gene aus E. acidaminophilum 

schematisch dargestellt.  
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Abb. 9: Transkription der Gene selD1, selA, selB und selC aus E. acidaminophilum. Nachgewiesene Transkripte 
sind durch Pfeile unterhalb der entsprechenden Gene wiedergegeben. Pfeile oberhalb der Gene kennzeichnen die 
Lage der für RT-PCR-Reaktionen genutzten Primer. Mittels primer extension identifizierte Transkriptions-
Startpunkte bzw. Promotoren (P) sowie an Hand der DNA-Sequenz postulierte mRNA-Sekundärstrukturen ( ), die 
eine Rho-unabhängige Termination der Transkription bewirken könnten, sind ebenfalls angegeben.   

 

3.4. Komplementation von E. coli-Mutanten  
 

Um einen Überblick zu erhalten, inwiefern die Produkte der sel-Gene aus E. acidaminophilum auch in  

E. coli aktiv sind bzw. mit den jeweils anderen Faktoren eines heterologen Systems korrekt interagieren, 

wurde untersucht, ob der Defekt der E. coli-Mutanten für selA (Stamm AH819), selB (WL81300) bzw. 

selC (MN1) durch die entsprechenden Gene des Gram-positiven Organismus komplementiert wird. Dabei 

sollte als Nachweis für einen in den jeweiligen Mutanten erfolgenden Selenocystein-Einbau die Aktivität 

des E. coli-eigenen Selenoproteins Formiat-Dehydrogenase H bestimmt und mit der eines Wildtyp-

Stammes (E. coli FM433) verglichen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktionalität der 

Gene selA, selB und selC aus E. acidaminophilum in E. coli untersucht, entsprechende Experimente zur 

Selenophosphat-Synthetase werden gegenwärtig im Rahmen der Promotion von J. JÄGER durchgeführt. 

Da dieses Protein keine direkten Wechselwirkungen mit den anderen Faktoren, die für den Selenocystein-

Einbau verantwortlich sind, eingeht, hat es für die Aufklärung des entsprechenden Mechanismus 

vermutlich keine Relevanz. 

 

 

 



3. Experimente und Ergebnisse 53 

3.4.1. Konstruktion von Plasmiden für Komplementations-Experimente 
 

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierte pUC18-Derivat pME11 trägt das vollständige Gen der 

Selenocystein-Synthase (selA), außerdem enthält es den 3’-Bereich (556 bp von 1044) des Gens der 

Selenophosphat-Synthetase (selD1) sowie den 5’-Bereich (794 bp von 1881) des Gens des Selenocystein-

spezifischen Elongationsfaktors SelB (selB). Das Plasmid pTN2, ebenfalls ein pUC18-Derivat, trägt die 

kompletten Gene selB und selC (Selenocystein-spezifische tRNA) sowie einen erheblichen Teil des  

3’-Bereiches von selA (1077 bp von 1404). Die Transkriptionsrichtung aller genannten Gene ist 

entgegengesetzt zu der des auf dem Vektor vorliegenden lacZ’-Gens. 

Um ein Plasmid zu erhalten, welches zwar noch das selC-Gen aufweist, nicht aber selB, wurde ein  

3,0 kb großes PaeI(SphI)-Fragment aus pTN2 entfernt, wobei eine Schnittstelle aus der stromaufwärts 

von selA’ liegenden multiple cloning site des Vektors (pUC18) stammte, die zweite befand sich direkt 

stromabwärts von selB. Das nach Selbstligation des anderen Fragmentes (Vektor plus restliches Insert) 

erhaltene Plasmid wurde mit pTN2P bezeichnet.   

Zur Konstruktion eines Plasmids, welches selB enthält, nicht aber selC, standen keine geeigneten 

Schnittstellen zur Verfügung. Um selC zu entfernen, wurde eine KpnI-Schnittstelle in das Gen eingeführt. 

Direkt stromabwärts der innerhalb der tRNA-Sequenz (17 bp vom 5’-Ende entfernt) liegenden Nukleotide 

5’-GGT-3’ wurde durch zielgerichtete Mutagenese die Sequenz 5’-ACC-3’ eingefügt, wodurch eine 

KpnI-Schnittstelle (5’-GGTACC-3’) entstand. Zur Anwendung kam dabei die von WEINER et al. (1994) 

beschriebene Methode: mit zwei zueinander vollständig komplementären Primern (MUKPNDN und 

MUKPNUP), die in der Mitte die gewünschte Mutation trugen, wurde mit pTN2 als Template eine 

Polymerase-Reaktion durchgeführt. Anschließend erfolgte der Verdau der Template-DNA mit DpnI, 

einem Enzym, welches spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA schneidet. Nach Transformation 

des Ansatzes in E. coli XL1-Blue MRF’ konnten die entsprechenden Plasmide mit der eingefügten 

Schnittstelle isoliert werden; durch KpnI-Verdau wurde anschließend ein 0,6 kb großes Fragment, auf 

dem der überwiegende Teil von selC lokalisiert war, entfernt. Die zweite Schnittstelle stammte dabei aus 

dem stromabwärts des Inserts gelegenen Teil der multiple cloning site. Das aus Vektor plus restlichem 

Insert bestehende zweite Fragment wurde einer Selbstligation unterzogen, das so gewonnene Plasmid 

erhielt die Bezeichnung pTN2K.      

Als ein weiteres Konstrukt sollte selC aus E. coli zusammen mit selB aus E. acidaminophilum auf ein 

Plasmid gebracht werden. Zu diesem Zweck wurde mittels PCR (Primer SCECKPND und SCECKPNU) 

ein 0,6 kb großes Fragment, welches das selC-Gen inklusive des postulierten Promotors enthielt 

(LEINFELDER et al., 1989a), von chromosomaler DNA aus E. coli FM433 amplifiziert und in die KpnI-

Schnittstelle des Plasmids pTN2K ligiert. Von den erhaltenen Plasmiden wurde eines ausgewählt, bei 

denen das selC-Gen die gleiche Transkriptionsrichtung aufwies wie selB aus E. acidaminophilum, dieses 

Konstrukt wurde mit pTKSC13 bezeichnet. Abb. 10 zeigt schematisch die Konstruktion der verwendeten 

Plasmide.   
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Abb. 10: Konstruktion der Plasmide pTN2K, pTN2P und pTKSC13 aus pTN2. Schematisch dargestellt sind 
jeweils Insert und Teile der ursprünglichen multiple cloning site (mcs) der verschiedenen pUC18-Derivate mit den 
relevanten Schnittstellen für KpnI (K) und PaeI (P). Die mittels Mutagenese eingefügte KpnI-Schnittstelle ist rot 
markiert. Unvollständige Gene wurden dunkelgrau, vollständige dagegen hellgrau gekennzeichnet. Das mittels PCR 
von chromosomaler DNA aus E. coli amplifizierte Fragment des Konstruktes pTKSC13 ist blau hervorgehoben. Der 
Vektor ist im Vergleich zu den Inserts nicht maßstabsgerecht dargestellt.  

 

3.4.2. Bestimmung der Aktivität der Formiat-Dehydrogenase H 
 

Die verschiedenen E. coli-Mutanten wurden mit den oben genannten Plasmiden bzw. mit pUC18 

transformiert und in TGYEP-Medium mit Na-Formiat (30 mM) sowie Na-Selenit und Na-Molybdat (je  

1 µM) anaerob bis zu einer OD600 von 0,8-1,2 kultiviert. Nach Aufschluss der geernteten Zellen mittels 
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French-Press-Zelle wurde in dem so gewonnenen Rohextrakt die Aktivität der Formiat-Dehydrogenase H 

durch die Formiat-abhängige Reduktion von Benzylviologen bestimmt. Die Messung erfolgte dabei 

geringfügig modifiziert nach AXLEY et al. (1990). Nach Zugabe von Rohextrakt zum Benzylviologen-

enthaltenden Messpuffer wurde die Blindreaktion aufgenommen, bis diese entweder abgeklungen war 

oder einen konstanten Wert annahm. Anschließend erfolgte der Start der Messung durch Zugabe von 

Formiat. Es wurden mindestens fünf verschiedenen Rohextraktmengen zwischen einem und 15 µl 

eingesetzt, in diesem Bereich war die gemessene Enzymaktivität proportional zum Extraktvolumen. 

Da die Ernte der Kulturen nicht exakt bei der gleichen OD erfolgte, sollte zunächst überprüft werden, ob 

innerhalb des Bereiches von 0,8 bis 1,2 die Zelldichte einen Einfluss auf die spezifische Enzymaktivität 

hat. Diese erwies sich jedoch für pUC-transformierte Zellen des Wildtyp-Stammes E. coli FM433, die bei 

drei verschiedenen OD600-Werten (0,7; 1,0; 1,3) geerntet wurden, als konstant. 

Anschließend wurde der Einfluß der Gene selA, selB und selC aus E. acidaminophilum auf den 

Selenocystein-Einbau im Wildtyp-Stamm untersucht. Dazu wurde die Formiat-Dehydrogenase H-

Aktivität in Rohextrakten von E. coli FM433, der die Plasmide pUC18, pTN2, pME11, pTN2K oder 

pTN2P enthielt, bestimmt (Tab. 9).  

 
Tab. 9: Aktivität der Formiat-Dehydrogenase H in Rohextrakten verschiedener E. coli-Stämme  

E. coli-Stamm (Mutation) Plasmid (E. acidaminophilum-Gene)1 FDHH-Aktivität [U/mg]2 

FM433 pUC18 10,6 

 pTN2 (selA’, selB, selC, ackA’) 10,1 

 pTN2K (selA’, selB, selC’) 9,1 

 pTN2P (selC) 13,2 

 pME11 (selD1’, selA, selB’) 6,4 

AH819 (selA) pUC18 <0,1 

 pME11 (selD1’, selA, selB’) 5,3 

MN1 (selC) pUC18 <0,1 

 pTN2 (selA’, selB, selC, ackA’) 5,8 

 pTN2P (selC) 10,3 

WL81300 (selB) pUC18 <0,1 

 pTN2 (selA’, selB, selC, ackA’) 5,6 

 pTN2K (selA’, selB, selC’) <0,1 

 pTN2P (selC) <0,1 

 pTKSC13 (selA’, selB, selCEc)  0,7 
1 Unvollständige Gene sind durch ein Apostroph gekennzeichnet, vollständige dagegen fett hervorgehoben. 
2 Ein Unit entspricht dem Umsatz von 1 µmol Benzylviologen/min (AXLEY et al., 1991), wobei zu beachten ist, dass 

pro Molekül Formiat zwei Moleküle Benzylviologen reduziert werden. 
 
 
Die Anwesenheit des Plasmids pTN2 (selBEa, selCEa) hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die 

Enzymaktivität (95 % des Wertes der pUC18-transformierten Zellen). Dagegen führte das Plasmid 
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pME11 (mit selA aus E. acidaminophilum) zu einer Verringerung der FDHH-Aktivität auf 60 % der 

Kontrolle mit pUC18. Das Konstrukt pTN2K (selBEa) führte ebenfalls zu einer leichten Verringerung der 

Enzymaktivität (auf 86 %), pTN2P (selCEa) erhöhte diese hingegen um 25 %. 

Die E. coli Mutanten AH819 (selA), WL81300 (selB) und MN1 (selC), transformiert mit pUC18, zeigten 

keine nennenswerte Formiat-Dehydrogenase H-Aktivität. Mit pME11 wurde dagegen für die selA-

Mutante eine Enzymaktivität von 50 % im Vergleich zum Wildtyp-Stamm E. coli FM433 (pUC18) 

gemessen. Die selC-Mutante zeigte eine deutliche FDHH-Aktivität mit dem Plasmid pTN2 (55 % des 

Wildtyps). Mit pTN2P, welches selC, nicht aber selB aus E. acidaminophilum enthielt, wurde sogar 

annähernd (zu 97 %) der Wert von E. coli FM 433 mit pUC18 erreicht. Dagegen ließ sich der Defekt der 

selB-Mutante durch ein Plasmid (pTN2K), welches das entsprechende Gen aus E. acidaminophilum trug, 

nicht komplementieren, erst bei gleichzeitiger Anwesenheit von selC aus E. acidaminophilum (pTN2) 

konnte eine nennenswerte Enzymaktivität gemessen werden, diese betrug 53 % im Vergleich zum 

Wildtyp. Wurde dagegen selC aus E. acidaminophilum durch das entsprechende Gen aus E. coli ersetzt 

(Plasmid pTKSC13), konnte in Rohextrakten der selB-Mutante eine FDHH-Aktivität von 7 % des 

Wildtyps bestimmt werden.   

 

3.5. Expression von SelB und SelB-Domänen von E. acidaminophilum in  
E. coli 

 

3.5.1. Expression als His-tag-Fusionsproteine 
 

Da bisher kein Transformationssystem für E. acidaminophilum existiert und der Organismus deshalb 

genetischen Manipulationen nicht zugänglich ist, sollte durch in-vitro-Untersuchungen geklärt werden, ob 

die in Abschnitt 3.1. vorgestellten mRNA-Sekundärstrukturen eine Funktion als SECIS-Elemente haben.  

Um die für den Selenocystein-Einbau essentielle Bindung des Elongationsfaktors SelB an die 

entsprechenden mRNA-Bereiche nachweisen zu können, sollten das E. acidaminophilum-Protein bzw. 

dessen mRNA-bindenden, C-terminalen Domänen 4 (AS 359-627) und 4b (AS 494-627) als His-tag-

Fusionsproteine in E. coli überproduziert und anschließend gereinigt werden. Die Fusion mit einem 

6×His-Affinitäts-tag wurde gewählt, um durch dessen Metall-bindende Eigenschaften eine effektive 

Reinigung der Proteine in einem Schritt zu ermöglichen. Außerdem konnte in vivo gezeigt werden, dass 

ein N-terminaler His-tag die Funktionalität von E. coli-SelB nicht signifikant beeinträchtigte (KROMAYER 

et al., 1996). 
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3.5.1.1. Klonierung in die Expressionsvektoren pQE30 und pT7-7 

 

Als Expressionsvektor wurde pQE30 (Qiagen, Hilden) gewählt, ein Ampicillin-Resistenz vermittelndes 

low-copy-Plasmid mit ColE1-Replikationsursprung. Das zu exprimierende Gen steht unter Kontrolle 

eines Promotor-Operator-Elements, welches aus einem T5-Promotor und zwei lac-Operator-Sequenzen 

besteht. Die heterologe Genexpression kann durch Zugabe von IPTG induziert werden. 

Die entsprechenden Sequenzen für SelB bzw. SelB-Domänen wurden durch PCR mit den 5’-Primern 

SBE1 (SelB), SBE359 (Domäne 4) sowie SBE494 (Domäne 4b), jeweils kombiniert mit dem 3’-Primer 

SBE627, amplifiziert. Als Template diente das Plasmid pTN2. Über den 5’-Primer wurde dabei eine 

Enterokinase-Schnittstelle zwischen His-tag und den SelB-Sequenzen eingefügt. Die PCR-Fragmente 

wurden nach Restriktionsverdau mit BamHI und SalI in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen 

Expressionsvektor ligiert (Abb. 11A), die so erhaltenen Plasmide erhielten die Bezeichnung pSBE1 

(SelB), pSBE359 (SelB-Domäne 4) und pSBE494 (SelB-Domäne 4b). 

Da die tRNASec möglicherweise eine stabilisierende Wirkung auf den Elongationsfaktor SelB ausübt 

(TORMAY et al., 1996), wurde mit den Primern SC5E und SC3E ein 0,6 kb großes Fragment mit  

E. acidaminophilum-selC von pTN2 amplifiziert, mit SalI verdaut und in das mit dem gleichen Enzym 

linearisierte Plasmid pSBE1 kloniert. Das Konstrukt, in dem selC die gleiche Transkriptionsrichtung 

aufwies wie selB,  erhielt die Bezeichnung pSBSCE1. 

Für die Überproduktion des vollständigen Elongationsfaktors wurde noch ein zweites Expressionssystem 

gewählt, bei dem das zu exprimierende Gen unter der Kontrolle eines T7-Promotors stand. Dazu wurde 

mit den Primern ET7H und SBE627 sowie dem Plasmid pSBE1 als Template das selB-Gen inklusive der 

Sequenzen für den His-tag und die Enterokinase-Schnittstelle amplifiziert und nach Restriktionsverdau 

mit NdeI und SalI in den gleichermaßen geschnittenen Vektor pT7-7 kloniert (Abb. 11B). Wie pQE30 

vermittelt dieses Plasmid mit ColE1-Replikationsursprung eine Ampicillin-Resistenz. Das erhaltene 

Konstrukt wurde mit pT7SBE3 bezeichnet.  
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RBS Ter

His-tag

SalI

GCGGATCCGATGACGATGACAAAATGAAGAATATAATAATAGGAACG
    G  S    ..................M  K  N  I  I  I  G  TD D  D  D  K  

5’ 3’ 3’ CTTTTCGCCCAGGAAAGT CAGCTGCG
     

ATC
-E  K  R  V  L  S

5’

GCGGATCCGATGACGATGACAAGAAAAAACACAAGAGGTTTGAC
    G  S    ..................... K  K  H  K  R  F  DD  D  D  D  K

5’ 3’

GCGGATCCGATGACGATGACAAAAAGATTGAAGAAAATCTGGCT
    G  S    .....................K  I  E  E  N  L  AD  D  D  D  K

5’ 3’

SelB

SelB Domäne 4

SelB Domäne 4b

SBE1

SBE359

SBE494

SBE627

pQE30

3’ CTTTTCGCCCAGGAAAGT CAGCTGCG
     

ATC
-E  K  R  V  L  S

5’

SBE627

3’ CTTTTCGCCCAGGAAAGT CAGCTGCG
     

ATC
-E  K  R  V  L  S

5’

SBE627

BamHI

Enterokinase

Enterokinase

Enterokinase

CAT GCTAGAATTCGCGCCCGGGGATCCTTTCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAAGCTTATCGATATG
SalI

GCTATTCCAT AGAGGATCGCATCACC
              R  G  S H H.....................................

ATG
M     

5’ 3’ CTTTTCGCCCAGGAAAGT CAGCTGCG
     

ATC
-E  K  R  V  L  S

5’

ET7H SBE627

pT7-7
NdeI

5’

H -SelB6

RBS Ter

A

B

ATG
M   
AGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTTAATTAGCTGAC

    R  G  S  H  H  H  H  H  H G  S    

      

 

Abb. 11: Schematische Darstellung der verschiedenen SelB-Konstrukte in den Expressionsvektoren pQE30 
(A) und pT7-7 (B). Angegeben ist die multiple cloning site der Vektoren sowie die Sequenz der Primer SBE1, 
SBE359, SBE494, SBE627 und ET7H, mit denen die für SelB bzw. die SelB-Domänen 4 und 4b codierenden DNA-
Abschnitte amplifiziert wurden. Die für die Klonierung genutzten BamHI-, SalI- und NdeI-Schnittstellen sind 
eingezeichnet, die relevanten Start- und Stopp-Codons wurden fett hervorgehoben, die SelB-Sequenzen 
unterstrichen. Der 6×His-Affinitäts-tag ist grau unterlegt, eine über die 5’-Primer eingefügte Enterokinase-
Schnittstelle blau hervorgehoben. RBS = Ribosomen-Bindestelle, Ter = Transkriptions-Terminator.    
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3.5.1.2. Expression und Reinigung 

 

Die heterologe Expression von selB sowie dessen C-terminalen Bereichen erfolgte in E. coli M15, 

welcher zusätzlich das Repressorplasmid pREP4 enthielt. Dieses low-copy-Plasmid trägt das lacI-Gen 

und ist auf Grund seines p15A-Replikationsursprungs kompatibel zu Plasmiden mit ColE1-

Replikationsursprung wie pQE30. Durch den konstitutiv und in großer Menge exprimierten lac-Repressor 

wird eine strenge Kontrolle der Synthese des rekombinanten Proteins erreicht. 

Die Produktion der drei Proteine in E. coli M15 wurde zuerst durch eine denaturierende Reinigung (in 

Gegenwart von 8 M Harnstoff) im kleinen Maßstab überprüft (rapid screening, s. 2.14.1.2.). Im Falle der 

beiden SelB-Domänen konnten dabei in den Proben, die nach Induktion mit IPTG abgenommen wurden, 

Ni2+-bindende Proteine mit einer molekularen Masse von ca. 31 bzw. 16 kDa durch SDS-PAGE 

nachgewiesen werden. Diese traten in den vor der Zugabe von IPTG entnommenen Proben bzw. in der 

Kontrolle (E. coli M15 mit Vektor pQE30) nicht auf (Ergebnisse nicht gezeigt). Die beobachteten 

Molekulargewichte stimmten mit den theoretischen, aus der DNA-Sequenz abgeleiteten (33 097 bzw.  

17 417 Da) annähernd überein. Die maximale Proteinmenge trat ca. 4 h nach Induktion auf. Im Gegensatz 

dazu konnte in keinem der getesteten Klone eine Expression des vollständigen Gens detektiert werden, 

wobei Konstrukte mit und auch ohne selC aus E. acidaminophilum untersucht wurden. Auch eine 

Verringerung der Anzucht-Temperatur auf 30 °C bzw. 20 °C führte nicht zu einer nachweisbaren 

Produktion des Proteins. 

Daraufhin wurde ein anderes Expressionssystem getestet, bei dem das selB-Gen unter der Kontrolle des 

T7-Promotors des Vektors pT7-7 stand (s. 3.5.1.1.). Als Wirtsstamm kam E. coli BL21(DE3) zum 

Einsatz, dieser enthält einen λ-Prophagen (DE3) mit dem lacI-Gen und dem Gen der T7-RNA-

Polymerase, letzteres unter Kontrolle des IPTG-induzierbaren lacUV5-Promotors. Um eine bessere 

Kontrolle der heterologen Genexpression zu erreichen, wurde der oben genannte Stamm mit dem lacI-

tragenden Plasmid pREP4 transformiert.  

Analog zu den Versuchen mit den pQE30-Derivaten wurde die Produktion von SelB durch ein rapid 

screening im kleinen Maßstab überprüft (s. 2.14.1.2.). Erneut konnte jedoch kein Ni2+-bindendes Protein 

der entsprechenden Größe detektiert werden.  

 

Die Reinigung der SelB-Domänen unter nativen Bedingungen erfolgte aus 200 ml Kulturvolumen, die 4 h 

nach der Induktion mit IPTG geerntet wurden. Die Zellen wurden durch Ultraschall-Behandlung 

aufgeschlossen, die Bindung der rekombinanten Proteine an das Affinitätsmaterial (Ni2+-NTA-Agarose) 

erfolgte im batch-Verfahren. Nach Überführung der Suspension in eine Leersäule wurden durch Waschen 

mit 20 mM Imidazol im Puffer Proteine entfernt, die mit geringer Affinität an die Ni2+-NTA-Agarose 

gebunden hatten; die Elution der His-tag-Fusionsproteine erfolgte dagegen durch eine Imidazol-

Konzentration von 250 mM. Bei allen Chromatographie-Schritten wurde unter Gravitationsfluss 

gearbeitet. Da die Elutionsfraktionen bei beiden SelB-Domänen noch stark mit anderen Proteinen 
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verunreinigt waren, wurde ein weiterer Reinigungsschritt über eine MonoQ-Säule (ein starker Anionen-

Austauscher) durchgeführt. Dazu wurden die Protein-haltigen Fraktionen der Affinitätsreinigung 

vereinigt, zum Entfernen von Salzen und Imidazol dialysiert und auf die Säule aufgebracht. Die Elution 

erfolgte durch einen kontinuierlichen KCl-Gradienten, die zu reinigenden Proteine eluierten bei ca.  

250 mM (Domäne 4) bzw. 200 mM KCl (Domäne 4b). Nach Dialyse gegen Lagerpuffer wurden die 

gereinigten Proteine bei –20 °C aufbewahrt. Aus 200 ml Kulturvolumen konnten ca. 0,7 mg von Domäne 

4 und 0,25 mg von Domäne 4b isoliert werden. Abb. 12 zeigt den Verlauf der durchgeführten 

Reinigungen.  
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Abb. 12: Reinigung der in E. coli M15 exprimierten SelB-Domänen 4 (A) und 4b (B) von E. acidaminophilum 
als His-tag-Fusionsprotein. Die Proben wurden in einem 12,5 %igen (A) bzw. 15 %igen (B) SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteine durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. M: Marker (MW-SDS-
70L, Sigma, Taufkirchen), ni: SDS-Lysat von Zellen vor der Induktion, i: SDS-Lysat von Zellen nach Induktion mit 
IPTG, E: Eluat der Affinitätschromatographie mit Ni2+-NTA-Agarose (2 µg), Q: Eluat der MonoQ-Säule (2 µg)  

 

Da für beide Proteine eine geringe Abweichung zwischen dem theoretischen, an Hand der Sequenz 

bestimmten Molekulargewicht und dem in der SDS-PAGE beobachteten auftrat (s. o.), wurde die Masse 

der gereinigten Proteine über MALDI-MS bestimmt. Damit sollte sichergestellt werden, dass kein C-

terminal verkürztes Protein vorlag, z. B. in Folge eines Abbruchs der Translation an einem der in selB 

und anderen Genen aus E. acidaminophilum in hoher Anzahl auftretenden, in E. coli jedoch sehr selten 

genutzten Arginin-Codons AGG und AGA (ROSENBERG et al., 1993). Außerdem galt es auszuschließen, 

dass eine Inkorporation von Lysin (misreading) mit hoher Frequenz an diesen Tripletts stattfindet 

(SEETHARAM et al., 1988). Für Domäne 4 wurde ein Molekulargewicht von 33 147 Da bestimmt, für 

Domäne 4b dagegen 17 418 Da (K. P. RÜCKNAGEL, persönliche Mitteilung), diese Daten zeigten eine 

gute Übereinstimmung mit den theoretischen Werten (s. o.).  
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3.5.2. Expression als Strep-tag II-Fusionsproteine 
 

Da die Expression der Domänen 4 und 4b des Elongationsfaktors SelB als His-tag-Fusionsprotein keine 

effektive Reinigung in einem Schritt ermöglichte, sollte ein weiteres, Strep-tag II-basierendes 

Expressions- und Reinigungssystem getestet werden. Strep-tag II ist ein aus acht Aminosäuren 

bestehendes Peptid, welches N- oder C-terminal mit Proteinen fusioniert werden kann und eine hohe 

Affinität zu StrepTactin (ein durch Mutagenese erzeugtes Streptavidin-Derivat) aufweist (SCHMIDT et al., 

1996; VOSS und SKERRA, 1997). Durch die hohe Spezifität dieser Interaktion wäre eventuell auch bei 

sehr geringen Expressionsraten eine effektive Reinigung von SelB möglich, was einen weiteren Grund für 

den Wechsel des Expressionssystems darstellte. 

 

3.5.2.1. Klonierung in die Expressionsvektoren pASK-IBA5 und pASK-IBA7 

 

Der verwendete Vektor pASK-IBA5 erlaubt eine N-terminale Fusion des zu exprimierenden Proteins mit 

dem Strep-tag II. Das klonierte Gen steht unter Kontrolle der Promotor-Operator-Region des tetA-Gens, 

durch das ebenfalls auf dem Vektor vorliegende, konstitutiv exprimierte Gen des tet-Repressors wird eine 

strenge Regulation der Genexpression erreicht. Induziert wird diese durch Anhydrotetracyclin in 

geringen, nicht antibiotisch wirksamen Konzentrationen.    

Durch PCR mit den 5’-Primern STG5V (SelB), STG5VD4 (Domäne 4) und STG5VD4B (Domäne 4b), 

kombiniert mit dem 3’-Primer STG5H und dem Plasmid pTN2 als Template wurden die entsprechenden 

Bereiche des selB-Gens amplifiziert und nach Verdau mit BsaI in den ebenfalls mit diesem 

Restriktionsenzym geschnittenen Vektor ligiert (Abb. 13A). Da BsaI außerhalb seiner 

Erkennungssequenz schneidet, können verschiedene 5’-Überhänge entstehen, so dass die Orientierung 

des PCR-Fragmentes im Vektor festgelegt ist. Die so konstruierten Plasmide wurden mit pSBST5-1 

(SelB), pSBD4-3 (Domäne 4) und pSBDB4-6 (Domäne 4b) bezeichnet. 

Das Gen für SelB wurde außerdem in den Vektor pASK-IBA7 kloniert (Abb. 13B), wobei zur 

Amplifikation der 5’-Primer EXPV7SB (zusammen mit dem 3’-Primer STG5H) zur Anwendung kam, 

das Konstrukt erhielt die Bezeichnung pSBST7-3. Der Vektor pASK-IBA7 bietet die Möglichkeit, das N-

terminale Affinitätspeptid über eine Factor Xa-Schnittstelle abzuspalten, ansonsten ist er identisch mit 

pASK-IBA5. 
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ATG
M    
GCTAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAG CGAGACC.........N .........GGTCTCT TCTAACTAAGCTT

  A  S W  S  H  P  Q  F  E  K  G  A  
GCGC GATA62

CGACGAGGTCTCC CAAGAATATAATAATAGGAACGG
              R  A  .................

GCGC
K  N  I  I  I  G  T

5’ 3’ 3’ TTTTCGCCCAGGAAAGT A GCTCTGGAGCAGC
     

ATC
-
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I E G R
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Abb. 13: Schematische Darstellung der verschiedenen SelB-Konstrukte in den Expressionsvektoren pASK-
IBA5 (A) und pASK-IBA7 (B). Angegeben ist die multiple cloning site der Vektoren sowie die Sequenz der Primer 
STG5V, STG5VD4, STG5VD4B, STG5H und EXPV7SB, mit denen die für SelB bzw. die SelB-Domänen 4 und 4b 
codierenden DNA-Abschnitte amplifiziert wurden. Die Erkennungssequenzen der für die Klonierung genutzten 
BsaI-Schnittstellen sind eingerahmt, der nach dem Restriktionsverdau entstehende 5’-Überhang ist doppelt 
unterstrichen. Die relevanten Start- und Stopp-Codons wurden fett hervorgehoben, die SelB-Sequenzen 
unterstrichen. Die Sequenz des Strep-tag II ist grau unterlegt, die Factor Xa-Schnittstelle des Vektors pASK-IBA7 
blau hervorgehoben. RBS = Ribosomen-Bindestelle, Ter = Transkriptions-Terminator.    
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3.5.2.2. Expression und Reinigung 

 

Für die heterologe Synthese von SelB sowie der SelB-Domänen 4 und 4b als Strep-tag II-Fusion wurde 

zunächst der Stamm E. coli BL21(DE3) verwendet, der zusätzlich das Plasmid pUBS520 (BRINKMANN et 

al., 1989) enthielt. Dieses von pACYC177 abgeleitete Plasmid trägt das dnaY-Gen (argU) der in E. coli 

seltenen tRNA4
Arg; diese erkennt die Codons AGA und AGG. Durch seinen p15A-Replikationsursprung ist 

pUBS520 kompatibel zu den Vektoren pASK-IBA5 und pASK-IBA7 (ColE1-Replikationsursprung). Der 

im Chromosom des Wirtsstammes integrierte Bacteriophage DE3, welcher das Gen der T7-RNA-

Polymerase trägt, ist für die Expression in diesem Falle ohne Bedeutung, da der tetA-Promotor der 

verwendeten Expressionsvektoren durch die E. coli-RNA-Polymerase erkannt wird. 

Zur Analyse der Expression wurden die entsprechenden Klone im kleinen Maßstab (20 ml) in LB 

angezogen, der tet-Promotor mit Anhydrotetracyclin induziert und 1 h sowie 3 h danach eine Probe 

abgenommen. Die Identifizierung der rekombinanten Proteine erfolgte durch Western-Blot-Nachweis des 

Strep-tag mittels StrepTactin-HRP-Konjugat. Für beide SelB-Domänen wurden in den nach der Induktion 

abgenommen Proben entsprechende Proteine von ca. 31 bzw. 16 kDa detektiert, in den nicht-induzierten 

Proben bzw. in der Kontrolle (Vektor ohne Insert) wurde kein Signal erhalten (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Eine Synthese von SelB konnte hingegen in keinem der untersuchten Klone beobachtet werden.  

Ein weiterer Versuch, selB nachweisbar zu exprimieren, wurde mit einem reicheren Medium (2×LB) in 

Verbindung mit dem Wirtsstamm E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL unternommen. Dieser speziell für 

die Überproduktion von Proteinen aus Organismen mit niedrigem G+C-Gehalt geeignete Stamm enthält 

auf einem pACYC184-Derivat die Gene argU (dnaY), ileY und leuW, welche für drei in E. coli nur in 

geringer Anzahl vorhandene tRNA-Spezies codieren: tRNA4
Arg (erkennt die Codons AGA und AGG), 

tRNA2
Ile (Codon AUA) sowie tRNA3

Leu (Codons CUA und CUG). Unter diesen Bedingungen erfolgte eine 

sichtbare Expression von SelB, in Western-Blots wurde nun bei allen getesteten Klonen ein Protein von 

ca. 70 kDa nachgewiesen (Ergebnisse nicht gezeigt). In weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass 

der Einfluss von 2×LB (statt LB) vergleichsweise gering ausfiel, so dass offensichtlich die Limitierung 

einer oder mehrerer der genannten tRNAs dafür verantwortlich war, dass SelB in anderen E. coli-

Stämmen nicht in ausreichender Menge produziert wurde. Die tRNA4
Arg kann nicht der entscheidende 

Faktor gewesen sein, da in vorangegangenen Versuchen das Plasmid pUBS520, welches ebenfalls das 

entsprechende Gen trägt, hinsichtlich der Expression von selB keinen sichtbaren Effekt hatte (s. o.).  

Tab. 10 zeigt, mit welcher Frequenz die Codons CUA und AUA, welche von den beiden anderen in  

E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL überproduzierten tRNA-Spezies erkannt werden, einerseits in Genen 

von E. coli und andererseits in selB aus E. acidaminophilum auftreten. Das Triplett CUG ist hier nicht 

aufgeführt, da es nicht nur von der tRNA3
Leu,

 
sondern auch von der tRNA1

Leu gelesen wird.  
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Tab. 10: Nutzung der Codons CUA und AUA in E. acidaminophilum-selB   

Codon E. coli-K12-Genom 
(1 363 279 Codons) 1  

Anzahl [%] 

selBEa (Codons 1-627) 
 
Anzahl [%] 

selBEa (Codons 358-627)2 

 
Anzahl [%] 

CUA (Leu) 5316 0,39  3 0,48  1 0,37 

AUA (Ile) 5967 0,44  49 7,81  16 5,93 
1 Quelle: E. coli codon usage table (http://bioinformatics.weizmann.ac.il:3456/kegg/codon_table/codon_eco.html)    
2 entspricht Domäne 4  
 
 
Während hinsichtlich der Verwendung des Leucin-Codons CUA kein signifikanter Unterschied zwischen 

dem E. coli-Genom und dem selB-Gen aus E. acidaminophilum festgestellt werden konnte, wird das 

Isoleucin-Codon AUA in letzterem mit ca. 18-fach höherer Frequenz als in einem durchschnittlichen  

E. coli-Gen genutzt. Im Gegensatz zum vollständigen Protein wurde jedoch die Domäne 4 des 

Elongationsfaktors aus E. acidaminophilum auch ohne die gleichzeitige Überxpression der drei genannten 

tRNA-Gene in ausreichender Menge in E. coli synthetisiert, obwohl das Triplett AUA in dem 

entsprechenden Teil von selB mit annähernd gleicher Häufigkeit auftritt wie im gesamten Gen. 

Entscheidend für die geringe Expressionsrate von selB könnte jedoch die Tatsache sein, dass direkt am N-

Terminus des Proteins (Aminosäuren 4-6) drei Isoleucin-Reste, die alle durch das Triplett AUA codiert 

werden, direkt hintereinander auftreten.    

Im Gegensatz zum vollständigen Protein konnte für die SelB-Domänen 4 und 4b keine signifikante 

Erhöhung der Expressionsrate im Stamm E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL festgestellt werden, 

weshalb weiterhin mit E. coli BL21(DE3) mit pUBS520 gearbeitet wurde, SelB hingegen wurde in E. coli 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL überproduziert.  

Die Reinigung der Proteine erfolgte unter nativen Bedingungen. Aus je 1 l Kulturvolumen wurden die 

Zellen 3 h nach Induktion mit Anhydrotetracyclin geerntet und mit Hilfe einer French-Presse 

aufgeschlossen. Nach dem Auftragen des Rohextraktes auf eine StrepTactin-Affinitätssäule wurden nicht 

gebundene Proteine durch Waschen mit dem Aufschlusspuffer entfernt, die Elution gebundener Proteine 

erfolgte durch 2,5 mM Desthiobiotin im Puffer. Bei allen Schritten wurde unter Gravitationsfluss 

gearbeitet. Im Gegensatz zu den einzelnen Domänen, die in nahezu homogener Form erhalten werden 

konnten, eluierte SelB stets mit einer großen Anzahl kontaminierender Proteine. Um diese zu entfernen, 

erfolgte analog zur Isolierung der His-tag-Fusionen (s. 3.5.1.2.) ein weiterer Reinigungsschritt über eine 

MonoQ-Säule, wobei SelB bei einer KCl-Konzentration von ca. 0,58 M eluierte. Allerdings wurde damit 

nur eine geringe Verbesserung der Reinheit erzielt. Auch eine Erhöhung der Ionenstärke in den für die 

Affinitäts-Chromatographie verwendeten Puffern (Zusatz von bis zu 1 M NaCl oder NH4Cl) führte nicht 

zu einer deutlich besseren Abtrennung kontaminierender Proteine. Abb. 14 zeigt das Ergebnis der 

Reinigung von SelB und SelB-Domänen. 
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Abb. 14: Reinigung der in E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL bzw. E. coli BL21(DE3)-pUBS520 exprimierten 
Proteine SelB (A), SelB-Domäne 4 (B) und SelB-Domäne 4b (C) von E. acidaminophilum als Strep-tag-II-
Fusionsprotein. Die Proben wurden in einem 12,5 %igen (A und B) bzw. 15 %igen (C) SDS-Polyacrylamidgel 
aufgetrennt und die Proteine durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. M: Molekulargewichtsmarker, ni: SDS-
Lysat von Zellen vor der Induktion, i: SDS-Lysat von Zellen nach Induktion mit IPTG, A: Eluat der 
Affinitätschromatographie mit StrepTactin-Sepharose (A: 1,5 µg, B und C: 2 µg), Q: Eluat der MonoQ-Säule (1,5 
µg)  

 

Mittels MALDI-MS wurde für das gereinigte SelB ein Molekulargewicht von ca. 72,5 kDa bestimmt  

(A. SCHIERHORN, persönliche Mitteilung), der aus der Sequenz abgeleitete theoretische Wert betrug  

72 322 Da. Nach Dialyse gegen Lagerpuffer erfolgte die Aufbewahrung der Proteine bei –20 °C. Aus je 

einem Liter Kulturvolumen wurden 2,1 mg SelB, 2,4 mg Domäne 4 und 1,1 mg Domäne 4b isoliert, 

allerdings wurde vor allem bei der Reinigung des vollständigen Proteins die Bindungskapazität der 

StrepTactin-Affinitätssäule deutlich überschritten, so dass vermutlich wesentlich höhere Erträge möglich 

sind. 

Zur Abspaltung des Strep-tag II (nach Expression des selB-Gens vom Vektor pASK-IBA7) wurde das 

Protein wie oben beschrieben über eine StrepTactin-Affinitätssäule gereinigt, gegen Reaktionspuffer 

dialysiert und mit Biotin-markiertem Faktor Xa versetzt. Nach der Entfernung der Protease mittels 

Streptavidin-Gel und der Abtrennung nicht gespaltener Fusionsproteine durch erneute Chromatographie 

an StrepTactin-Affinitätsmaterial erfolgte wie im Falle des nicht spaltbaren, vom Vektor pASK-IBA5 

exprimierten Fusionsproteins eine weitere Reinigung über eine MonoQ-Säule. Da im SDS-

Polyacrylamidgel kein Unterschied zum unbehandelten Protein festzustellen war, wurde erneut das 

Molekulargewicht durch MALDI-MS-Analyse bestimmt, dabei wurde ein Wert von ca. 70,9 kDa 

ermittelt (A. SCHIERHORN, persönliche Mitteilung), das an Hand der Sequenz kalkulierte 

Molekulargewicht betrug 70 864 Da.  
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3.6. Gelretardations-Experimente mit SelB und SelB-Domänen aus  
E. acidaminophilum 

 

Unter Verwendung der gereinigten Proteine (SelB als Strep-tag II-Fusionsprotein, SelB-Domänen 4 und 

4b als Strep-tag II- und als His-tag-Fusionsproteine) sollte untersucht werden, ob in vitro eine spezifische 

Bindung des Elongationsfaktors aus E. acidaminophilum an die postulierten SECIS-Elemente 

verschiedener Selenoprotein-mRNAs (s. 3.1.) erfolgt.  

Zu diesem Zweck wurden für die Gene grdB1 (Selenoprotein B der Glycin-Reduktase), prxU (Seleno-

Peroxiredoxin) und selD1 (Selenophosphat-Synthetase) RNA-Fragmente hergestellt, die im wesentlichen 

die unter 3.1. aufgeführten Strukturen umfassen sollten. Diese RNAs wurden durch in-vitro-Transkription 

mit T7-RNA-Polymerase synthetisiert, wobei die zuerst von MILLIGAN et al. (1987) beschriebene 

Methode zur Anwendung kam: ein 18 Nukleotide umfassendes Oligonukleotid (PRO1IVT), welches den 

Promotor der T7-RNA-Polymerase repräsentiert, wurde mit einem Template-Strang (GRDB1IVT, 

PXIVT57, SD1IVT54), der die komplementären Sequenzen zum Promotor und zur herzustellenden RNA 

enthält, hybridisiert. Von dem so entstandenen, partiell doppelsträngigen DNA-Fragment erfolgte dann 

die RNA-Synthese nach WYATT et al. (1991); die Transkripte erhielten die Bezeichnung GB53 (grdB1), 

PU57 (prxU) und SD54 (selD1). Zusätzlich wurde von allen drei RNA-Fragmenten unter Verwendung 

der Oligonukleotide GB1IVTM1, PXIVTM1 und SD1IVTM1 als Template eine mutierte Version 

synthetisiert (GB53M1, PU57M1 und SD54M1), bei der jeweils zwei Basen in der Schleife der 

postulierten Haarnadelstruktur ausgetauscht waren (Abb. 15). 
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Abb. 15: Postulierte Strukturen der in Gelretardations-Experimenten mit SelB und SelB-Domänen 
eingesetzten Transkripte. Durch Pfeile sind die ausgetauschten Basen in den als Kontrolle synthetisierten, 
mutierten Versionen gekennzeichnet. Die mit kleinen Buchstaben dargestellten Basen der Transkripte für grdB1 und 
prxU wurden angefügt, um eine höhere Effizienz der in-vitro-Transkription zu erreichen.     

 

Die hergestellten mRNA-Fragmente wurden am 5’-Ende dephosphoryliert, mit [32P]-Phosphat markiert 

und in Gelretardations-Experimenten mit den gereinigten Proteinen eingesetzt, wobei eine Vielzahl 

verschiedener Puffersysteme (s. 2.17., Tab. 7) getestet wurden. Um eine unspezifische Interaktion von 

Proteinen und RNA zu unterdrücken, wurde allen Ansätzen jeweils ein 100-facher molarer Überschuss an 

Gesamt-tRNA aus Hefe zugegeben. Je 1 pmol markiertes Transkript wurde mit unterschiedlichen Mengen 

Protein versetzt, nach entsprechender Inkubation erfolgte die Auftrennung in einem nativen 

Polyacrylamidgel.  

Unter keiner der getesteten Bedingungen konnte eine Bindung der SelB-Domänen 4 und 4b an die 

verschiedenen Transkripte beobachtet werden, wobei sowohl die His-tag- als auch die Strep-tag II-

Fusionsproteine untersucht wurden. Das Strep-tag II-Fusionsprotein von SelB dagegen bildete Komplexe 

mit den eingesetzten RNA-Fragmenten der Gene grdB1, prxU und (in deutlich geringerem Maß) auch 

selD1. Bei einer Zugabe von Rinderserum-Albumin (BSA) wurde hingegen keine Retention der RNA 

beobachtet. In allen Puffersystemen entstanden bevorzugt Aggregate, die nicht in die Gelmatrix einliefen 

sondern in den Taschen präzipitierten. Nur bei den Systemen mit 40 mM Tris/Acetat, pH 7,0 oder 

0,5×TBE, pH 8,3 als Gel- und Laufpuffer migrierten signifikante Mengen des Komplexes ins Gel  

(Abb. 16). Auch durch die Zugabe von 0,5 mM GTP zu Gelmatrix und Laufpuffer konnte die Löslichkeit 

der Komplexe nicht erhöht werden. 
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Eine Interaktion von SelB mit den eingesetzten Transkripten war nur bei sehr hohem molaren Überschuss 

an Protein zu beobachten. Zudem konnte jeweils kein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtyp-

RNAs und den Fragmenten mit einer Änderung von zwei Basen in der Schleife der Haarnadelstruktur 

festgestellt werden. Auch eine Abspaltung des Strep-tag II vom SelB-Fusionsprotein hatte keinen 

Einfluss auf das Ergebnis der Versuche. Eine spezifische Bindung von SelB an die postulierten mRNA-

Sekundärstrukturen der drei untersuchten Gene konnte deshalb aus den durchgeführten Gelretardations-

Experimenten nicht ohne weiteres abgeleitet werden.  
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Fortsetzung nächste Seite 
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Abb. 16: Gelretardations-Experimente mit SelB aus E. acidaminophilum (Strep-tag II-Fusionsprotein). Jeweils 
1 pmol 32P-markiertes Transkript wurde mit den angegebenen Mengen SelB in Bindungspuffer (40 mM Tris/HCl, 
pH 7,6; 50 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 2 mM DTT; 0,5 mM GTP; 10 % Glycerin) inkubiert und in einem nativen,  
4,5 %igen Polyacrylamidgel in 0,5×TBE, pH 8,3 aufgetrennt. 

   

3.7. Synthese von E. acidaminophilum-Selenoproteinen in E. coli 
 

In Komplementationsversuchen mit der selB-Mutante E. coli WL81300 konnte gezeigt werden, dass der 

Selenocystein-spezifische Elongationsfaktor aus E. acidaminophilum in E. coli aktiv ist (s. 3.4.). Deshalb 

sollte untersucht werden, ob sich eine Coexpression von E. acidaminophilum-selB positiv auf die 

heterologe Expression von Selenoprotein-codierenden Genen aus diesem Organismus in E. coli auswirkt. 

Dadurch würde sich die Möglichkeit ergeben, die vermutete Interaktion von SelB mit den entsprechenden 

mRNA-Strukturen in vivo zu studieren (wenn auch nicht in E. acidaminophilum selbst). 

 

3.7.1. Heterologe Expression der Gene grdB1, prxU und selD1 in E. coli 
 

Zunächst wurde untersucht, in welchem Maße die entsprechenden Genprodukte in E. coli synthetisiert 

werden, ohne dass eine zusätzliche Expression von selB aus E. acidaminophilum erfolgt. Dazu wurden 

die bereits auf den Expressionsvektoren pASK-IBA3 (grdB1 und prxU) und pASK-IBA5 (selD1) 

vorliegenden C- bzw. N-terminalen Strep-tag II-Fusionen verwendet. Von allen drei Fusionsproteinen 

existierte auch eine Cystein-Mutante, bei welcher das Selenocystein-codierende TGA durch ein TGC-

Codon ersetzt war. Die Plasmide für Wildtyp und Cystein-Mutante wurden freundlicherweise von  

M. REUTER (pIBA3B, pIBA3MBU), T. PARTHER (pPRXU, pPRXU47C) sowie J. JÄGER (pSD1N, 

pMUD15) zur Verfügung gestellt.  
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Die Expression der drei Gene wurde sowohl in E. coli XL1-Blue MRF’ als auch in der selB-Mutante  

E. coli WL81300 untersucht; letztere ist nicht in der Lage, Selenocystein spezifisch in Proteine 

einzubauen. Zellen, welche die genannten Expressionsplasmide enthielten, wurden im kleinen Maßstab 

(20 ml) in LB-Medium in Gegenwart von 1 µM Na-Selenit angezogen. Vor der Induktion der Synthese 

der heterologen Proteine mittels Anhydrotetracyclin (AHT) sowie nach 1- bzw. 3-stündiger 

Inkubationszeit wurden Proben entnommen, die Zell-Lysate in einer SDS-PAGE aufgetrennt und die 

Polypeptide anschließend auf eine PVDF-Membran übertragen. Der Nachweis der Strep-tag II-

Fusionsproteine erfolgte mittels StrepTactin-Peroxidase-Konjugat. Das Ergebnis dieser Versuche ist in 

Abb. 17 dargestellt. 
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Abb. 17: Western-Blot-Nachweis der in E. coli produzierten Selenoproteine aus E. acidaminophilum. SDS-
Lysate ganzer Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid enthielten, wurden mittels SDS-PAGE (12,5 %) 
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen übertragen. Heterolog exprimierte Proteine wurden mit Hilfe von 
StrepTactin-Peroxidase-Konjugat nachgewiesen. TGC: Cystein-Mutante, TGA: Wildtyp, ni: Zellen vor Induktion,  
i1: Zellen nach 1 h Induktion mit AHT, i3: Zellen nach 3 h Induktion mit AHT. Von den grdB1- und selD1-
exprimierenden Zellen wurde im Vergleich zum prxU-Ansatz die vierfache Lysat-Menge aufgetragen.   

 

Für grdB1 (Wildtyp) konnte in E. coli XL1-Blue MRF’ die Synthese des entsprechenden Genproduktes 

nachgewiesen werden; die mit der Cystein-Mutante übereinstimmende Größe des Proteins sowie die 

Lokalisation des hier detektierten Strep-tag II am C-Terminus des Polypeptids ließen auf ein (zumindest 

partielles) Durchlesen des UGA-Codons schließen. Eine Expression wurde auch in der selB-Mutante  

E. coli WL81300 beobachtet, allerdings in deutlich geringerem Maße. Da aber auch die Cystein-Mutante 

in diesem Stamm in wesentlich geringerer Menge als in E. coli XL1-Blue MRF’ exprimiert wurde, konnte 

nicht gefolgert werden, dass die deutlich höhere Expressionsrate des Wildtyp-Proteins in E. coli XL1-

Blue MRF’ auf den Einbau von Selenocystein zurückzuführen ist. Dennoch sollte die Möglichkeit in 

Betracht gezogen werden, dass E. coli-SelB die für grdB1 postulierte mRNA-Struktur erkennt. Neben 

dem grdB1-Genprodukt wurden auch Proteine mit einer Größe von ca. 30 kDa und ca. 33 kDa mittels 

StrepTactin-Peroxidase-Konjugat detektiert. Diese Banden beschrieb auch REUTER (2000) bei der 

heterologen Expression und Reinigung von Selenoprotein B als C-terminale Strep-tag II-Fusion; 

vermutlich handelt es sich um Abbauprodukte oder Proteine, die auf einen internen Startpunkt der 

Translation zurückgehen.    

Das Gen prxU (Wildtyp) wurde sowohl in E. coli XL1-Blue MRF’ als auch E. coli WL81300 in relativ 

hohem Maße exprimiert. Ein Unterschied zwischen beiden Stämmen war kaum feststellbar und auch die 

Differenz zur Cystein-Mutante war hier geringer ausgeprägt als bei grdB1. Offensichtlich wurde das 

Selenocystein-codierende UGA in prxU in beiden Stämmen unter den gegebenen Bedingungen in hohem 

Maße durchgelesen. Wahrscheinlich erfolgte eine starke Suppression (z. B. durch die Insertion von 

Tryptophan), da zumindest für E. coli WL81300 in Folge des selB-Defektes ein spezifischer Einbau von 

Selenocystein auszuschließen war. Wie bei grdB1 bestand jedoch die Möglichkeit, das zumindest ein Teil 

des in E. coli XL1-Blue MRF’ synthetisierten Proteins diese Aminosäure enthielt.  
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Für selD1 konnte weder in E. coli XL1-Blue MRF’ noch in E. coli WL81300 eine Expression des 

Wildtyp-Gens nachgewiesen werden, allerdings wurde auch die Cystein-Mutante in deutlich geringerer 

Menge produziert als das bei grdB1 und prxU der Fall war.  

 

3.7.2. Konstruktion von Plasmiden zur Coexpression von selB und selC  
 

Um eine Coexpression von selB und selC aus E. acidaminophilum zu ermöglichen, wurden drei 

verschiedene Konstrukte (pASBC4, pATSC53 und pATSS25) mit diesen beiden Genen hergestellt. 

Durch die (nachfolgend beschriebene) unterschiedliche Klonierung sollten Plasmide mit verschiedener 

selB-Expressionsrate generiert werden, da die Stöchiometrie der Komponenten, die an der Bildung des 

aus SelB, GTP, Selenocysteyl-tRNASec und mRNA bestehenden quaternären Komplexes beteiligt sind, 

einen großen Einfluss auf die Effizienz des Prozesses hat (TORMAY et al., 1996).  

Die Konstruktion des Plasmids pASBC4 erfolgte durch Ligation eines 2,4 kb großen PCR-Fragments, 

welches die Gene selB (inklusive Ribosomen-Bindestelle) und selC aus E. acidaminophilum enthielt, in 

die BamHI- und SalI-Schnittstellen des Vektors pACYC184 (Abb. 18). Die Amplifikation des 

entsprechenden Bereichs erfolgte vom Plasmid pTN2 unter Verwendung der Primer SBSCDN und 

SBSCUP. In pASBC4 steht selB aus E. acidaminophilum unter der Kontrolle des Promotors des 

Tetracyclin-Resistenzgens. Der Vektor pACYC184 wurde verwendet, da er auf Grund seines p15A-

Replikationsursprungs kompatibel zu den hier genutzten Expressionsvektoren mit ColE1-

Replikationsursprung ist.  

Das Plasmid pATSC53 enthielt das gesamte Insert von pTN2 (mit den Genen ’selA, selB, selC und 

ackA’), kloniert in die SalI- und ClaI-Schnittstellen von pACYC184 (Abb. 18). Im Gegensatz zu 

pASBC4 wiesen die Gene selB und selC hier nicht die gleiche Transkriptionsrichtung wie das 

Tetracyclin-Resistenzgen auf. Um ein solches Konstrukt herzustellen, war es notwendig, in pTN2 eine 

ClaI-Schnittstelle einzuführen. Das geschah im stromabwärts von selC gelegenen Teil der multiple 

cloning site des Vektors pUC18, indem durch zielgerichtete Mutagenese mit den Primern MUCLADN 

und MUCLAUP vor der bereits vorhandenen Sequenz 5’-GAT-3’ (Position 224-226 im Vektor) die 

Basenfolge 5’-ATC-3’ eingefügt wurde, wodurch die gewünschte Erkennungssequenz für ClaI  

(5’-ATCGAT-3’) entstand. Die für die Klonierung verwendete SalI-Schnittstelle in pTN2 gehörte zum 

stromaufwärts von selA’ gelegenen Teil der multiple cloning site des Vektors. 

Auch pATSS25 enthielt das gesamte Insert des Plasmids pTN2, allerdings lagen wie bei pASBC4 die 

Gene selB und selC in Transkriptionsrichtung des Tetracyclin-Resistenzgens (Abb. 18). In dieses wurde 

durch zielgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer MUSACDN und MUSACUP eine SacI-

Schnittstelle eingefügt, wobei nach dem oben beschriebenen Schema vorgegangen wurde: direkt 

stromaufwärts der bereits existierenden Sequenz 5’-CTC-3’ (Position 2723-2725 im Vektor pACYC184) 

wurden die Nukleotide 5’-GAG-3’ inseriert, dadurch ergab sich die SacI-Erkennungssequenz  

5’-GAGCTC-3’. Die Isolierung des zu klonierenden Inserts erfolgte durch Verdau von pTN2 mit SalI und 
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SacI, unter Verwendung der Schnittstellen, die sich stromaufwärts von selA’ bzw. stromabwärts von selC 

in der multiple cloning site des Vektors befanden. Das entstandene Fragment wurde anschließend in das 

mit den gleichen Enzymen geschnittene pACYC184-Derivat ligiert.  
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Abb. 18: Konstruktion der Plasmide pASBC4, pATSS25 und pATSC53. Die verschiedenen, in den Vektor 
pACYC184 eingefügten Fragmente sind schematisch dargestellt. Die für die Klonierung verwendeten Restriktions-
Schnittstellen des Vektors sind angegeben, die durch Mutagenese eingefügten Schnittstellen für SacI und ClaI 
wurden rot hervorgehoben. Unvollständige Gene sind dunkelgrau, vollständige dagegen hellgrau angegeben. Braune 
Rechtecke kennzeichnen Teile der multiple cloning site des Vektors. Dieser ist im Vergleich zu den Inserts nicht 
maßstabsgerecht dargestellt.   

 

Die Bindung der Sekundärstruktur einer Selenoprotein-codierenden mRNA erfolgt allein durch die SelB-

Domäne 4b, während den Domänen 1-3 die Funktion von EF-Tu (Bindung von GTP und Selenocysteyl-

tRNASec, Interaktion mit dem Ribosom) zukommt. Auf Grund dieser Funktionstrennung sollte es möglich 

sein, Hybridproteine aus dem C-terminalem Teil von E. acidaminophilum-SelB und den N-terminalen 

Bereichen von E. coli-SelB zu konstruieren, welche sowohl die SECIS-Elemente des Gram-positiven 

Organismus erkennen, als auch effektiv mit E. coli-Ribosomen interagieren.    

Insgesamt wurden vier verschiedene Hybride hergestellt, wobei die Fusion der beiden Proteine einmal am 

Übergang zwischen den Domänen 2 und 3, einmal am Übergang zwischen den Domänen 3 und 4 sowie 

jeweils kurz vor und kurz nach dem Beginn von Domäne 4b erfolgte (Abb. 19). 
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Domäne 1

Domäne 2

pFRGCM1

Domäne 3

Domäne 4

Domäne 4b

SelB_Ea   MKNIIIGTAGHIDHGKTTLIKALTGKETDRLKEEKKRGISIDLGFTNFDLPSGKRAGIVDVPGHEKFIKNMLAGVHGMDL   80
              :: :::: :::::::  : ::   ::: ::::::  ::::      : :   :  ::::::::  :::::: : :      
SelB_Ec   ---MIIATAGHVDHGKTTLLQAITGVNADRLPEEKKRGMTIDLGYAYWPQPDGRVPGFIDVPGHEKFLSNMLAGVGGIDH   77

SelB_Ea   VLLVVSADEGVMPQTIEHLEILNLLDIKKGLIVITKADTVDTDFKELVKEDVMEKLEGTFLENADIVEVDSISGTGIKEL  160
           ::::  : ::: :: ::: :: :          :::: ::      :   : : :       :         : :   :     
SelB_Ec   ALLVVACDDGVMAQTREHLAILQLTGNPMLTVALTKADRVDEARVDEVERQVKEVLREYGFAEAKLFITAATEGRGMDAL  157

SelB_Ea   TEEIDRLTDEVEDKNIDANPRLSIDRVFSIKGFGTVVTGTLIEGKMNLDDDMMIYPGEIKTKIRSLQVHGESQKIAYAGQ  240
           :    :             :: ::: :  :: : :::::   :     :             : :         : :::     
SelB_Ec   REHLLQLPER--EHASQHSFRLAIDRAFTVKGAGLVVTGTALSGEVKVGDSLWLTGVNKPMRVRALHAQNQPTETANAGQ  235

     
SelB_Ea   RVAINLA-NVRVEEIERGDVLAKPNSMQSSMMIDVKLKLIKNLDRGLRYWDRIRLYHGAKEILGRVAFLDREELAPGEEC  319
          : : : :     : : ::: :             : :         :  :      : :    :::  :        :       
SelB_Ec   RIALNIAGDAEKEQINRGDWLLADVPPEPFTRVIVELQT----HTPLTQWQPLHIHHAASHVTGRVSLL--------EDN  303

SelB_Ea   FCQIRLEDTIVAKKDDRFVIRYYSPMITVGGGAIIDTNP-KKHKRFDEDV--LSSLNMKES-GDPQFVVEENIRTNSKDY  395
                         :: : :  :   :  :      ::    ::  :    : ::    :  :   :  :    :  :      
SelB_Ec   LAELVFDTPLWLADNDRLVLRDISARNTLAGARVVMLNPPRRGKRKPEYLQWLASLARAQSDADALSVHLERGAVNLADF  383

SelB_Ea   PVLKEIAKSLGENEDIVLENIKGLVASGRVIDINGTYIHLEHYDRLRQKICSTLEEFHKSNRLKRGMLKEELRSRVESKL  475
                    ::     :    :    :     :          :   ::  ::   :   :   :   : :: :          
SelB_Ec   AWARQLN---GEGMRELLQQ-PGYIQAGYSL-LNAPVAA-----RWQRKILDTLATYHEQHRDEPGPGRERLR-RMALPM  452

SelB_Ea   KSKDFDILL-ERVAADKEIKIEENLASISSFSVKFSDSDIKIRQEIEDTIRQGGFSPEQIDVITG--ERSEYIQVFESMV  552
                 :: :       :               ::     : :  :                ::  :                 
SelB_Ec   EDEALVLLLIEKMRESGDIHSHHGWLHLPDHKAGFSEEQQAIWQKAEPLFGDEPWWVRDLAKETGTDEQAMRLTLRQAAQ  532

SelB_Ea   GETLVRVSEDTVFHKEIYEKALDLLRDHVQKNGEITLAEFRDMIGASRKYAMLLLEDFDRKRITRRIGEKRVLS------  626
                   :               ::  :  :    : :::  :  :: :   :: :::   ::: :    :            
SelB_Ec   QGIITAIVKDRYYRNDRIVEFANMIRDLDQECGSTCAADFRDRLGVGRKLAIQILEYFDRIGFTRRRGNDHLLRDALLFP  612

SelB_Ea   --  626
                 
SelB_Ec   EK  614

pFNPCM1

pFLRCM2

pFFSCM9

 

 

Abb. 19: Lokalisation der Fusionen zwischen E. acidaminophilum-SelB und E. coli-SelB. Identische 
Aminosäuren beider Sequenzen sind durch Doppelpunkte markiert. Die Bereiche, an denen eine Fusion der beiden 
Proteine erfolgte, sind grau unterlegt. N-terminal der gekennzeichneten Stellen bestehen die jeweiligen 
Fusionsproteine aus der E. coli-Sequenz, C-terminal davon hingegen aus der E. acidaminophilum-Sequenz. Der 
Beginn der verschiedenen SelB-Domänen (nach KROMAYER et al., 1996) ist ebenfalls angegeben. 

 

Zur Konstruktion der verschiedenen SelB-Hybride wurden die zu fusionierenden Bereiche mittels PCR 

amplifiziert. Die vier E. coli-Fragmente wurden unter Verwendung der Primer FUSECRGD, FUSECNP, 

FUSECLR und FUSECFS, jeweils kombiniert mit FUSECNTER, hergestellt. Als Template diente 

chromosomale DNA von E. coli FM433. Die Synthese der entsprechenden E. acidaminophilum-

Sequenzen erfolgte mit pTN2 als Template sowie den Primern FUSEARGD und FUSEANP, kombiniert 

mit FUSEACTER1 bzw. den Primern FUSEALR und FUSEAFS, kombiniert mit FUSEACTER2. Durch 

diese Primer wurden an den Enden der PCR-Fragmente BsaI- bzw. BsmBI-Schnittstellen so eingeführt, 

dass nach dem Restriktionsverdau stromaufwärts des N-Terminus von SelB (E. coli-Fragmente) ein 

BamHI-kompatibler und stromabwärts des C-Terminus (E. acidaminophilum-Fragmente) ein SalI-

kompatibler 5’-Überhang entsteht, während die anderen Enden der PCR-Produkte nach Verdau mit BsaI 
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bzw. BsmBI jeweils paarweise (E. coli-Fragment plus E. acidaminophhilum-Fragment) miteinander ligiert 

werden konnten (Abb. 20). Vereinfacht wurde dabei die Generierung der gewünschten kohäsiven Enden 

dadurch, dass die genannten Enzyme außerhalb ihrer Erkennungssequenz schneiden, die problemlose 

Ligation von je einem E. coli- und einem E. acidaminophilum-PCR-Produkt war durch die Wahl der 

Fusionspunkte an homologen Bereichen, in denen beide SelB-Sequenzen in mindestens zwei aufeinander 

folgenden Aminosäuren übereinstimmten, gewährleistet.  

 

 

5’-CGGTTTTT TGTTGTTGAA ATTATT.........

                         

GGAGA ATG CCTGGGCGCGAACGTCTGCGA-3’
                            M  I  I           P  G  R  E  R    L R

FUSECNTER

BsaI
5’-CGACGAGGTCTCG CGGTTTTTGGAGATGTTGTTGA-3’GATC 3’-GACCCGCGCTTGCAG TCTCTGGAGCAGC-5’ACGC

FUSECLR

SelB (AS 1-446)E. coli 

5’-CTGCGCTCAAGAGTTGAGAGCAAGTTA.........AAGCGGGTCCTTTCA GCATGCAGTC-3’
         S  R  V  E  S  K  L           K  R  V  L  S                           

TAG
-L R

5’-CGACGAGGTCTCC CTCAAGAGTTGAGAG-3’TGCG 3’-GGAAAGTATCCGTACGTC GCTCTGGAGCAGC-5’AGCT

FUSEACTER2FUSEALR

SelB (AS 467-626)E. acidaminophilum 

BsaI

BsaI BsaI

Ligation  pACYC184 (BamHI)

Ligation I)  SalpACYC184 (Ligation selB’Ec

Ligation ‘selBEa

RBS

 

 

Abb. 20: Klonierung der SelB-Fusionen (Beispiel pFLRCM2). Angegeben ist die Sequenz der Primer 
FUSECNTER, FUSEACTER2, FUSECLR und FUSEALR, mit denen die entsprechenden Abschnitte von selB aus 
E. coli und aus E. acidaminophilum amplifiziert wurden. Die Erkennungssequenzen der für die Klonierung 
genutzten BsaI-Schnittstellen sind eingerahmt, der nach dem Restriktionsverdau entstehende 5’-Überhang ist 
unterstrichen. Die Sequenz, an der die Ligation der beiden Fragmente erfolgte, ist grau unterlegt, die entsprechenden 
Aminosäuren blau hervorgehoben. Relevante Start- und Stopp-Codons sowie die Ribosomen-Bindestelle (RBS) 
wurden fett hervorgehoben. 

 

Nach dem Restriktionsverdau wurden die jeweils passenden Fragmente zusammen in BamHI- und SalI-

geschnittenen Vektor pACYC184 ligiert. Anschließend wurde ein 0,5 kB großes, mit den Primern 

SBSCDN3 und SBSCUP von pTN2 amplifiziertes PCR-Fragment, welches selC aus E. acidaminophilum 

enthielt, in die SalI-Schnittstelle dieser Plasmide eingefügt. Die Konstrukte, in denen selC die gleiche 

Transkriptionsrichtung wie selB aufwies, wurden mit pFRGCM1, pFNPCM1, pFLRCM2 und pFFSCM9 

bezeichnet. Analog zu pASBC4 (vgl. Abb. 18) steht selB unter der Kontrolle des tet-Promotors des 

Vektors pACYC184. 

 

Die Plasmide mit den verschiedenen selB-Fusionsgenen und selC aus E. acidaminophilum wurden ebenso 

wie die Konstrukte pASBC4, pATSC53 und pATSS25 auf Komplementation des Defektes der selB-

Mutante E. coli WL81300 getestet. Dies geschah wie unter 3.4.2. beschrieben durch Bestimmung der 

Aktivität des Selenoproteins Formiat-Dehydrogenase H im Rohextrakt. Die ermittelten Werte sind in  

Tab. 11 angegeben. 
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Tab. 11: Aktivität der Formiat-Dehydrogenase H in Rohextrakten von E. coli WL81300 

Plasmid E. acidaminophilum-Gene1 / selB-Transkriptionsrichtung FDHH-Aktivität [U/mg] 2 

pACYC184 - <0,1 

pASBC4 selB, selC / identisch zu tet-Gen 5,3 

pATSC53 ’selA, selB, selC, ackA’ / entgegengesetzt zu tet-Gen 5,5 

pATSS25 ’selA, selB, selC, ackA’ / identisch zu tet-Gen 3,5 

pFRGCM1 selB (Hybrid), selC / identisch zu tet-Gen <0,1 

pFNPCM1 selB (Hybrid), selC / identisch zu tet-Gen <0,1 

pFLRCM2 selB (Hybrid), selC / identisch zu tet-Gen <0,1 

pFFSCM9 selB (Hybrid), selC / identisch zu tet-Gen <0,1 
1 Unvollständige Gene sind durch ein Apostroph gekennzeichnet. 
2 Ein Unit entspricht dem Umsatz von 1 µmol Benzylviologen/min. 
 
 
Die Plasmide pATSC53 und pASBC4 komplementierten den Defekt der selB-Mutante mit annähernd 

gleicher Effizienz wie pTN2 (s. 3.4.2., Tab. 9), und auch pATSS25 führte zur einer deutlichen 

Wiederherstellung der FDHH-Aktivität. Für weitere Untersuchungen wurde pASBC4 ausgewählt, da es 

auf Grund seiner geringeren Größe effektiver transformiert werden konnte als pATSC53. Von den 

konstruierten selB-Hybridgenen war keines in der Lage, den Defekt der Mutante E. coli WL81300 zu 

komplementieren.  

 
 

3.7.3. Heterologe Expression von grdB1, prxU und selD1 in Gegenwart von selB und selC 
aus E. acidaminophilum 

 

Zellen von E. coli XL1-Blue MRF’ sowie E. coli WL81300, welche die Expressionsplasmide pIBA3B, 

pPRXU oder pSD1N (s. 3.7.1.) enthielten, wurden mit dem Plasmid pASBC4 bzw. dem Vektor 

pACYC184 transformiert. Anzucht der Zellen und Nachweis der Strep-tag II-Fusionsproteine erfolgten 

wie unter 3.7.1. beschrieben, allerdings wurde nur nach 3-stündiger Induktion mit AHT eine Probe 

entnommen. 

Für alle drei Selenoprotein-Gene konnte durch die Präsenz des Plasmids pASBC4 mit den Genen selB 

und selC aus E. acidaminophilum eine Steigerung der Expressionsrate im Vergleich zur Kontrolle 

(Expressionsplasmid plus Vektor pACYC184) festgestellt werden, das galt sowohl für E. coli XL1-Blue 

MRF’ als auch für die selB-Mutante E. coli WL81300 (Abb. 21). Im Falle von selD1 wurde sogar 

überhaupt erst in Gegenwart der beiden sel-Gene aus E. acidaminophilum eine Expression des Wildtyps 

in E. coli nachgewiesen (vgl. 3.7.1., Abb. 17). 
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Abb. 21: Western-Blot-Nachweis der in E. coli exprimierten Selenoproteine aus E. acidaminophilum. SDS-
Lysate AHT-induzierter Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid sowie entweder den Vektor pACYC184 
(-selBCEa) oder pASBC4 (+selBCEa) als zweites Plasmid enthielten, wurden mittels SDS-PAGE (12,5 %) 
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen übertragen. Heterolog exprimierte Proteine wurden mit Hilfe von 
StreptTactin-Peroxidase-Konjugat nachgewiesen (Pfeil). Von den grdB1- und selD1-exprimierenden Zellen wurde 
im Vergleich zum prxU-Ansatz die vierfache Lysat-Menge aufgetragen.  

 

3.7.4. Nachweis einer Inkorporation von Selenocystein durch in-vivo-Markierung mit 75Se 
 

An Hand der durchgeführten Western-Blots konnte nicht ausgeschlossen werden, dass E. coli-SelB in der 

Lage ist, Selenocystein in die Produkte der hier untersuchten Gene grdB1, prxU und selD1 einzubauen. In 

weiteren Versuchen wurde deshalb die Expression in E. coli XL1-Blue MRF’ bzw. E. coli WL81300 in 

Gegenwart von [75Se]-Selenit im Medium durchgeführt. Auf diese Weise sollte außerdem gezeigt werden, 

dass die Erhöhung der Expressionsrate der drei Selenprotein-codierenden Gene durch selB und selC aus 

E. acidaminophilum tatsächlich auf die Inkorporation von Selenocystein zurückzuführen war. 

Die Anzucht der Zellen, die neben dem entsprechenden Expressionsplasmid entweder pASBC4 oder 

pACYC184 als zweites Plasmid enthielten, erfolgte in LB-Medium, das zusätzlich mit Cystein (30 µg/ml) 

versetzt wurde, um einen unspezifischen Einbau von Selen in Proteine über den Weg der Cystein-

Biosynthese zu unterdrücken (MÜLLER et al., 1997). Unmittelbar vor Induktion der heterologen 

Genexpression mit AHT wurde [75Se]-Selenit (Endkonzentration 2 µM; 0,3 µCi/ml) zugegeben. Nach  

1-stündiger und nach 3-stündiger Induktion wurden Zellen geerntet, mit LB gewaschen und in SDS-

Probenpuffer aufgenommen, die so erhaltenen Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt.  

Nach Expression in E. coli XL1-Blue MRF’ zeigte das Autoradiogramm (Abb. 22) für alle drei Gene eine 
75Se-markierte Bande der erwarteten Größe (grdB1: ~ 48 kDa, prxU: ~23 kDa, selD1: ~37 kDa), wenn 

mittels pASBC4 eine Coexpression von selB und selC aus E. acidaminophilum erfolgte. Ohne diese 

beiden Gene, d. h. nur in Gegenwart des E. coli-eigenen, Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktors 

und der entsprechenden tRNA wurde für grdB1 sowie prxU nur eine sehr schwach markierte Bande der 
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entsprechenden Größe detektiert, im Vergleich zum Ansatz mit pASBC4 betrug deren Intensität 

(kalkuliert mit dem Programm IMAGEQUANT) lediglich ca. 0,5 % (grdB1) bzw. 1 % (prxU). Unter den 

gegebenen Bedingungen erfolgte somit durch die entsprechenden E. coli-Faktoren allein kein effektiver 

Einbau von Selenocystein in die drei untersuchten Selenoproteine aus E. acidaminophilum.  
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Abb. 22: Autoradiographie einer 75Se-Markierung der in E. coli exprimierten Selenoproteine aus  
E. acidaminophilum. SDS-Lysate AHT-induzierter Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid sowie den 
Vektor pACYC184 (-selBCEa) bzw. das Plasmid pASBC4 (+selBCEa) enthielten, wurden in einem 13 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. i1: Zellen nach 1 h Induktion mit AHT, i3: Zellen nach 3 h Induktion mit AHT. Die 
rekombinanten Proteine sind durch Pfeile gekennzeichnet.   
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Die Expression von grdB1, prxU und selD1 in der selB-Mutante E. coli WL81300 führte zu ähnlichen 

Ergebnissen: eine Markierung der Proteine erfolgte nur in Gegenwart von pASBC4. In diesem Fall 

konnte die beobachtete Inkorporation von Selen allein dem Elongationsfaktor aus  

E. acidaminophilum zugeschrieben werden, da ein Beitrag von E. coli-SelB auszuschließen war. Sowohl 

in E. coli XL1-Blue MRF’ als auch in E. coli WL81300 stieg in Gegenwart von pASBC4 die Intensität 

der Selen-markierten Proteinbanden in der Reihenfolge selD1<<grdB<prxU an. Dabei muss allerdings 

darauf hingewiesen werden, dass sich die Expressionsraten der Cystein-Mutanten der drei Proteine 

ähnlich verhielten (s. 3.7.1., Abb. 17). 

 

3.8. Einfluss von Mutationen der putativen SECIS-Elemente auf die 
heterologe Selenoprotein-Synthese 

 

3.8.1. Einführung von Mutationen in die postulierten mRNA-Sekundärstrukturen 
 

Um die Bedeutung der stromabwärts des UGA-Codons postulierten mRNA-Sekundärstrukturen für den 

Einbau von Selenocystein in die Genprodukte von grdB1, prxU und selD1 zu klären, wurden durch 

zielgerichtete Mutatgenese verschiedene Veränderungen in der entsprechenden Region eingeführt  

(Abb. 23). Als Template dienten dabei die auf den Expressionsplasmiden pIBA3B, pPRXU bzw. pSD1N 

vorliegenden Strep-tag II-Fusionen der Gene. Die Auswirkungen auf die Proteinsequenz sollten 

möglichst gering bleiben, um Faktoren zu minimieren, die nicht unmittelbar mit der Effizienz der 

Selenocystein-Inkorporation verbunden sind, aber Einfluss auf die Detektion der 75Se-markierten 

Genprodukte haben können (wie z. B. unterschiedliche Stabilität von Wildtyp- und Mutanten-Proteinen). 

In der Schleife der apikalen Haarnadelstruktur wurden unter Verwendung der Primerpaare GB1LP1D und 

GB1LP1U, PXULP1D und PXULP1U sowie SD1LP1D und SD1LP1U jeweils zwei benachbarte 

Nukleotide verändert (Mutante ML; vgl. 3.6., Abb. 15). Im Falle von grdB resultierte daraus die 

Umwandlung eines Glycin-Codons in ein Alanin-Codon, für die Genprodukte von prxU bzw. selD1 ergab 

sich der Austausch von Valin gegen Leucin bzw. Aspartat gegen Asparagin.  

Des Weiteren wurden mit Hilfe der Primerpaare GB1SMSSD und GB1SMSSU, PXUSMSSD und 

PXUSMSSU sowie SD1SMPGD und SD1SMPGU Mutanten hergestellt, in denen drei aufeinander 

folgende Nukleotide im Stamm der apikalen Haarnadelstruktur verändert waren, so dass mindestens drei 

Basenpaarungen nicht mehr ausgebildet werden konnten (Mutante MS). Für grdB und prxU war das 

möglich, ohne die entsprechende Aminosäure-Sequenz zu verändern, da jeweils ein Serin-Codon durch 

ein synonymes Triplett ersetzt wurde, für das Genprodukt von selD1 resultierte die Mutation in dem 

Austausch von Prolin gegen Glycin. Diese Varianten wurden als Template für eine weitere Mutagenese 

mit den Primerpaaren GB1SSRPD und GB1SSRPU, PXUSSRPD und PXUSSRPU bzw. SD1PGRPD 

und SD1PGRPU eingesetzt. Dabei wurden auf der anderen ’Seite’ des Stammes jeweils die Nukleotide, 

die ursprünglich im Wildtyp mit den nun veränderten Basen gepaart waren, so verändert, dass eine 
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Basenpaarung an den entsprechenden Positionen erneut möglich sein sollte. In diesem Falle ergaben sich 

allerdings schwerwiegendere Änderungen in den entsprechenden Proteinsequenzen: Austausch von 

Arginin gegen Alanin (grdB), von Glutamat gegen Leucin (prxU) bzw. von Leucin gegen Phenylalanin 

und Alanin gegen Arginin (selD1). 
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Abb. 23: Innerhalb der putativen SECIS-Elemente von grdB, prxU und selD1 eingeführte Mutationen. 
Dargestellt ist jeweils der apikale Teil der postulierten mRNA-Sekundärstrukturen. Änderungen in der Schleife 
(Mutante ML) sowie auf einer ’Seite’ des Stammes (Mutante MS) der Haarnadelstruktur wurden rot, Mutationen auf 
beiden ’Seiten’ des Stammes unter Beibehaltung der Basenpaarung (Mutante MR) dagegen grün hervorgehoben. 
Die resultierenden Veränderungen auf Aminosäure-Ebene sind unterhalb der jeweiligen Struktur angegeben. 

 

3.8.2. Inkorporation von Selenocystein in die Produkte der mutierten Gene 
 

Die verschiedenen Varianten von grdB1, prxU und selD1 wurden in der selB-Mutante E. coli WL81300 

in Gegenwart von selB und selC aus E. acidaminophilum (auf dem Plasmid pASBC4) in [75Se]-Selenit-

enthaltendem Medium exprimiert. Zellanzucht, Induktion der Genexpression und Zellernte wurden wie 

unter 3.7.4. beschrieben durchgeführt. Die Analyse der markierten Makromoleküle erfolgte mittels SDS-

PAGE und anschließender Autoradiographie (Abb. 24). 
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Abb. 24: Autoradiographie einer 75Se-Markierung der in E. coli WL81300 exprimierten Selenoprotein- 
Mutanten aus E. acidaminophilum. SDS-Lysate ganzer Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid sowie 
das Plasmid pASBC4 (+selBCEa) enthielten, wurden in einem 13 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. WT: 
Wildtyp der Selenoprotein-Gene, MS, ML, MR: Mutationen in den putativen SECIS-Elementen der Selenoprotein-
Gene. Die rekombinanten Proteine sind durch Pfeile gekennzeichnet. 

 

Um die Menge an Selen, die in die verschiedenen Mutanten inkorporiert war, in Relation zum jeweiligen 

Wildtyp setzen zu können, wurde die Intensität der Signale des Autoradiogramms mit Hilfe des 

Programms IMAGEQUANT verglichen. Zur Bestätigung der so erhaltenen Daten erfolgte ein zweites 

Markierungsexperiment wie oben beschrieben. Die SDS-Lysate der induzierten Zellen wurden ebenfalls 

durch SDS-PAGE aufgetrennt, die entsprechenden Banden ausgeschnitten und deren Radioaktivität am 

Szintillationszähler erfasst. Die ermittelten Werte sind in Tab. 12 zusammengefasst.  

 
Tab. 12: Inkorporation von Selen in die Genprodukte verschiedener grdB1-, prxU- und selD1-Varianten  

Gen Variante (Plasmid) Inkorporation von 75Se, [%] des Wildtyps, ermittelt mit: 
 IMAGEQUANT Szintillationszähler  

Wildtyp (pIBA3B)  100 100 

Mutante MS (pGBMS11)   12      7 

Mutante ML (pGBML2)  23  15 

grdB1 

Mutante MR (pGBMR3)  116  94 

Wildtyp (pPRXU)  100 100 

Mutante MS (pPUMS1)  43  46 

Mutante ML (pPUML2)  56  56 

prxU 

Mutante MR (pPUMR3)  91  85 

Wildtyp (pSD1N)  100 100 

Mutante MS (pSDMS11)  11      8   

Mutante ML (pSDML2)  25  36 

selD1 

Mutante MR (pSDMR1)  69  59 
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Die eingeführten Mutationen hatten einen deutlichen Einfluss auf die Inkorporation von Selen in die 

entsprechenden Proteine. Der Austausch von drei aufeinander folgenden Nukleotiden im Stamm der 

postulierten Haarnadelstruktur der mRNAs von grdB1 und prxU1 (Mutante MS) reduzierte die Synthese 

der Selen-markierten Proteine auf etwa ein Zehntel, im Falle von prxU war der Effekt allerdings deutlich 

geringer (Rückgang auf 43-46 %). Wenn eine Paarung dieser drei Nukleotide durch die entsprechende 

Veränderung der gegenüber liegenden Basen wieder ermöglicht wurde (Mutante MR), führte das für 

prxU und selD1 zur teilweisen Wiederherstellung der Selen-Inkorporation (85-91 % bzw. 59-69 % 

markiertes Protein im Vergleich zum Wildtyp). Im Falle von grdB vermittelte die so veränderte Struktur 

den Einbau von Selenocystein mit gleicher, möglicherweise sogar höherer Effizienz als das Wildtyp-

Element (94 bzw. 116 %). Die Veränderung von jeweils zwei Basen in der Schleife der postulierten 

Struktur (Mutante ML) reduzierte ebenfalls in allen drei Fällen deutlich die Inkorporation von Selen in 

die entsprechenden Proteine, wobei erneut für prxU (56 % Selen-markiertes Genprodukt im Vergleich 

zum Wildtyp) ein geringerer Effekt beobachtet wurde als für grdB1 (15-23 %) oder selD1 (25-36 %).  

 

3.9. Die Effizienz der Inkorporation von Selenocystein in die Genprodukte 
von grdB1, prxU und selD1 

 

Ein direkter Vergleich der Effizienz des Selenocystein-Einbaus an Hand der Markierung der 

entsprechenden Proteine mit 75Selen war durch die unterschiedlichen Expressionsraten der drei Gene 

(auch der Cystein-Mutanten) in E. coli erschwert (s. 3.7.1.) Zudem zeigten die entsprechenden 

Expressionskulturen ein stark abweichendes Wachstumsverhalten. Während im Falle von grdB und prxU 

die OD600 nach Induktion der heterologen Genexpression mittels AHT nahezu konstant blieb, waren kaum 

Auswirkungen auf das Wachstum der selD1-exprimierenden Zellen feststellbar. Zu erwähnen ist auch, 

dass selD1 auf einem pASK-IBA5-Derivat (N-terminaler Strep-tag II) vorlag, die beiden anderen Gene 

dagegen auf einem pASK-IBA3-Derivat (C-terminaler Strep-tag II. Alle diese Faktoren könnten sich auf 

die Stöchiometrie der an der Bildung des quaternären Komplexes beteiligten Komponenten SelB•GTP, 

Selenocysteyl-tRNASec und mRNA auswirken, was wiederum die Effizienz der Selenocystein-

Inkorporation in nicht unerheblichem Maße beeinflusst (TORMAY et al., 1996).  

Um für alle drei Gene vergleichbare Bedingungungen zu schaffen, wurden Translations-Fusionen der 

postulierten SECIS-Elemente mit dem lacZ-Gen hergestellt, um die gemessene β-Galactosidase-Aktivität 

als weitgehend Protein-unabhängiges Maß für die Durchleserate des UGA-Codons heranziehen zu 

können. Außerdem sollte auf diese Weise gezeigt werden, dass analog zur fdhF-mRNA aus E. coli die 

Region unmittelbar 3’ vom UGA-Codon der Gene grdB1, prxU und selD1 nicht nur notwendig, sondern 

auch hinreichend für die Inkorporation von Selenocystein durch E. acidaminophilum-SelB ist. 
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3.9.1. Konstruktion der lacZ-Fusionen 
 

Ein Bereich von jeweils 63 bp, der die postulierten SECIS-Elemente der Gene grdB1, prxU und selD1 

umfasste (zehn Nukleotide stromaufwärts und 50 Nukleotide stromabwärts des Selenocystein-

codierenden UGA), wurde unter Verwendung der Primerpaare GRDBKP1 und GRDBKP2, PRXUKP1 

und PRXUKP2, sowie SELD1KP1 und SELD1KP2 mittels PCR amplifiziert, als Template dienten die 

Strep-tag II-Expressionsvektoren. In gleicher Weise wurde mit den entsprechenden Cystein-Mutanten 

verfahren (Primer GRDBCP1, PRXUCP1 und SELD1CP1, jeweils kombiniert mit dem zweiten 

Oligonukleotid der oben genannten Paare). Nach Restriktionsverdau der PCR-Produkte mit HindIII und 

ApaI (die entsprechenden Schnittstellen waren über die Primer eingeführt worden) erfolgte die Ligation 

mit dem gleichermaßen geschnittenen Vektor pSKAGS. Die so erzeugten Plasmide (Wildtyp: pGBWT11, 

pPUWT1 und pSDWT24; Cystein-Mutanten: pGBMC2, pPUMC4 und pSDMC2) trugen eine 

Translations-Fusion zwischen dem Gen der Glutathion-S-Transferase (gst), gefolgt von der 63 bp-Region 

des jeweiligen Selenoprotein-Gens aus E. acidaminophilum und dem β-Galactosidase-Gen (lacZ) unter 

der Kontrolle des lac-Promotors (Abb. 25).  

 

 

gst’ ‘lacZ5’ 3’
Plac UGA

UGC

mRNA-Sekundärstruktur 

H A

‘ ’
‘ ’
‘ ’

grdB1
prxU
selD1     

 

Abb. 25: Schematische Darstellung der konstruierten gst’-’grdB’/’prxU’/’selD’-’lacZ-Fusionen. Die für die 
Klonierung der jeweils 63 bp umfassenden Genregionen aus E. acidaminophilum genutzten Schnittstellen für 
HindIII (H) und ApaI (A) sind angegeben.  

 

3.9.2. ββ-Galactosidase-Aktivitäten der Fusions-Konstrukte 
 

Die verschiedenen pSKAGS-Derivate wurden in E. coli XL1-Blue MRF’ transformiert, der als zweites 

Plasmid entweder pASBC4 oder den Vektor pACYC184 enthielt, in diesem Stamm ist durch die 

Überproduktion des lac-Repressors (lacIq) eine strikte Kontrolle der Expression vom lac-Promotor 

gewährleistet. Um Faktoren auszuschließen, welche die Menge des produzierten Fusionsproteins 

beinflussen, aber nicht direkt mit der UGA-Durchleserate verbunden sind (z. B. unterschiedliche codon 

usage der Genabschnitte aus E. acidaminophilum), sollten die Cystein-Mutanten als Maßstab für die 

jeweils maximale Expressionsrate dienen. Für jede Plasmidkombination wurden drei unabhängige 
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Kulturen (jeweils drei verschiedene Klone) angesetzt, die Ernte der Zellen erfolgte 2 h nach Induktion mit 

IPTG. Die ermittelten β-Galactosidase-Aktivitäten sind in Tab. 13 zusammengefasst.  

  
Tab. 13: ββ-Galactosidase-Aktivitäten der gst’-’grdB’/’prxU’/’selD’-’lacZ-Fusionen in E. coli XL1-Blue MRF’  

Genfragment Coexpression von selBEa, selCEa
1 β-Galactosidase-Aktivitäten [Miller-Units]2 

’grdB1’(TGA) -  1325 (± 133) 

 +  6767 (± 778) 

’grdB1’(TGC) -  11212 (± 1098) 

 +  11863 (± 418) 

’prxU’(TGA) -  129 (± 7) 

 +  5261 (± 351) 

’prxU’(TGC) -  8232 (± 464) 

 +  8095 (± 247) 

’selD1’(TGA) -  377 (± 42) 

 +  3713 (± 269) 

’selD1’(TGC) -  10471 (± 1393) 

 +  9635 (± 1247) 
1 auf dem Plasmid pASBC4  
2 Durchschnittswerte und Standardabweichungen von je drei unabhängigen Ansätzen, deren Enzymaktivität wurde 
 mindestens doppelt bestimmt.  
 
 
Um die Werte der verschiedenen Gene vergleichen zu können, wurden die Aktivitäten jeweils ins 

Verhältnis zur entsprechenden Cystein-Mutante (TGC-Konstrukt in Gegenwart des Vektors pACYC184) 

gesetzt (Abb. 26). 

Im Falle des Wildtyps (TGA-Codon) aller drei Gene bewirkte die Coexpression von selB und selC aus  

E. acidaminophilum eine deutliche Steigerung der β-Galactosidase-Produktion, auf die Expression der 

Cystein-Mutanten (TGC-Codon) des Fusionsproteins konnte hingegen kein signifikanter Einfluss 

festgestellt werden. Offensichtlich ist für grdB1, prxU und auch selD1 der hier klonierte Bereich von zehn 

Nukleotiden stromaufwärts und 50 Nukleotiden stromabwärts des UGA-Tripletts ausreichend, um dieses 

als Selenocystein-Codon zu spezifizieren. Während die Fusionen von grdB1 und prxU in Gegenwart von 

SelBEa eine vergleichbare UGA-Durchleserate aufwiesen (60,4 % bzw. 63,9 % der Enzymaktivität der 

entsprechenden Cystein-Mutante), wurde für selD1 ein wesentlich geringer Wert ermittelt (35,5 %).  

Ohne pASBC4 zeigten die selD1- und vor allem die grdB1-Fusion deutlich höhere β-Galactosidase-

Werte (3,6 % bzw. 11,8 % der entsprechenden Cystein-Mutante) als das prxU-Konstrukt (1,6 %). Dieses 

Resultat entsprach nicht den Verhältnissen, die bei der heterologen Expression der drei Gene als Strep-

tag-Proteine in E. coli zu beobachten waren (s. 3.7.1.), da hier das prxU-Genprodukt in relativ großer 

Menge synthetisiert wurde. 
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Abb. 26: Relative ββ-Galactosidase-Aktivitäten der Fusions-Konstrukte in E. coli XL1-Blue MRF’. Die 
gemessenen Aktivitäten (Durchschnittswerte) sind für jedes der drei Gene grdB1, prxU und selD1 im Vergleich zur 
jeweiligen Cystein-Mutante (mit dem Vektor pACYC184) angegeben. Schmale Balken bezeichnen die ermittelten 
Standardabweichungen. 

 

Die β-Galactosidase-Aktivitäten der Wildtyp-Konstrukte ohne Coexpression von selB und selC aus  

E. acidaminophilum wurden auch in der selB-Mutante E. coli WL81300 bestimmt (Daten nicht gezeigt). 

Die ermittelten Werte waren zwar jeweils deutlich niedriger als in E. coli XL1-Blue MRF’, das Verhältnis 

der für grdB1, prxU und selD1 gemessenen Miller-Units stimmte jedoch annähernd mit dem zuvor 

beobachteten überein. Ein Vergleich mit der jeweiligen Cystein-Mutante war hier nicht möglich, da für 

diese keine reproduzierbaren Werte ermittelt werden konnten. Die Tatsache, dass frisch transformierte 

Zellen in der Regel deutlich höhere Aktivitäten ergaben als Zellen, die ein bis zwei Tage bei 4 ºC gelagert 

wurden, deutete darauf hin, dass die entsprechenden Plasmide in E. coli WL81300 nicht stabil waren. Das 

Gleiche galt auch für die Wildtyp-Konstrukte in Gegenwart der sel-Gene aus E. acidaminophilum, 

dennoch konnte in diesem Fall eine deutliche Steigerung β-Galactosidase-Aktivitäten gegenüber der 

Vektorkontrolle (pACYC184) beobachtet werden.  

 

3.9.3. Immunologischer Nachweis der Fusionsproteine 
 

Das in den Translationsfusionen unmittelbar stromaufwärts des Selenocystein-Codons lokalisierte gst-

Gen ermöglicht die immunologische Erfassung sowohl der Proteine, die durch die Termination der 
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Translation am UGA-Codon entstehen (ca. 27 kDa), als auch der Produkte, die in Folge eines 

Durchlesens dieses Tripletts zustande kommen (ca. 145 kDa). Zu diesem Zweck wurden unter 

Verwendung von Anti-GST-Peroxidase-Konjugat Western-Blots mit SDS-Lysaten der für die Messung 

der β-Galactosidase-Aktivitäten geernteten Zellen durchgeführt (Abb. 27).  
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Abb. 27: Nachweis von GST-Fusionsproteinen durch Western-Blot. SDS-Lysate IPTG-induzierter Zellen, die 
das entsprechende pSKAGS-Derivat sowie entweder den Vektor pACYC oder das Plasmid pASBC4 (+selBCEa) 
enthielten, wurden mittels SDS-PAGE (11,5 %) aufgetrennt und auf PVDF-Membranen übertragen. Abbruch-
Produkte (Termination der Translation am UGA-Codon) und Fusionsproteine (Durchlesen des UGA-Codons) 
wurden mit Hilfe von Anti-GST-Peroxidase-Konjugat nachgewiesen und sind in der Abb. mit A bzw. F bezeichnet.  

 

Für alle drei Wildtyp-Konstrukte erfolgte durch die Coexpression von selB und selC aus  

E. acidaminophilum eine Verschiebung des Verhältnisses von Abbruch-Produkt und Fusionsprotein zu 

Gunsten des letzteren. In Übereinstimmung mit den gemessenen β-Galactosidase-Aktivitäten fiel dieser 

Effekt für das selD1-Fragment deutlich geringer aus als für die Fusionen der beiden anderen Gene. 

Zusätzliche Signale bei ca. 60 kDa und 80 kDa sind vermutlich auf eine unspezifische Bindung des 

Antikörpers zurückzuführen, da sie in allen Ansätzen mit vergleichbarer Intensität auftraten und somit 

unabhängig vom Durchlesen des UGA-Codons waren. 

Nach längerer Exposition des Films (als in dem in Abb. 27 dargestellten Beispiel) konnte für die Wildtyp-

Konstrukte das entsprechende 145 kDa-Fusionsprotein auch in den Ansätzen ohne SelB und tRNASec aus 

E. acidaminophilum detektiert werden. Dessen Menge unterschied sich für alle drei Gene nicht 

signifikant, obwohl die zuvor für die grdB1-Fusion bestimmte relative β-Galactosidase-Aktivität (11,8 % 
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der Cystein-Mutante) deutlich über den Werten für die entsprechenden Konstrukte von prxU (1,6 %) und 

selD1 (3,6 %) lag (vgl. 3.9.2.).  

Daraufhin wurde die Sequenz stromabwärts des Selenocystein-Codons von grdB nach möglichen internen 

Translations-Startpunkten durchsucht, da ein N-terminal verkürztes Fusionsprotein natürlich nicht durch 

die gegen die Glutathion-S-Transferase gerichteten Antikörper erfasst wird, andererseits jedoch zur  

β-Galactosidase-Aktivität beiträgt. Auf diese Weise wäre die Diskrepanz zwischen den Resultaten der 

beiden hier angewandten Methoden zum Nachweis des Fusionsproteins zu erklären. Tatsächlich war in 

dem 63 bp umfassenden grdB1-Fragment, zehn Tripletts stromabwärts vom Selenocystein-codierenden 

TGA, ein ATG-Codon lokalisiert. Da sich unmittelbar stromaufwärts von diesem, in einem Abstand von 

fünf Nukleotiden, eine Purin-reiche Sequenz (5’-GAUGCGGUG-3’) befand, die teilweise komplementär 

zum 3’-Ende der 16S-rRNA von E. coli ist und deshalb als Ribosomen-Bindestelle dienen könnte, scheint 

eine Inititation der Translation an diesem Codon möglich. Die entsprechenden Fragmente der Gene prxU 

und selD1 wiesen hingegen stromabwärts des TGA-Codons kein ATG-Triplett auf. 

 

3.10. Nachweis einer Selen-modifizierten tRNA in E. acidaminophilum   
 

Bisherige Experimente zur Inkorporation von 75Selen in Makromoleküle von E. acidaminophilum 

beschäftigten sich nicht mit der Frage, ob der Organismus Selen-haltige tRNAs aufweist (HORMANN und 

ANDREESEN, 1989). Auch an Hand der von WAGNER (1997) vorgenommen, umfangreichen Anzuchten 

von E. acidaminophilum in Gegenwart von [75Se]-Selenit konnte in dieser Hinsicht keine Aussage 

getroffen werden, da den entsprechenden Ansätzen zum Zellaufschluss generell RNase zugesetzt wurde.  

Um einen Hinweis auf die Präsenz einer Seleno-tRNA zu erhalten, wurde E. acidaminophilum mit Glycin 

als C- und N-Quelle in Gegenwart von [75Se]-Selenit kultiviert, nach dem Zellaufschluss mittels 

Lysozym- und Ultraschallbehandlung erfolgte die Inkubation des Rohextraktes mit RNase A oder 

Proteinase K. Die markierten Makromoleküle wurden anschließend durch denaturierende Polyacrylamid-

Gelelektrophorese analysiert (Abb. 28). 
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Abb. 28: Autoradiographie einer 75Se-Markierung von Makromolekülen aus E. acidaminophilum. Die 
Auftrennung erfolgte in einem 13,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel. 75Se-markierte Komponenten sind durch Pfeile 
gekennzeichnet. Z: SDS-Lysat ganzer Zellen, RE: Rohextrakt, RE-R: RNase A-behandelter Rohextrakt, RE-P: 
Proteinase K-behandelter Rohextrakt. 

 

Insgesamt waren zehn markierte Banden zu unterschieden, davon zeigten neun Sensitivität gegenüber 

Proteinase K-Behandlung und Resistenz gegen RNase A. Von diesen konnten drei auf Grund der Größe 

sowie der Intensität der Markierung den Selenoproteinen A und B der Glycin-Reduktase sowie dem  

10 kDa-Protein zugeordnet werden. Bei drei weiteren Banden entsprach das Molekulargewicht dem der 

Selenoenzyme Formiat-Dehydrogenase, Selenophosphat-Synthetase und Peroxiredoxin. Eine Bande bei 

ca. 30 kDa repräsentierte möglicherweise ein Peroxiredoxin-Derivat, da in Western-Blots mit 

polyklonalen Antikörpern gegen dieses Protein neben dem erwarteten Signal bei ca. 23 kDa stets ein 

weiteres bei ca. 30 kDa zu beobachten war (T. PARTHER, persönliche Mitteilung). Andererseits könnte es 

sich auch um ein Abbauprodukt von Selenoprotein B handeln, da Banden der entsprechenden Größe auch 

bei der heterologen Expression von grdB in E. coli detektiert wurden (s. 3.7.4.). Die Signale bei 12 kDa 

und 45 kDa konnten keinem bekannten Selenoprotein aus E. acidaminophilum zugeordnet werden. Zwar 

weist das Substrat-spezifische Selenoprotein B der Betain-Reduktase ein Molekulargewicht von 45 kDa 

auf, allerdings wird das entsprechende Gen (grdH) offensichtlich nur exprimiert, wenn die Anzucht von 

E. acidaminophilum auf Betain erfolgt (WAGNER, 1997; SONNTAG, 1998), was in dem hier beschriebenen 

Versuch nicht der Fall war. 

Eine der markierten Komponenten, die im SDS-Polyacrylamidgel bei ca. 21 kDa lokalisiert war, erwies 

sich als resistent gegenüber Proteinase K, konnte jedoch nach Behandlung des Rohextraktes mit RNase A 

nicht mehr detektiert werden. Offensichtlich handelt es sich dabei um eine (oder mehrere) Selen-haltige 

tRNA(s).



4. Diskussion 89 

 

4. Diskussion 
 

4.1. Organisation und Transkription der sel-Gene aus E. acidaminophilum  
 

In E. acidaminophilum liegen die vier Gene, welche für die cotranslationale Inkorporation von 

Selenocystein in Proteine essentiell sind, in identischer Transkriptionsrichtung in einem Cluster in der 

Anordnung selD1 (Selenophosphat-Synthetase), selA (Selenocystein-Synthase), selB (Selenocystein-

spezifischer Elongationsfaktor SelB) und selC (tRNASec) vor (GURSINSKY et al., 2000; s. 3.2., Abb. 3). 

Ein zweites für eine Selenophosphat-Synthetase codierendes Gen, selD2, ist nicht mit diesem Cluster 

assoziiert.  

Die in E. acidaminophilum anzutreffende Genanordnung konnte bisher in keinem weiteren Organismus in 

dieser Form nachgewiesen werden (Abb. 29). Im Genom von Clostridium difficile (C. difficile-

Genomprojekt, Sanger Center, http://www.sanger.ac.uk) liegen selD, selA und selB zwar ebenfalls in 

gleicher Transkriptionsrichtung direkt hintereinander, getrennt durch intergene Regionen von 26 bzw. 113 

Nukleotiden, selC jedoch ist nicht in der Nähe dieser Gene lokalisiert. Das Gleiche gilt für Clostridium 

perfringens (SHIMIZU et al., 2002) und Thermoanaerobacter tengcongensis (BAO et al., 2002), hier 

umfasst die intergene Region zwischen selD und selA 16 bzw. 22 Nukleotide, während das Start-Codon 

von selB direkt auf das Stopp-Codon von selA folgt bzw. sogar mit diesem überlappt. Auch in Aquifex 

aeolicus sind selD und selA stromaufwärts von selB lokalisiert, weisen aber die entgegengesetzte 

Transkriptionsrichtung auf (DECKERT et al., 1998). Außer in diesen Organismen ist das Gen der 

Selenophosphat-Synthetase (selD) in keiner der bisher vollständig bekannten bakteriellen 

Genomsequenzen in umittelbarer Nachbarschaft der anderen sel-Gene anzutreffen. Gleiches gilt für selC, 

eine Ausnahme bildet dabei nur H. influenzae, hier befindet sich das Gen der tRNASec direkt 

stromaufwärts von selA, weist allerdings die entgegengesetzte Trankriptionsrichtung auf (FLEISCHMANN 

et al., 1995).  

Sowohl in Sinorhizobium meliloti (wo alle vier sel-Gene auf dem Megaplasmid pSymA lokalisiert sind, 

BARNETT et al., 2001) als auch in Pasteurella multocida (MAY et al., 2001) sind selA und selB durch 

einen offenen Leserahmen getrennt, und auch in D. baculatum liegen beide Gene nicht in einem Cluster 

vor (KROMAYER et al., 1996). Von diesen beiden Ausnahmen abgesehen, findet man in der Regel eine 

sehr enge Assoziation der Gene der Selenocystein-Synthase und des Selenocystein-spezifischen 

Elongationsfaktors. In E. coli überlappen sogar das Terminations-Codon (TGA) von selA und das Start-

Codon (ATG) von selB um vier Nukleotide (FORCHHAMMER et al., 1991; BLATTNER et al., 1997), was 

für eine enge Kopplung der Translation spricht. Die koordinierte Synthese beider Proteine resultiert in 

einer ähnlichen Kopienzahl von ca. 1100-2000 pro Zelle (FORCHHAMMER et al., 1990; Sawers et al., 

1991).  
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Abb. 29: Beispiele für die Organisation der Gene selD, selA, selB und selC in verschiedenen Organismen. Bei 
nicht assozierten Genen erfolgte keine Berücksichtigung der Transkriptionsrichtung. 

 

In E. coli werden alle vier sel-Gene konstitutiv exprimiert, ihre Transkription wird weder vom 

Sauerstoffgehalt, noch von der intrazellulären Selen-Konzentration beeinflusst (SAWERS et al., 1991). 

Das selC-Gen ist monocistronisch, als Startpunkt der Transkription konnte ein Guanin identifiziert 

werden, welches 24 Nukleotide vor dem 5’-Ende der prozessierten tRNASec lokalisiert ist (BURKARD und 

SÖLL, 1988). Dagegen ist das Gen der Selenophosphat-Synthetase Bestandteil eines Operons: 

stromabwärts von selD ist das Gen der DNA-Topoisomerase III (topB) lokalisiert, während sich 

stromaufwärts ein offener Leserahmen befindet, der ein 20-kDa-Protein unbekannter Funktion codiert. 

Ein Transkriptionsstart konnte sowohl vor diesem Gen als auch vor selD nachgewiesen werden (SAWERS 

et al., 1991). Wie bereits erwähnt, werden selA und selB gemeinsam transkribiert. Die Promotoren des 

selAB- sowie des selD-Operons aus E. coli zeigten nur schwache Sequenzhomologien zur Konsensus-

Sequenz 5’-TTGACA-17±1 b p -TATAAT-3’ aus E. coli (HARLEY und REYNOLDS, 1987) bzw. B. subtilis 

(HELMANN, 1995), dem entsprechend wurden nur geringe Mengen der jeweiligen mRNAs identifiziert 

(SAWERS et al., 1991). Der stromaufwärts von selC postulierte Promotor (LEINFELDER et al., 1988b) wies 

dagegen zumindest in der –10-Region eine 100 %ige Übereinstimmung mit der Konsensus-Sequenz auf, 

während die –35-Region nur geringe Homologie zu dieser zeigte. Mit nur ca. 200-350 Molekülen pro 

Zelle tritt die tRNASec in sehr geringer Menge auf, lediglich die tRNA1
Thr zeigt eine noch geringere 

Konzentration (DONG et al., 1996; TORMAY et al., 1996). 

 

In E. acidaminophilum befindet sich selC zwar direkt stromabwärts von selB, wird aber dennoch wie in  

E. coli monocistronisch transkribiert (s. 3.3.2.). Die Sequenzfolge 5’-TTGAAT-17±1 b p -TATAAT-3’, 
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welche stromaufwärts des mittels primer extension identifizierten 5’-Endes des tRNA-Precursors 

lokalisiert ist (s. 3.3.4., Abb. 7), zeigt eine sehr hohe Homologie zur oben erwähnten Konsensus-Sequenz. 

Auch die stromaufwärts der postulierten –10-Region von selC zu findende Sequenz 5’-TNTG-3’ 

(Positionen –18 bis –15) ist in den Promotoren Gram-positiver Organismen häufig anzutreffen (GRAVES 

und RABINOWITZ, 1986; HELMANN, 1995) und hat einen positiven Einfluss auf die Stärke des Promotors, 

wobei der Effekt dieser so genannten –16-Region vor allem bei –10- und –35-Motiven mit geringerer 

Homologie zur Konsensus-Sequenz zum Tragen kommt (VOSKUIL et al., 1995). Diese Merkmale 

sprechen für eine höhere Expressionsrate des selC-Gens als in E. coli, was angesichts der größeren 

Anzahl an Selenoproteinen, die z. T. in erheblicher Menge synthetisiert werden, durchaus sinnvoll 

erscheinen würde. Allerdings wird die intrazelluläre Konzentration einer tRNA nicht nur von der 

Effizienz der Transkription bestimmt, sondern hängt auch von anderen Faktoren wie z. B. processing des 

Precursor-Moleküls oder Abbau der Produkte ab (INOKUCHI und YAMAO, 1995).    

Das stromaufwärts von selA gelegene Gen der Selenophosphat-Synthetase (selD1) wird ebenfalls 

hauptsächlich monocistronisch transkribiert. Durch primer extension konnte ein Transkriptionsstart 26 bp 

stromaufwärts von selD1 nachgewiesen werden, die mögliche Promotorregion zeigte geringere 

Übereinstimmung zur Konsensus-Sequenz als das bei selC der Fall war, wobei vor allem der 

ungewöhnliche Abstand von 15 Basenpaaren zwischen dem –10- und dem –35-Motiv hervorzuheben ist 

(s. 3.3.4., Abb. 8). Der ungünstige Einfluss dieses Merkmals könnte zumindest teilweise durch den 

positiven Effekt der optimalen –16-Region (5’-TGTG-3’) des selD1-Promotors kompensiert werden.  

Im Northern-Blot wurden Signale erhalten, deren Größe sowohl einem selAB- als auch einem selD1ABC-

Transkript entsprach (s. 3.3.2.), die Existenz des letzteren konnte durch RT-PCR bestätigt werden  

(s. 3.3.3.). Ein Transkriptionsstart unmittelbar stromaufwärts von selA konnte allerdings durch primer 

extension nicht indifiziert werden, eine Ursache dafür könnte eine geringe Transkriptmenge sein.  

Die monocistronische selD1-mRNA scheint in deutlich größerer Menge vorzuliegen als das selD1ABC-

Transkript. Das steht im Einklang mit der Beobachtung, dass von der Selenophosphat-Synthetase etwa  

10 000 Kopien pro E. coli-Zelle existieren (EHRENREICH et al., 1992), während Selenocystein-Synthase 

und Elongationsfaktor SelB wie erwähnt in ca. 1100-2000 Kopien pro Zelle auftreten.   

Im Gegensatz zu selD1 ist das zweite Selenophosphat-Synthetase-Gen aus E. acidaminophilum nicht 

Bestandteil eines Operons. 

 



4. Diskussion 92 

 

4.2. Charakterisierung der Genprodukte von selA, selB und selC aus  
E. acidaminophilum 

 

Im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit (GURSINSKY, 1996) wurde selA nur unvollständig 

kloniert. Mit der nun vollständig bekannten DNA-Sequenz soll hier erneut eine Charakterisierung des 

abzuleitenden Genproduktes erfolgen. Mittlerweile steht durch die Entschlüsselung verschiedener 

mikrobieller Genome eine Vielzahl weiterer Sequenzen zu Homologie-Vergleichen zur Verfügung. Aus 

diesem Grund sowie zum besseren Verständnis der in Abschnitt 4.3. diskutierten Komplementations-

Versuche mit sel-Mutanten von E. coli werden neben dem selA-Genprodukt auch die an Hand der DNA-

Sequenz von selB und selC abzuleitenden Eigenschaften des Elongationsfaktors und der tRNASec hier 

nochmals besprochen. 

 

4.2.1. Selenocystein-Synthase (SelA) 
 

Die zur α/γ-Superfamilie der Pyridoxal-5’-Phosphat-abhängigen Enzyme gehörende Selenocystein-

Synthase (TORMAY et al., 1998) katalysiert die Umwandlung von Seryl-tRNASec in Selenocysteyl-

tRNASec in einer zweistufigen Reaktion (FORCHHAMMER und BÖCK, 1991). Zuerst bildet die 

Carbonylfunktion der prosthetischen Gruppe eine Schiff’sche Base mit der α-Aminogruppe des Serins, 

durch 2,3-Eliminierung eines Wassermoleküls entsteht Aminoacrylyl-tRNASec. An die Doppelbindung 

dieses Intermediates erfolgt die nukleophile Addition von HSe−; als Selendonor dient dabei 

Selenophosphat, welches vom selD-Genprodukt in einer ATP-abhängigen Reaktion gebildet wird (GLASS 

et al., 1992; VERES et al., 1994). Aktive Selenocystein-Synthase ist ein Homooligomer, bestehend aus 

zehn Untereinheiten, die in zwei Ringen angeordnet sind (ENGELHARDT et al., 1992). Je zwei Monomere 

binden ein Molekül Seryl-tRNASec (FORCHHAMMER und BÖCK, 1991).  

 

Das selA-Gen aus E. acidaminophilum codiert für ein 467 Aminosäuren großes Protein mit einem 

Molekulargewicht von 52,5 kDa (Swiss-Prot Q9S3K3). In Tab. 14 sind die in der EMBL-Datenbank 

enthaltenen bzw. mit dem Datenbank-Suchprogramm ENTREZ identifizierten Proteine (oder 

translatierten DNA-Sequenzen) mit signifikanter Homologie zur Selenocystein-Synthase aus  

E. acidaminophilum aufgelistet. Die mit Abstand höchste Identität ergab sich zu dem entsprechenden 

Enzym aus C. difficile, einem opportunistisch humanpathogenen Organismus, der ebenso wie  

E. acidaminophilum in Cluster XI der Clostridien einzuordnen ist (die Sequenz wurde von den unter 

http://www.sanger.ac.uk zugänglichen Daten des C. difficile-Genomprojektes abgeleitet).  
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Tab. 14: Vergleich von SelA aus E. acidaminophilum mit homologen Proteinen aus Datenbanken 

Organismus Protein: AS / MG [kDa] accession number  Identität [%]1 

Clostridium difficile2 SelA: 467 / 52,1 - 62,7 

Clostridium perfringens SelA: 462 / 51,8 Swiss-Prot Q8XIK2 51,8 

Thermoanaerobacter tengcongensis SelA: 461 / 51,7 TrEMBL Q8R8W4 51,4 

Desulfomicrobium baculatum SelA: 465 / 50,7 Swiss-Prot P56372 44,6 

Haemophilus influenzae SelA: 461 / 51,1 Swiss-Prot P43910 44,6 

Moorella thermoacetica SelA: 470 / 50,6 Swiss-Prot O33277 44,3 

Aquifex aeolicus SelA: 452 / 50,8 Swiss-Prot O67140 44,0 

Salmonella typhi3 SelA: 463 / 50,8 Swiss-Prot Q8Z2D8 43,8 

Salmonella typhimurium3 SelA: 463 / 50,9 Swiss-Prot Q8ZL69 43,8 

Escherichia coli4 SelA: 463 / 50,6 Swiss-Prot P23328   41,6 

Pasteurella multocida SelA: 460 / 50,7 Swiss-Prot Q9CK66 41.5 

Pseudomonas aeruginosa SelA: 468 / 50,3 Swiss-Prot Q9HV01 41,2 

Yersinia pestis SelA: 462 / 50,2 Swiss-Prot Q8Z9Y1 40,6 

Sinorhizobium meliloti SelA: 466 / 49,0 Swiss-Prot P58226 40,5 

Campylobacter jejuni SelA: 440 / 50,6 Swiss-Prot Q9PMS2 37,4 
1 Paarweise Sequenzvergleiche erfolgten mit dem Programm LALIGN (s. 2.11.3.). 
2 Die Sequenzierung des Genoms von C. difficile war zum gegenwärtigen Zeitpunkt (Stand 1. 7. 2002) noch nicht 

abgeschlossen, so dass sich Abweichungen zu den angeführten Daten ergeben können. 
3 Die SelA-Sequenzen beider Organismen sind zu 99,8 % identisch. 
4 Die SelA-Sequenzen aus E. coli K-12 und E. coli O157:H7 zeigen 100 % Übereinstimmung. 
 
 
Im Genom von Helicobacter pylori wurde ebenfalls ein Gen für ein SelA-homologes Protein (386 

Aminosäuren, im überlappenden Bereich 31,2 % Identität zu SelA aus E. coli) identifiziert und 

entsprechend bezeichnet (TOMB et al., 1997). Auf Grund der deutlich abweichenden Größe und der 

Tatsache, dass H. pylori anscheinend keines der Gene selB, selC oder selD besitzt, ist jedoch fraglich, ob 

es sich bei dem abgeleiteten Polypeptid tatsächlich um eine Selenocystein-Synthase handelt. 

Die in Tab. 14 angeführten SelA-Sequenzen weisen im zentralen Bereich die größte Homologie auf, N- 

und C-Terminus sind dagegen weniger stark konserviert (Abb. 30). 
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SelA_Ea   --MDKRTLFSKLPSVDKILGNDGVIELEKEYPRSLIVEVIREQIELARKRILELNESDMEGFDIDEDILINDIGHQLKLK   78
SelA_Cd   --MSKRELFAMLPSVDEVLSDNRIVEIINEYPRSLVLESVREVIDLKRQFILRLKEDASNSVTIEFGEIIESAIERVKLN   78
SelA_Cp   --MTK-ELLRALPKIDEILG-IFNEDFLNENGRETIVSALRDIINENRKAILNEEVD----YALTKEEAKSKCEHRLLKK   72
SelA_Tt   ----MEDLYRKLPSVDEILREEKINEVLKFNKREVVKNCIREVLERYREKIRRGEVK-----KIDIEKILEDVVSQIEEK   71
SelA_St   MTSETRTLYSQLPAIDRLLHDSAFLSLRDRYGHTQVVDLLRRMLDDARDVIRNTQTLPDW--YADWA---QEAKLRLENA   75
SelA_Ec   MTTETRSLYSQLPAIDRLLRDSSFLSLRDTYGHTRVVELLRQMLDEAREVIRGSQTLPAW--CENWA---QEVDARLTKE   75
SelA_Yp   MSAEPHPLYRQLPAIDRLLNEPEMAPLLAEYGPVLLADTLRQLQAEAREYIGQFHTLADW--CADWP---AALRQRLN-Q   74
SelA_Hi   ----MTALFQQLPSVDKILKTPQGLQLITEFGHTAVVATCRELLTQARQFIKKNNQLPEY--FSNFDRTFLEIHSHLQKQ   74
SelA_Pm   -----MSLYSSLPSIDKLLKTPEGARLSHEFGHTAVVNICRQLIEQGREYIKNENKLLPV--FQDISDTLREIELQLHAQ   73
SelA_Pa   --MSS----VRLPSVDRLLRSAAAAPLHQRYGREALLATLRDLLDELREPARHG-ALAEI--ELSEAVLAGRAGERLAAQ   71
SelA_Sm   --MSGPVDLRALPSVDQMLNAAAVSPLVEQHGRAVVTDELRKVLGEVRLAVRSGGALPGK--DGIVAALLS----RLDDR   72
SelA_Mt   --MESRNLLRQLPAVDQLLQHPRLKDLSREN-YKMVLALTRQVLDDWRLKIKNGATTIPD--PGQLA---REIENRYHEA   72
SelA_Db   ----MSSLFRHIPSVDRFLQDLEQDRALADLPRQMLKDLVAEFLDLCREEIRAGVVTDES--ALAFTTLAARAGAYVRTR   74
SelA_Aa   ----MKSLLRQIPQISKVVE-IFKKK----YPEIYVVKAAREVAEKYRKEIIEGKRKD-------LNGFLEDVERKIKSL   64
SelA_Cj   -----MNKFRTFPQINTLIEDESLKS----YPFYIKAFFCKKVVAKLKENFFQDEIS--------KDKLLLEIKKEIKTF   63

SelA_Ea   YALKLKRLINATGVVVHTNLGRSPMAEEIKEDLWLIASRYSNLEYDIESGKRGSRYSHLEEIVRKITGAEDVLVVNNNAA  158
SelA_Cd   YSLSLKKVINATGTVIHTNLGRSLLSEDIKDELWCAASRYSNLEYDLDNGERGSRYSHLTSTIKRLTGAEDVLVVNNNAA  158
SelA_Cp   RERNLKRVINGTGVVIHTNLGRSLLSKEATEAVALAASSYSNLEYDLEKGERGSRYSLIEGIIKDITGAEAALVVNNNAA  152
SelA_Tt   KKMSLRRVVNGTGIILHTNLGRALFPPQVKEHLLDIAFCYSTLEYDVEKGERGSRYSHVEKLLCELLDVEAALVVNNNAA  151
SelA_St   AQSALRPVINLTGTVLHTNLGRALQAQEAIEAVTQAMRAPVTLEYDLDGAGRGHRDRALATLLCRITGAEDACIVNNNAA  155
SelA_Ec   AQSALRPVINLTGTVLHTNLGRALQAEAAVEAVAQAMRSPVTLEYDLDDAGRGHRDRALAQLLCRITGAEDACIVNNNAA  155
SelA_Yp   RQPALKPVFNLTGTVLHTNLGRAPLAESAIAAVTDAMRSAVTLEYSLEGAGRGHRDRAVADLLCALTGAEDACIVNNNAA  154
SelA_Hi   NQVQIKAVHNLTGTVLHTNLGRALWSEAAQQAALSAMQKNVSLEYDLDEGKRSHRDNYISELLCKLTGAEAACIVNNNAA  154
SelA_Pm   SQVKIQSVHNLTGTILHTNLGRALWSDAAQHAALTSMSHNVALEYDLEEGKRSHRDHYISDLLCQLTGAEAACIVNNNAA  153
SelA_Pa   HASRVRRVFNLTGTVLHTNLGRALLPDEAIEAITLAARYPLNLEFDLASGKRGDRDDLIAGLIRELTGAEAVTVVNNNAA  151
SelA_Sm   SRSNLRPLFNLTGTVLHTNLGRALLAQEAVDAAVDAMREAAALEFDLDSGGRGERDSHLRELLCELTGAEDATVVNNNAA  152
SelA_Mt   GRSSLRPVINATGVVLHTNLGRAILSPAARAAALTAAGRYTNLEYDLEKGQRGNRYSHVTGLLKELTGAEEALVVNNNAA  152
SelA_Db   SRPHFRRVVNATGVVIHTNLGRSILAEEAVLAVAEGCRHYSNLEMDLDTGQRGSRYSHVEKLLCRLTGAEAGLVVNNNAA  154
SelA_Aa   MKPNIKRVINATGVVINTNLGRAPLSKDVINFISEIANGYSNLEYNLEEGKRGSRIAHIEKYLNELTGAESSFVVNNNAG  144
SelA_Cj   YRKDLQSVINASGVVIHTNLGRSVIHEELYEACKDIICNYSNVEFDLENGKRGSRYALVLEKLKMLFECEDALVVNNNAA  143

SelA_Ea   AVMLVLGTMAQGKEVITSRGELVEIGGSFRIPSVMEQSGAKLVEVGTTNKTYASDYEAAITENTGALLKVHTSNFRVVGF  238
SelA_Cd   AVLLVLSTMAKGGEAIVSRGELVEVGGSFRIPSIMALSGAELVEVGSTNKTHLKDYKEAITEDTNVLMKVHTSNYRIMGF  238
SelA_Cp   AIMLVLNSLCENKEVIVSRGELVEIGGSFRIPEVMNFSRAKLVEVGTTNRTHLYDYEDAITEETGAFLKVHSSNFKIVGF  232
SelA_Tt   AVLLALNTLAKGKEVIVSRGQLIEIGGSFRIPDVMLQSGAILKEVGTTNKTYDFDYINAITENTALLLKVHTSNYRIVGF  231
SelA_St   AVLLMLAATASGKEVVVSRGELVEIGGAFRIPDVMRQAGCTLHEVGTTNRTHAKDYRQAVNENTGLLMKVHTSNYSIEGF  235
SelA_Ec   AVLLMLAATASGKEVVVSRGELVEIGGAFRIPDVMRQAGCTLHEVGTTNRTHANDYRQAVNENTALLMKVHTSNYSIQGF  235
SelA_Yp   AVFLLLTVMAAGKQVVVSRGELVEIGGAFRIPDVMRQAGCELVEVGTTNRTHLKDYRQAINENTGLLMKVHTSNYSIEGF  234
SelA_Hi   AVLLMLATFAQGKEVIISRGELIEIGGAFRIPDIMEQAGCHLVEVGTTNRTHLKDYRNAITENTAFLMKVHSSNYQICGF  234
SelA_Pm   AVLLMLATFAQGKEVIISRGELIEIGGAFRIPDIMQQAGCKLVEVGTTNRTHLSDYRHAINENTAFLMKVHSSNYQICGF  233
SelA_Pa   AVLLALNSLGARKEGIISRGELIEIGGAFRIPDIMARAGVRLHEVGTTNRTHAKDYEAAIGPRSGLLMRVHTSNYSVQGF  231
SelA_Sm   AVLIALNSVGAGRQAIVSRGELIEIGGAFRMPDIMERAGVDLVEVGTTNRTHAKDYVKAIGPETALILKVHTSNYRIEGF  232
SelA_Mt   AVLLALSTLAAGRETIISRGQLVEIGGSFRIPEVMGQSGTRLVEVGTTNKTYIHDYERAVGPDTALLLKVHPSNYRIQGF  232
SelA_Db   AVLLVLDTLAKGREVVVSRGQLVEIGGSFRIPEVMKKSGAVLREVGATNRTHLRDYAEAIGPDTAMLMKVHTSNYRIIGF  234
SelA_Aa   AVFLVLNTLAEGKEVIISRGELVEIGGSFRIPDIMKKSGAILREVGTTNKTKVSDYEGAINQNTALLMKVHKSNFYMEGF  224
SelA_Cj   AVFLVLNSLCYDKEVISSRGELVEIGGSFRVPEVIKAAGVKLCEVGTSNKTHLKDYEQAINENTALILKTHKSNFALMGF  223

SelA_Ea   TNTPELEELREIGDKYDIPVIE LGSGVFIDLSKYGLSY-EPTVMDSLRKGADIVTFSGD ILGGPQAGIIVGKKKYIDK  317
SelA_Cd   TESVSIEELVNLGKKYKLPVIE LGSGVFIDLSKYGLSY-EPTVLDSIRQGADVVTFSGD MLGGPQAGIIVGKKEYIEK  317
SelA_Cp   TKSVSANDICNLAKEKGIPVIE IGSGVLIDLSKYGLEK-EPTVIESLESGVDIVTFSGD MLGGAQAGIIVGKKKFIDK  311
SelA_Tt   THDIATEELVQIGRKYDIPTME LGSGVMVDLREYGLPH-EPTVQEVVKAGVDIVTFSGD LLGGPQAGIIVGKKKYIDL  310
SelA_St   TKTVEEAELAEIGRELDIPVVA LGSGSLVDLSQYGLPK-EPMPQQLIAAGVSLVSFSGD LLGGPQAGIIVGKKAMIAQ  314
SelA_Ec   TKAIDEAELVALGKELDVPVVT LGSGSLVDLSQYGLPK-EPMPQELIAAGVSLVSFSGD LLGGPQAGIIVGKKEMIAR  314
SelA_YP   TAAVSEQQLAALGQECSIPTAT LGSGSLVDMTRYGLPA-EPMPQQLIAAGVDLVTFSGD LLGGPQAGIILGKKQWIER  313
SelA_Hi   TSSVSEEELTELGQEMNVPVVT LGSGALVDLSQYGLPK-EPTVQEKIAQGVDLVSFSGD LLGGVQAGIIVGKKEWIEQ  313
SelA_Pm   TKSVTEAELVTLAREFNLPVMT LGSGALVDLAQYGLPK-EPTVQEKWAQGVELISFSGD LLGGPQAGIIVGKKAWIDR  312
SelA_Pa   TASVPTAQLAAIAHGHGLPLLE LGSGTLVDLTRWGLPK-EPTVQEALADGADIVTFSGD LLGGPQAGLILGNRELIGR  310
SelA_Sm   TAEVPGAELAAIAHERGVVLLN LGSGSLVDLSRYGLGR-EPTVREAVAEGADLVTFSGD LLGGPQAGFIVGRRDLIAE  311
SelA_Mt   TREVTTAELVELGRRVGVPVME LGSGFLIDLEAYGITG-EPTVQAEINQGVDVVTFSGD LLGGPQAGIIVGRRDLVAA  311
SelA_Db   HKEVDLPDLVALGRERGLSTFE LGSGNLFDFSPYGFMP-EPTVQQVLRSGVDVVTFSGD LLGGPQAGVIVGRREFIER  313
SelA_Aa   VEEVKLEDLVKLGHKYGIPTYY AGSGLLINLKEFGISVDEPNFRDCISLGIDLVSGSGD LLGGPQAGIIVGKKNLIEK  304
SelA_Cj   HSEVNIKDLHELAKEKELLSYY LGSGWCENLNEK-LIKNEPKIRKLVQE-CDILSFSGD LFGSVQAGIILGKKELIEK  301
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SelA_Ea   VGGGLLPLERIESRVISIVPENMS------VSRLEESLRLCDDHIIGRVYDEKYVIDVRTLFDEEYEIICNQLKSILG--  467
SelA_Cd   VGGGSMPLETISTKVISITPEHMN------VSSLEKKLRLSEAHIIARVYDNKYVLDVRTIFDDEFDVIVEELRKAFN--  467
SelA_Cp   VGGGSMPDSKLSTYLLRIDSDRIN------EVNLERELREYKIPIITRVYKGAVYIDLRTILEDDYEVIFNALKEIGEK-  462
SelA_Tt   SGGGSLPEESLPSYGITLEVEGFD------TEDLERRLRIRDIPIITRIVDGVVTIDVRTLLEGDEEVILHALEEITGVC  460
SelA_St   IGSGSLPVDRLPSAAMTFTPHDGR---GSRLEALAARWRMLPVPVIGRIYDGRLWLDMRCLE--DESRFMEMMLK-----  463
SelA_Ec   IGSGSLPVDRLPSAALTFTPHDGR---GSHLESLAARWRELPVPVIGRIYDGRLWLDLRCLE--DEQRFLEMLLK-----  463
SelA_Yp   IGSGSLPVDRLPSWALTFTPKDGR---GSTLEALTARWRTLTKPVIGRVADGRLWLDLRCLE--DEAALLRELAS-----  462
SelA_Hi   IGSGSQPMERIPSVAVTIAEKTN-----AKLSALSARFKQLSQPIIGRMENGKIWLDLRSLA--DIETLLNTLDEL----  461
SelA_Pm   IGSGSQPMATIPSVAVTISTEKA-----GKLTALLQRFKALPQPIICRVEKEKIWLDLRGLA--DIDSLLKTIMQL----  460
SelA_Pa   IGSGAQPVARLASAALCLRPRQPRRLRGRALRNLEEALRGLPLPVIGRLDDDALWLDLRQLD--DEPAFLAQLPRLRSEL  467
SelA_Sm   IGSGALPVDTIPSAGLRIVGSS-----GSALEALAALFRSLSRPILGRLRDGALVLDLRCLS--DEAEFLKTLSEGSGDA  464
SelA_Mt   AGGGSLPVTELPSWAITIRPEQGG------AAGLVTALRRTDPPVLARVQDDLLLLDVRTLLPGEGEELARALVQALEGA  464
SelA_Db   VGGGSFPEQDLSTTLVSVAPTGMD------VDSLRQGLLAEDIPVVGRVEDGAFCLDPRTLMDAEFALVAGAMKAVLAR-  465
SelA_Aa   PGGGSLPELELPTYCVAIRHDRLSS------QELSRRLRLAEPPIVCRIREDQLLFDMRTVFHEDLKTIKKTLQELLSI-  452
SelA_Cj   VGGGSMPDKSLDTYILTFQGDALK---------LQTRFRKEN--IIGRIENDEFVLDFRTIRENELQKLILTINQMENL-  440

SelA_Ea   ------  467
SelA_Cd   ------  467
SelA_Cp   ------  462
SelA_Tt   Q-----  461
SelA_St   ------  463
SelA_Ec   ------  463
SelA_Yp   ------  462
SelA_Hi   ------  461
SelA_Pm   ------  460
SelA_Pa   S-----  468
SelA_Sm   VA----  466
SelA_Mt   VHGGES  470
SelA_Db   ------  465
SelA_Aa   ------  452
SelA_Cj   ------  440

 

Abb. 30: Alignment von SelA-Sequenzen. Der Sequenzvergleich erfolgte mit CLUSTAL W (s. 2.11.3.) Identische 
Aminosäuren sind dunkelgrau, Reste mit ähnlichen biophysikalischen Eigenschaften (unpolar / polar, ungeladen / 
basisch / sauer) dagegen hellgrau unterlegt. Der innerhalb der α-Familie Pyridoxal-5’-Phosphat-abhängiger Enzyme 
konservierte Aspartat-Rest sowie der die prosthetische Gruppe tragende Lysin-Rest wurden blau bzw. grün 
hervorgehoben. Ea: E. acidaminophilum, Cd: C. difficile, Cp: C. perfringens, Tt: T. tengcongensis, St:  
S. typhimurium, Ec: E. coli K-12, Yp: Y. pestis, Hi: H. influenzae, Pm: P. multocida, Pa: P. aeruginosa, Sm:  
S. meliloti, Mt: M. thermoacetica, Db: D. baculatum, Aa: A. aeolicus, Cj: C. jejuni. 

 

Durch die Analyse von Mutanten konnte für das E. coli-Enzym der Lysin-Rest an Position 295 als Träger 

der prosthetischen Gruppe Pyridoxal-5’-Phosphat identifiziert werden (TORMAY et al., 1998). Diese 

Aminosäure ist erwartungsgemäß in allen hier angeführten SelA-Sequenzen konserviert, beim Enzym aus 

E. acidaminophilum handelt es sich um Lys(298). Vertreter der α-Familie Pyridoxal-5’-Phosphat-

abhängiger Enzyme weisen einen invarianten Aspartat-Rest auf, der mit dem Pyridin-Stickstoff der 

prosthetischen Gruppe interagiert (ALEXANDER et al., 1994). Für die Selenocystein-Synthase aus E. coli 

wurde diese Funktion an Hand von Sequenzvergleichen Asp(258) zugeordnet (TORMAY et al., 1998), 

dieser Rest ist ebenfalls in allen SelA-Sequenzen konserviert (Position 261 im Protein aus  

E. acidaminophilum). 
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4.2.2. Selenocystein-spezifischer Elongationsfaktor (SelB) 
 

SelB stellt einen auf die cotranslationale Inkorporation von Selenocystein in Selenoproteine 

spezialisierten Elongationsfaktor dar, der dabei die Funktion von EF-Tu übernimmt. Phylogenetische 

Analysen lassen auf eine enge Beziehung zur γ-Untereinheit des eukaryotischen Initiationsfaktors 2 

schließen (KEELING et al., 1998). Anders als EF-Tu bindet SelB nicht nur GTP und die Aminoacyl-tRNA 

(in diesem Falle Selenocysteyl-tRNASec), sondern auch die unmittelbar stromabwärts des Selenocystein-

spezifischen UGA-Codons lokalisierte mRNA-Sekundärstruktur (SECIS-Element). Entsprechend der 

Funktion des Proteins weist der N-terminale Teil von SelB eine hohe Homologie zu allen drei Domänen 

von EF-Tu auf, dieser Bereich ist für die Bindung von Guanin-Nukleotiden und Aminoacyl-tRNA sowie 

für die Interaktion mit dem Ribosom verantwortlich. Der C-terminale Teil des Selenocystein-spezifischen 

Elongationsfaktors bildet hingegen eine zusätzliche, in EF-Tu nicht vorhandene Domäne (HILGENFELD et 

al., 1996; KROMAYER et al., 1996). Für E. coli-SelB konnte gezeigt werden, dass dieser Bereich des 

Moleküls, speziell das am C-Terminus lokalisierte 17 kDa große Segment (Subdomäne 4b), spezifisch die 

Sekundärstruktur der Selenoprotein-mRNA bindet (KROMAYER et al., 1996). Ein weiterer Unterschied zu 

EF-Tu besteht darin, dass SelB zu GTP eine höhere Affinität aufweist als zu GDP (FORCHHAMMER et al., 

1989; THANBICHLER et al., 2000). Ein Faktor wie EF-Ts, der den beschleunigten Austausch von GDP 

gegen GTP bewirkt, ist aus diesem Grund nicht notwendig, entsprechend fehlt in SelB die Bindestelle für 

EF-Ts (HILGENFELD et al., 1996).  

SelB erkennt spezifisch Selenocysteyl-tRNASec, der mit Serin beladene Precursor oder andere 

aminoacylierte tRNA-Spezies werden nicht gebunden (FORCHHAMMER et al., 1989). Die Interaktion mit 

der geladenen tRNA führt zu einer signifikanten Steigerung der Affinität des Elongationsfaktors zur 

entsprechenden Bindungsstelle der Selenoprotein-mRNA (THANBICHLER et al., 2000). Diese 

Wechselwirkung wiederum erhöht die Ribosomen-abhängige GTPase-Aktivität von SelB um den Faktor 

drei bis vier, wahrscheinlich durch Induktion einer Konformationsänderung, welche die Affinität 

gegenüber dem Ribosom steigert (HÜTTENHOFER und BÖCK, 1998b).  

 

Das vom selB-Gen aus E. acidaminophilum codierte Produkt (Swiss-Prot Q9S3K2) besteht aus 626 

Aminosäuren und weist eine molekulare Masse von 71,0 kDa auf. Wie im Falle von SelA zeigt das 

Protein die deutlichste Homologie zu der entsprechenden Sequenz aus C. difficile (Tabelle 15). 
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Tab. 15: Vergleich von SelB aus E. acidaminophilum mit homologen Proteinen aus Datenbanken 

Organismus Protein: AS / MG [kDa] accession number Identität [%]1 

Clostridium difficile2 SelB:  627 / 71,6    - 55,3 

Thermoanaerobacter tengcongensis SelB:  626 / 71,4    TrEMBL Q8R8W5 49,4 

Clostridium perfringens SelB:  635 / 72,2 TrEMBL Q8XIK3 46,0   

Moorella thermoacetica  SelB: 634 / 70,7 Swiss-Prot Q46455 43,5 

Desulfomicrobium baculatum  SelB: 634 / 70,1 Swiss-Prot Q46497 36,3 

Pseudomonas aeruginosa SelB: 641 / 71,0 TrEMBL Q9HV02 31,2 

Escherichia coli K-123 SelB: 614 / 68,9 Swiss-Prot P14081 30,7 

Escherichia coli O157:H73 SelB: 614 / 68,8 TrEMBL Q8XDI8 29,6 

Aquifex aeolicus SelB: 582 / 66,2 TrEMBL O67141 30,5 

Sinorhizobium meliloti SelB: 666 / 72,4 TrEMBL Q931D5 30,0 

Pasteurella multocida SelB: 624 / 70,6 TrEMBL Q9CK68 29,5 

Salmonella typhi4 SelB: 616 / 68,8 TrEMBL Q8Z2D7 29,2 

Salmonella typhimurium4 SelB: 616 / 68,7 TrEMBL Q8ZL70 28,9 

Yersinia pestis SelB: 650 / 71,6 EMBL AL5908425 27,5 

Haemophilus influenzae SelB: 619 / 70,0 Swiss-Prot P43927 27,4 

Campylobacter jejuni SelB: 601 / 69,5 TrEMBL Q9PMS1 26,7 

Methanococcus jannaschii SelB: 469 / 51,9 Swiss-Prot Q57918 22,0 
1 Paarweise Sequenzvergleiche erfolgten mit dem Programm LALIGN (s. 2.11.3.). 
2 Die Sequenzierung des Genoms von C. difficile war zum gegenwärtigen Zeitpunkt (Stand 1. 7. 2002) noch nicht 

abgeschlossen, so dass sich Abweichungen zu den angeführten Daten ergeben können. 
3 Die SelB-Sequenzen beider Organismen sind zu 98,4 % identisch. 
4 Die SelB-Sequenzen beider Organismen sind zu 98,7 % identisch. 
5 Yersinia pestis CO92, komplettes Genom 
 
 
Das Alignment der in Tabelle 15 angeführten bakteriellen SelB-Sequenzen verdeutlicht den hohen Grad 

der Ähnlichkeit im N-terminalen, EF-Tu-homologen Teil, während die vierte Domäne mit Ausnahme 

einiger invarianter Reste nahe des C-Terminus (vorwiegend basische und saure Seitenketten) kaum 

Übereinstimmungen zeigt (Abbildung 31). 
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SELB_Ea   MKNIIIGTAGHIDHGKTTLIKALTGKETDRLKEEKKRGI IDLGFTNFDLPSG----KRAGIVDVPGHEKFIKNMLAGVH   76
SELB_Cd   MKNVVIGTAGHIDHGKTTLIKALTGRETDTLDEEKKRGI INLGFTYFDLPNN----RRAGIVDVPGHEKFIKNMLAGAS   76
SELB_Cp   MKHVIIGTSGHIDHGKTTLIKALTGRETDKIDEEKKRGI INLGFTFFDLPSG----KRAGIIDVPGHEKFIKNMLAGAT   76
SelB_Tt   MKNIIIGTAGHIDHGKTTLIKALTGKDTDRLKEEKLRGITTDLGFAYFDLPSG----IRAGIIDVPGHEKFIKNMLAGAH   76
SELB_Mt   MDYIVVGTAGHVDHGKTVLVKALTGVDTDRLKEEKERGI IELGFAPLTLPSG----RQLGLVDVPGHERFIRQMLAGVG   76
SELB_Db   -MPVIMGTAGHIDHGKTSLIKALTGINCDRLAEEQKRGITIELGFAYLDLTPE----VRLGIIDVPGHERFVKNMVSGAA   75
SELB_St   ---MIIATAGHVDHGKTTLLQAITGVNADRLPEEKKRGMTIDLGYAYWPQPDG----RVLGFIDVPGHEKFLSNMLAGVG   73
SELB_Ec   ---MIIATAGHVDHGKTTLLQAITGVNADRLPEEKKRGMTIDLGYAYWPQPDG----RVPGFIDVPGHEKFLSNMLAGVG   73
SELB_Yp   ---MIIVTAGHVDHGKTTLLQAITGVNADRLPEEKQRGMTIDLGYAYWPLPDG----RIMGFIDVPGHEKFLANMLAGGG   73
SELB_Hi   ---MIIVTSGHVDHGKTALLKALTGTSTAHLPEEKKRGMTIDLGYAYLPLEN-----KVLGFIDVPGHEKFLSNMLAGLG   72
SELB_Pm   ---MIIVTSGHVDHGKTALLQALTGTHTAHLPEEKKRGMTIDLGYAYLPLEKNGKIDRTLGFIDVPGHEKFLVNMLAGLG   77
SELB_Pa   ---MIVGTAGHIDHGKTSLLRALTGIEGDRRPAERQRGITIDLGYLYADLGDG----SPTGFIDVPGHERFVHNMLAGAS   73
SELB_Sm   ---MIVGTAGHIDHGKTTLVKALTGVDTDRLKEEKARGITIDLGFAYARFAKD----AVTGFVDVPGHERFIHTMLAGAG   73
SELB_Aa   MKYILFATAGHVDHGKTTLIKTLTGIDTDRLPEEKKRGL IDIGFAYIDFPDIN---TRLEIIDVPGHERFIKNAIAGIC   77
SELB_Cj   MKSVIIGTAGHIDHGKTSLIKALNGFEGDSLKEEQERQITINLSFSNLKLKDK-----NISFIDVPGHKDLVKTMVSGAF   75

SELB_Ea   GMDLVLLVVSADEGVMPQTIEHLEILNLLDIKKGLIVI KADTVDTDFKELVKEDVMEKLEGTFLE--NADIVEVDSISG  154
SELB_Cd   GIDIVLLVVAADEGVMPQTVEHLDILSFLNIKNGIVVL KSDTVDDEFRELVKEDICEKIKGTFLE--DAEIIEVDSISK  154
SELB_CP   SLDVVLLIIALDEGIMPQTKEHLEILELLEVKKCIVAL KRDLVDEEWAEMIKEDIKNYLKSTSFK--DATMIEVSSKTK  154
SelB_Tt   GIDIVMLVIAADEGVMPQTKEHVDILSFLDIKAGIIVL KCDLVEKDWLLIVEEDVRENLKGTFLE--NAPIVHVSSVTG  154
SELB_MT   GMDLVMLVVAADEGVMPQTREHLAIIDLLQIKKGIIVI KIDLVEADWLELVREEVRQAVKGTVLE--DAPLVEVSALTG  154
SELB_Db   GIDFVLLVIAADEGIMPQTREHLEICSLLGIRAGLVAL KTDMVEEDWLELVHEEVQTYLAGSFLE--GAPIVPVSAHTG  153
SELB_St   GIDHALLVVACDDGVMAQTREHLQILQLTGNLQLTVAL KADRVDEARIGEVREEVLAALDNYGF--ADTVLFVTAANEG  151
SELB_EC   GIDHALLVVACDDGVMAQTREHLAILQLTGNPMLTVAL KADRVDEARVDEVERQVKEVLREYGF--AEAKLFITAATEG  151
SELB_Yp   GIDHALLVVACDDGVMAQTREHLAILRLSGRPALTVAL KADRVDDERIAQVHQQILQELVAQGWSAEQISLFVTAAVTE  153
SELB_Hi   GVHYAMLIVAADEGVAVQTKEHLAILRQLQFHEIIVVI KADRTNSAQIESLIQTIKQDYSFLRN----ANYFVTSAETG  148
SELB_Pm   GIHYAMLIVAADEGVQAQTLEHLAILRLLQLEHILIVI KADRATLPQIEQLSQQLKANHPILAN----SPVFITSAKTE  153
SELB_Pa   GIDCVLLVVAADDGLMPQTREHLAIVELLGIRRALVAL KIDRVEPQRVQQVRTQVEHLLASGPL--ARSPIFPLSSSTG  151
SELB_Sm   GIDYAMLVVAADDGIKPQTLEHLAILDLLGVSRGLVAI KADLADPARLENLTDEIGAVLSSTSLR--DAEILPVSVAAG  151
SELB_Aa   SASGLILVVDPNEGIMPQTIEHLRVAKSFGIKHGIAVL KMDKVDEELAHIAEEELIAFLEKEEMN---MEIVKVSAVTG  154
SELB_Cj   GFSVCLFVVDINEGLKEQSLEHLEILKILDIKNIILVL KCDLCEN--IEQKSVEILEELKNLDYP--ILKVFHTSIKNN  151

SELB_Ea   TGIKELTEEIDRLTDEVEDKNI-DANPRLSID VFSIKGFGTVVTGTLIEGKMNLDDDMMIYPGEIKTKIRSLQVHGESQ  233
SELB_Cd   RGIDTLIEKIDKMSDDIEDKNE-NSPARLNID VFSIKGFGTVITGTLIEGKISIEDDLVIYPQVLKTKIRSIQVHGENK  233
SELB_Cp   EGLNELITEIDSAVEEIEQKDK-EGHFRLAVD SFSVSGFGTVATGTILSGSVKLGDLVQINPSGIEARVRNIQVHDENV  233
SelB_Tt   EGLDILVNTLDELAQKVKERSS-EGIFRLPVD VFSIAGFGTVVTGTLISGKIKVGDKVMIYPKMIESRVRNLQVHERNV  233
SELB_MT   EGIAELREQLDALAAVTPPRPA-AGRVRLPID VFSVTGFGTVVTGTLWSGTIKVGDELEVQPEGLKTRARNLQVHGRTV  233
SELB_Db   AGLEELKGYIAELSSTFAPDRR-SDLFRLPVD VFTMKGHGTVVTGTSISGALRLGEEIEIVPSGHRSKVRGLQVHGTAA  232
SELB_St   RGIAELRAHLQQLPARSHAA---QHRFRLAID AFTVKGAGLVVTGTALSGEVNVGDTLWLTGVNTPMRVRSLHAQNQPT  228
SELB_Ec   RGMDALREHLLQLPEREHAS---QHSFRLAID AFTVKGAGLVVTGTALSGEVKVGDSLWLTGVNKPMRVRALHAQNQPT  228
SELB_Yp   RGIGELREHLAQCHQQRDPKGRLQRRFRLAID VFSVKGAGLVVTGTALAGQVAVGDTLWLTGGDCPVRVRGIHAQNQPA  233
SELB_Hi   QGISELRHYLANLAELADTQ----KPFRYAID VFSVKGAGTVVTGTAFSGTVKVNDEIYLS-TGQKIRIKAIHAQNTSS  223
SELB_Pm   QGIDELRNYLAKLPNLADSN----KPFRYAID VFSVKGVGTVVTGTAFSGRVQIDDELLLS-NGQTVRIKNIHSQNQQT  228
SELB_Pa   EGVEALREALGGLAGEVRERSR-EGYFRLAVD AFSVAGSGIVVTGTAFSGQVAVGDELLLGNAGRPVRVRGLHAQNRPA  230
SELB_Sm   QGIELLKERLAAAECATAAS-AVGGRFRLAVD SFTLSGAGTVVTGTVLSGSVGVGDQVTVSPAGRSARVRSIHAQNQRA  230
SELB_Aa   QGIEDLKNSIKKLLESINNLNK-HKPLRIFVDSAFVVKGYGTVLRGSCFEGEVKEGDKVVVEPIGVISRVRKMQNHGVFV  233
SELB_Cj   QGIEELKNYLYTIENKENDE---ELIFHYYID VFSLKGIGTVVTGSLNEGSITLNEKIICLDTQKELIVKNIQNHDTNL  228

SELB_Ea   KIAYAGQRVAINLANV--RVEEIERGDVLAKPNSM-QSSMMIDVKLKLIKNLDRGLRYWDRIRLYHGAKEILGRVAFLDR  310
SELB_Cd   DTAYAGQRTAINISNV--KVDDIKRGDVLAAPNSL-EESMMLDVKLSLVNHLDKGLKHWDRLRLYHGTREILCRAVPLDK  310
SELB_Cp   EIGEAGQRCALNLSGV--TKEEVTRGMVVCTANTI-EPSYMVDCKFRYLKSNEKNLVNRQRVRIYHGTSEIFGRIVLLDK  310
SelB_Tt   ECAFAGQRTAINLANV--KVEEIERGDVIAPPEAI-IPSTMIDVKLSLLK-EAKTLKNRERIRFYTGASEVIGRAVLLDR  309
SELB_Mt   KEARAGQRVAVNLAGI--ETEAVHRGSSLLTPGFL-TPTYRLDASFKLLN-GARPLANRDRVHFYLGTSEALGRVVLLDR  309
SELB_Db   EVARAGERTAVNLYGL--EVAELERGEVLAHPQTL-FPSPVWDVEMTCLSSSPNPLKHRTEVHFHHGSREILAKLFFLDR  309
SELB_St   DHAYAGQRIALNIAGD-AEKEQLNRGDWLLSDAPVGEAFSRVIVSL----ALHAPLSQWQPLHIHHAASHVTGRVSLL--  301
SELB_Ec   ETANAGQRIALNIAGD-AEKEQINRGDWLLADVPP-EPFTRVIVEL----QTHTPLTQWQPLHIHHAASHVTGRVSLL--  300
SELB_Yp   QQAQAGQRIALNISGD-ISKQQINRGDWLLAQPPL-PPVDRVLVTV----DADTPLQHWQPLHLYHGARHITGRFSLLGH  307
SELB_Hi   EQGIAGQRLALNLNAD-LDRTPMKRGDWLLQNEPL-PPTDRISVQI----LAEVPLNESQPVHIYHGASRTTGKLTLLQG  297
SELB_Pm   NVGNAGERLALNLNVD-LDRITIERGDWLLSQQPL-PPTSRITVLL----NAETTLQESQPIHLYHASARTTGKLNLLQH  302
SELB_Pa   QQAWAGQRVALNIAGERLALEQIQRGDWLLQAALH-APTTRVDIDFRLLPDELRDFTHWTPVHLHLGTQDVTGRLALLEG  309
SELB_Sm   ERGFAGQRCALNLAGEGISKDAITRGDMVVDPHLH-APSDRLDADLSVLESETKPIGEWFSARFHHASAETGIRIVPLEG  309
SELB_Aa   KKAVAGERIALNLPEV--DAKKVKRGFLILKPESY-EKSNVLIVKT------EIDLKPGKIYQVFFGMRETVGKISVIDK  304
SELB_Cj   EQIKACNRVALSLNCD---YKELKKG-YLLSKKGYFKAFKECDALVKAK-----NLQN-SKMIFCVGSRQIECKINILKK  298
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SELB_Ea   EELAP---------------------GEECFCQIRLEDTIVAKKDDRFVIRYYSPMITVGGGAIIDTNPKKHKRFDEDVL  369
SELB_Cd   ELIES---------------------GESGYVQLRLEESIVSKKGDTFVVRRYSPMETIGGGVIIDPSPKKHKKFDEKVI  369
SELB_Cp   EEVKP---------------------GEEVYIQLRLEREICAQKGDNLVIRNYSPMVTLGGGKIINPVAKKAKRFKEDYL  369
SelB_Tt   DELHG---------------------GESCYAQIYLEDCVSVLRKDKFVIRTYSPMLTIGGGIILDPNPEKHKRFDIEVI  368
SELB_Mt   DELNG---------------------GEEALIQLLMEKPVVASREDRFILRSYSPMETIGGGIIIDPVPPKHRRFQPEVL  368
SELB_Db   DKLEP---------------------GETAVCQVRFPRPLPGVYGDRCIVRSFSPLQTVAGGRIINPLGRKVRRHSKD-M  367
SELB_St   ---------------------------EGGLAELIFDTPLWLADNDRLVLRDISARATLAGARVVTLKAPRRGKRKPDYL  354
SELB_Ec   ---------------------------EDNLAELVFDTPLWLADNDRLVLRDISARNTLAGARVVMLNPPRRGKRKPEYL  353
SELB_Yp   QQLIDDQQPLIDHQQIINNQSTSGGHSSQILAELLLDSPLWLVENDRVILRDIGAKKTLGGARVIHLAVPSRGKRQPAYL  387
SELB_Hi   KNAAK---------------------NDRTLAEIILDSPLFLAFGDKLILRSGDTKTLIAGARVLEINSPKRHKRTEVRL  356
SELB_Pm   KTLLP---------------------AQQGLAEIILEKPLFLAYADKLILRSGDAKHLVAGAKVIEINSPKRHKRTEQRL  361
SELB_Pa   EQLEP---------------------GHRAFAQLVLNAPIQALHGDRLVLRDQSAQRTLGGGRVLDGAAPARNRRTPARL  368
SELB_Sm   PLLPG----------------------ERRRVQLVLDRPIAAAVGDRFILRDVSARRTIGGGRLLDLRAPARKRRSPERL  367
SELB_Aa   G-----------------------------IYLVRLKENAIVRRGDKLVVLD-SSGNFLGGAEVLHPKVRVTKK------  348
SELB_Cj   LENDE------------------------FFVHFSFDKNVFLSFDEAFILLQ--NNRVIGGGKVLNPLSEPLKKEQKNKF  352

SELB_Ea   SSLNMKESGDPQFVVEENIRTNSKDYPVLKEIAKSLGENEDIVLENIKGLVASGRVIDING----TYIHLEHYDRLRQKI  445
SELB_Cd   EALKIKEKGELKDIIEEYLKRNLKNYPNIKEIMSYSGAHEEDVKRALETLISEDKVFIIGN----MYMHINQYNKLKENT  445
SELB_Cp   NELKLMEKGSIEEIVENVVLSLSETFPNSQEIIKGLGRNIDNIDFILEKLCEDKKIIGIDNGKSKVFIHNKFFTKKSEEI  449
SelB_Tt   ETLSNIEKLGDKFVIEKLVYES--LLPLSEEEIKRKANVVDIGKFSLKNLIKLK--LEEKD----YFYHREKYEEMCLRT  440
SELB_Mt   VSLQRRLEGSPEKILAQIIQEHREGLDW-QEAATRASLSLEETRKLLQSMAAAGQVTLLRVENDLYAISTERYQAWWQAV  447
SELB_Db   ETLSTLGAATGEELLLAQLRLAGRGGLTVAELRIMTDMESKLLDKTLQILGGKQLAFQFDRD-DKRFVGADVLDGLAGAC  446
SELB_St   HWLSTLAAAQDDSAALAIH-LERGAVNLPDFGWARQ-----LNPLGMRQLIEQHG-FIQAG---DNLLSAPVAARWQRKI  424
SELB_Ec   QWLASLARAQSDADALSVH-LERGAVNLADFAWARQ-----LNGEGMRELLQQPG-YIQAG---YSLLNAPVAARWQRKI  423
SELB_Yp   AWLTALAQATSDREVLDLH-LAQGPVSVRTFSWARQ-----LTDNEMAALLAATD-TVVAG---DIALSHPHAQQAQQTL  457
SELB_Hi   NFLANLALAENASQRIALT-LQHNATTARQLMWTEQ-----LTSLQLDKALAERD-AVRYQ---DWCFNPNYVQEKTQQI  426
SELB_Pm   NFVYALQQAKTTTERTALY-LQNKAVDAQTLMWTEQ-----LNAEQLAEIVAVNQ-QVRFQ---DWIFNADYQQQQTEKL  431
SELB_Pa   AQLQALRQESLEEALPTLLGAAENGLDPQRLVQSFN-----RPREHWRLPEEVVEVQTRLG---PRLFAGERWFALVEQL  440
SELB_Sm   SYLQAASLSHAGEALAALLDVPPFLVDLDVFARDRA-----LSEAELQNAIRSASAEVIEGSAVRHALSKRQRAAFSDEV  442
SELB_Aa   -AFIKKNIKDLLENFECYLLKERGPIGLKLEFFKRITGVSPKVANLKPESIEIRGVYYLKG-------------FIENLK  414
SELB_Cj   LMFLKNKDFKAAFSFLKDAHKYGFGLLSSYQRFKLS------HQKALKLAKELNQVFVDEK-------NLNVYHLQSLEE  419

SELB_Ea   CSTLEEFHKSNRLKRGMLKEELRSR-VESKLKSKDFDILLERVAADKEIKIEENLASISSFSVKFSDSDIKIRQEIEDTI  524
SELB_Cd   IKLLSEYHKKYRLRKGILKEEVRSK-IESNFKTREMDILLEKLSTENAIKIENNIVSLLDFEVILNDKQKEIAKKIEKRL  524
SELB_CP   YEILRKFHEENPLKVGMNKEELRSKSFSNKIKQKIFQSFLELMKKKEIIKEGINIISLKDFEIKLTKAQKAIREKILKAY  529
SelB_Tt   KEILEDFHRKNPLKEGISKEELKNK-LFGDIKSKLCDFIFELMEKEEIIKIKNQLVALKDFKVVLNEEQEKLKERIIKIY  519
SELB_Mt   TRALEEFHSRYPLRPGLAREELRSR-YFSRLPARVYQALLEEWSREGRLQLAANTVALAGFTPSFSETQKKLLKDLEDKY  526
SELB_Db   LEYLGEYHRREPMRQGLSRAELISG-FGRGMHPKLVHFLVERLVKSGQVLLEADILRLPGHVVSLASDQSGLRTLMETTY  525
SELB_St   LDTLATYHEQHRDEPGPGRERLRRM-ALPMEDEALVLMLIERMRDDGLIHSHHGWLHLPDHKAGFSDEQQAVWQKVEPLF  503
SELB_Ec   LDTLATYHEQHRD PGPGRERLRRM-ALPMEDEALVLLLIEKMRESGDIHSHHGWLHLPDHKAGFSEEQQAIWQKAEPLF  502
SELB_Yp   LHVLALYHQQHGDQLGLGRARLRRM-ALPTLDEGVVFRLIDNLLAEGALHNTRGWLHLPEHGLAFTEQEQIGWQQAAPYF  536
SELB_Hi   LTALNIYHEQHNDQLGVSKARLYRM-ATLNQPENLIHHFIDEMLDDGRLQQTRGWIHLPEHKIQFNTEEKSRWTDVLNEF  505
SELB_Pm   LTALAQYHQNHNDQLGISKARLYRI-ATLNQPEKLMYHFLEACLAKGQLQQTRGWLHLPEHKIQFSEDEQALWQAVLAQF  510
SELB_Pa   LAGLRRFHEELPDELGPDRDRLRRY-ALPQLERPVFIALLDAALAGGDVHSSGPWLHLPGHEVRLSDSEEQLRARLWPLL  519
SELB_Sm   QRVLSAFHVENPDLQGIGRERLRLQ-VTPRLPPPAFLVALRAEQTAGRLVLEGAFVRLPGHEVRLSEKEEELYARILPHL  521
SELB_Aa   LKIKKFLDTELQNAFGVDKEKVKSM---FSLNEELLKYILDELKTYKIVN--ELIIDERKSDLEKNEDFQKLMSILKGGI  489
SELB_Cj   IKNFIKFILEKNPYAMLSAHSLALR--ITWASENFCELGLKEMSN--LLDFQNGIYFKKG--IDFEKLQEKNNNQMYEIL  493

SELB_Ea   RQGG-FSPEQ-IDVITGE---RSEYIQVFESMVGE-TLVRVSEDTVFHKEIYEKALDLLRDHVQ--KNGEITLAEFRDMI  596
SELB_Cd   KSCG-VSSILTIDEVSEG---NHNYAEVLESMIGN-KVEKLDDLYIMDKDIYENAKNILINYIK--ENKEITLGEYRDLI  597
SELB_Cp   LESG-IVSPKIKDIIEDKKL-EKEYIKIYNLLIEEGTLIKLPEDVVMHKEVLQSVKEKIIEWLN--KNGSITLGETKEIL  605
SelB_Tt   RDSK-FEPPKLSELEGYP-----EIIPMVEYLVNIGELVKLDEEIFLSKDNYEEAQNVLINYLK--ENKEITLAVYRDLL  591
SELB_Mt   RVSR-WQPPSFKEVAGSFNLDPSELEELLHYLVREGVLVKINDEFYWHRQALGEAREVIKN-LA--STGPFGLAEARDAL  602
SELB_Db   VQAG-LMPPTTKAFLEENGLTAKDVAQMFRLLMEEGVLIKVSEEFYYAKTAMDEIIGRVRSFFE--SNQEMGPQDFRDLT  602
SELB_St   GDE----PWWVRDLAKETGTEEQLMRLVLRQAAQQGIITAIVKDRYYRNDRIVAFANMIRELDQ--ERGSTCAADFRDRL  577
SELB_Ec   GDE----PWWVRDLAKETGTDEQAMRLTLRQAAQQGIITAIVKDRYYRNDRIVEFAN RD Q--ECGST AD RDRL  576
SELB_Yp   VDD----PWWVRDLAAELQAAEGEMRSLLRKAAQLGYITAVVTDRYYLSQRIEQLADLVRELDS--RQGSVSAADFRDRL  610
SELB_Hi   EKAN-GQAIWVRDMANALAIDESIMRNFMYKAGKLGYLTPIVKDRFFLTETLYAYARLIKQIAE--EKGKVSVNEVRDKL  582
SELB_Pm   EQQH-GHPLWVRDLANVLGQDESAMRNFLYKAGKLGYLTPIVKDRFFLTETLYAYSRLVKQFIA--EHGAISVNQLRDEL  587
SELB_Pa   EAGR-YDPPWVRDLARELRQDEAVMRNLLRKLARLGQLQQVVRDLFYPEATLRQLAEIAVQVRD--PAGLIRPAEFRDRL  596
SELB_Sm   EGEERFRPPRVRDFAEALGVDEREIRRILKLCARLGRVDQIRHDHFFTRQTTAEMVAIIRQVAANAERGEFSAGLFRDRV  601
SELB_Aa   KEER-------------EIILEGIPKEILTLSIKRKYAHRIGEYLIISDELLKKYINELKELGK-----TFNVQQAKNKL  551
SELB_Cj   KKQG-IKPEAPYNLYDFLELDRKSGDNILKKLTQKGLVVRLSHNLFIEKQALEKLMQECLNLLK---NQSLDVQSMKEYF  569

E

MI LD CA F

Domäne 4

Domäne 4b
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SELB_Ea   GASRKYAMLLLEDFDRKRITRRIGEKRVLS-----------------------------------  626
SELB_Cd   DSSRKNCMIILENFDRNKITKRVENKRILF-----------------------------------  627
SELB_Cp   GVSRKYLVAILEYLDNEEITKRVEDKRVLN-----------------------------------  635
SelB_Tt   NTSRKYAMAILEYFDSIKLTKRIGDVRVLAREIKN------------------------------  626
SELB_Mt   GSSRKYVLPLLEYLDQVKFTRRVGDKRVVVGN---------------------------------  634
SELB_Db   ELTRKFAIPVLEYLDKEKITMRIGDKRQIRKR---------------------------------  634
SELB_St   NVGRKLAIQILEYFDRIGFTRRRGNDHLLR-------DALLFPQKE-------------------  616
SELB_Ec   G GRKL IQILEYFDRIGFTRRRGNDHLLR-------DALLFPEK--------------------  614
SELB_Yp   GIGRKLAIQILEFFDRSGFTRRRGNGHILR-------DSGLFSATGS------------------  650
SELB_Hi   NFGRKLTVQLMEYFDRMGFLRRKGNDHILR-------DKNVFDL---------------------  619
SELB_Pm   QFGRKLVVQLIEYFDRCGFLRRKGNIHVLR-------DSDVFDL---------------------  624
SELB_Pa   GIGRKRSIQILEHFDRIGLTRRIGNDRRLR-------EGSALAEQLLGGVSP-------------  641
SELB_Sm   NNGRKVAIEILEFFDRQGVTIRHGDVRRVNPHRLDLYEGPVPEADEGRGSSPVERPDFKFYRAGS  666
SELB_Aa   GLTRKYLIPLLEYLDYLGLTVREGNERRWKR----------------------------------  582
SELB_Cj   NLSRKYAIAYLEYLDKFPQVSKEAEKRFLTNI---------------------------------  601

V A

 

 

Abb. 31: Alignment von SelB-Sequenzen. Der Sequenzvergleich erfolgte mit dem Programm Clustal W  
(s. 2.11.3.). Identische Aminosäuren sind grau, Reste mit ähnlichen biophysikalischen Eigenschaften (unpolar / 
polar, ungeladen / basisch / sauer) dagegen hellgrau unterlegt. Die in GTPasen konservierten Motive G1 
(GXXXXGKS/T), G2 (DXnT), G3 (DXXG) und G4 (NKXD) sind oberhalb der Sequenz angegeben, signifikante 
Abweichungen von der Konsensus-Sequenz dieser Motive wurden blau hervorgehoben. Ein Arginin-Rest, der 
möglicherweise bei der Erkennung des tRNA-gebundenen Selenocysteyl-Restes eine Rolle spielt, ist grün 
gekennzeichnet. Aminosäuren in E. coli-SelB, deren Veränderung die Spezifität der Bindung an das fdhF-SECIS-
Element beinflusste, sind rot markiert, die entsprechende Position im Alignment wurde mit einem Pfeil 
gekennzeichnet (vgl. Abb. 32). Ea: E. acidaminophilum, Cd: C. difficile, Cp: C. perfringens, Db: D. baculatum, Mt: 
M. thermoacetica, St: S. typhimurium, Ec: E. coli-K12, Yp: Y. pestis, Hi: H. influenzae, Pm: P. multocida,  
Pa: P. aeruginosa, Sm: S. meliloti, Aa: A. aeolicus, Cj: C. jejuni. 

 

Ein hervortretendes Merkmal der angeführten SelB-Spezies ist der Austausch des in fast allen GTPasen 

(einschließlich EF-Tu) konservierten Asparagins der so genannten G4-Box (NKXD-Motiv; BOURNE et 

al., 1991) gegen Threonin (bzw. Serin in C. jejuni). In EF-Tu interagiert dieses Asparagin mit Segmenten 

der Peptidkette, die an der Bindung der Guanin-Base der Nukleotide GTP oder GDP beteiligt sind. 

(BERCHTOLD et al., 1993). Einige dieser Wechselwirkungen zum Guanin gehen von dem für EF-Tu-

homologe Proteine typischen SAL-Motiv (G5-Box) aus (BOURNE et al., 1991; BERCHTOLD et al., 1993). 

In SelB fehlt dieses Motiv, was vermutlich die Ursache dafür ist, dass die Nukleotide GTP und GDP von 

diesem Protein schwächer gebunden werden als von EF-Tu (HILGENFELD et al., 1996). 

Erwähnenswert ist auch die in den vier Gram-positiven Vertretern E. acidaminophilum, C. difficile,  

C. perfringens und M. thermoacetica sowie in A. aeolicus zu findende Abweichung von der Konsensus-

Sequenz des G2-Motivs: das ansonsten in GTPasen streng konservierte Threonin ist durch Serin ersetzt, 

eine Aminosäure mit sehr ähnlichen biophysikalischen Eigenschaften. 

Eine wichtige Funktion bei der Diskriminierung zwischen Seryl-tRNASec und Selenocysteyl-tRNASec 

wurde für Arg(181) in E. coli-SelB postuliert (HILGENFELD et al., 1996). Abbildung 31 zeigt, dass diese 

Aminosäure in 14 von 15 Sequenzen an der entsprechenden Position lokalisiert ist, eine Ausnahme bildet 

SelB aus A. aeolicus, wo an Stelle des Arginins ein Serin zu finden ist. 

 

Von E. coli-SelB wurden mehrere Punktmutanten selektiert, die in vivo den negativen Effekt von 

definierten Änderungen der fdhF-mRNA-Sekundärstruktur auf die Inkorporation von Selenocystein 

kompensierten. KROMAYER et al. (1999) isolierten Varianten des Proteins, welche in der Lage waren, den 
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durch die Mutation einzelner Basen in der Schleife der apikalen Haarnadelstruktur verursachten 

gravierenden Funktionsverlust des SECIS-Elements abzuschwächen. Auf diese Weise konnten zwischen 

10 % und 47 % der UGA-Durchleserate, die mit dem Wildtyp-Element und Wildtyp-SelB zu beobachten 

war, wiederhergestellt werden. Interessanterweise waren die SelB-Mutanten zumeist auch in der Lage, 

SECIS-Mutationen zu kompensieren, gegen die sie ursprünglich gar nicht selektiert wurden. Bei der 

Interaktion mit dem fdhF-Wildtyp erreichten diese Proteine allerdings nur 5-24 % der Durchleserate, die 

mit nicht verändertem SelB gemessen wurde. Eine der Mutante bildete jedoch in dieser Hinsicht eine 

Ausnahme und zeigte sogar eine höhere Effektivität als Wildtyp-SelB (114 %). Hinsichtlich struktureller 

Änderungen im SECIS-Element (z. B. Variation des Abstandes zwischen UGA-Codon und apikaler 

Haarnadelstruktur) verhielten sich die getesteten Mutanten wie das nicht veränderte Protein.  

Die Mehrzahl der isolierten SelB-Varianten wies jeweils eine der Punktmutionen Met(556)→Ile, 

Cys(568)→Arg, Ala(569)→Val oder Val(578)→Ala in einem kurzen Bereich am C-Terminus des 

Proteins auf. Da diese Region Bestandteil der für die mRNA-Bindung verantwortlichen Domäne 4b ist 

(KROMAYER et al., 1996), handelt es sich bei den entsprechenden Resten wahrscheinlich um 

Aminosäuren, die direkte Kontakte mit dem SECIS-Element eingehen (KROMAYER et al., 1999). 

Innerhalb verschiedener SelB-Sequenzen sind diese Positionen nicht konserviert.  

Einige Klone besaßen allerdings einen Aminosäure-Austausch  in Domäne 4a: Glu(437)→Lys. Da dieser 

Bereich nicht an der mRNA-Bindung beteiligt ist, wurde vorgeschlagen, dass diese Mutation die 

Konformationsänderungen des Proteins, welche durch die Wechselwirkung mit Selenocysteyl-tRNASec 

und SECIS-Element ausgelöst werden (BARON et al., 1993b; HÜTTENHOFER und BÖCK, 1998b), in 

irgendeiner Form beeinflusst.  

In einem analogen Experiment selektierten LI et al. (2000) SelB-Mutanten, die einen Austausch des 

ungepaarten U17 im Stamm der apikalen Haarnadelstruktur der fdhF-mRNA gegen Adenin bzw. Cytosin 

tolerierten und die Funktion die SECIS-Elements teilweise wiederherstellten (bis zu 40 % der UGA-

Durchleserate, die mit dem Wildtyp der fdhF-Sekundärstruktur und des Elongationsfaktors erreicht 

wurde). Auch hier waren die isolierten SelB-Mutanten in der Lage, andere Veränderungen in der Schleife 

und im Stamm der apikalen Haarnadelstruktur mit z. T. relativ hoher Effektivität zu kompensieren. Die 

neuen Eigenschaften der verschiedenen SelB-Varianten konnten jeweils auf eine von zehn 

Punktmutationen zurückgeführt werden: Met(556)→Ile/Val, Ile(557)→Phe, Leu(560)→Pro, 

Asp(561)→Glu, Cys(568)→Arg/Phe, Phe(572)→Tyr, Val(578)→Glu oder Ala(583)→Thr. Diese waren 

in dem gleichen Bereich lokalisiert wie die von KROMAYER et al. (1999) beschriebenen Veränderungen 

(s. o.) und zum Teil sogar mit jenen identisch.  

 

Die Fähigkeit der meisten SelB-Varianten, mehrere unterschiedliche Mutationen im fdhF-SECIS-Element 

zu tolerieren, könnte darauf hindeuten, dass zumindest einige dieser Proteine im Vergleich zum SelB-

Wildtyp für ihre Funktion nur einen wesentlich unspezifischeren Kontakt mit der mRNA benötigen 

(KROMAYER et al., 1999). Eine ähnliche Situation liegt möglicherweise in E. acidaminophilum vor, da 
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hier offensichtlich eine Reihe von mRNA-Sekundärstrukturen ohne signifikante Sequenzhomologien vom 

Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktor erkannt wird. Interessant ist deshalb ein Vergleich der in 

den beiden erwähnten Experimenten veränderten Aminosäuren mit den entsprechenden Positionen in 

SelB aus E. acidaminophilum (Abbildung 32). 
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Abb. 32: Mutationen in E. coli-SelB (SelB_Ec), die Veränderungen des fdhF-SECIS-Elements kompensierten 
und Vergleich mit den entsprechenden Positionen im Protein aus E. acidaminophilum (SelB_Ea). Varianten, 
die nach dem Austausch von Basen in der Schleife der apikalen Haarnadelstruktur selektiert wurden (KROMAYER et 
al., 1999), sind grün dargestellt, die nach Austausch von U17 isolierten SelB-Mutationen (LI et al., 2000) dagegen 
blau hervorgehoben. Identische Aminosäuren sind durch Doppelpunkte angegeben.  

   

Bemerkenswerterweise befindet sich in E. acidaminophilum-SelB an der Position, die dem erwähnten 

Glutamat-Rest in Domäne 4a des E. coli-Proteins entspricht, die Aminosäure Lysin, wobei genau dieser 

Austausch, Glu(437)→Lys, zur Tolerierung einer Reihe von Mutationen im fdhF-SECIS-Element führte. 

Auch die Proteine der übrigen hier angeführten Gram-positiven Vertreter weisen eine basische 

Seitenkette an dieser Position auf. 

Auch in Domäne 4b weist SelB aus E. acidaminophilum Homologien zu einigen der selektierten 

Mutanten auf: an der Position, die Methionin(569) des E. coli-Proteins entspricht, ist ein Leucin 

lokalisiert, dieses ähnelt in seinen Eigenschaften stark den Aminosäuren Valin und Isoleucin, die in 

einigen der SelB-Varianten an dieser Stelle detektiert wurden. Gleiches gilt für Alanin(569): in einer der 

Mutanten war dieses gegen Valin ausgetauscht, in dem Gram-positiven Organismus steht an dieser 

Position die ähnliche Aminosäure Leucin. Andere Varianten von E. coli-SelB wiesen einen Austausch 

von Valin(578) gegen Alanin oder Glutamat auf, das Protein aus E. acidaminophilum enthält ebenfalls 

Alanin.  

Ob allerdings zwischen den hier aufgeführten Homologien von E. acidaminophilum-SelB zu einigen der 

selektierten E. coli-Mutanten und der geringen Sequenzhomologie der postulierten SECIS-Elemente des 

Gram-positiven Organismus (bzw. der daraus vermutlich abzuleitenden geringeren Spezifität der 

Wechselwirkung zwischen Selenoprotein-mRNAs und Elongationsfaktor) tatsächlich ein Zusammenhang 

besteht, ist spekulativ und müsste experimentell geklärt werden. Interessant wäre in diesem 
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Zusammenhang auch, wie sich die Eigenschaften von E. coli-SelB ändern, wenn mehrere der 

angesprochenen Mutationen gleichzeitig vorliegen. 

 

4.2.3. Selenocystein-spezifische tRNA 
 

Die sich aus der Sequenz des selC-Gens ergebende, 97 Nukleotide umfassende Struktur (Abbildung 33) 

zeigt die typischen Eigenschaften, welche bakterielle, Selenocystein-spezifische tRNAs (COMMANS und 

BÖCK, 1999) von den übrigen Elongator-tRNAs (DIRHEIMER et al., 1995) unterscheiden: einen 

ungewöhnlich großen variablen Arm, ein zusätzliches Basenpaar (5a-67a) im Akzeptor-Stamm und einen 

verlängerten D-Stamm (sechs Basenpaare statt vier), verbunden mit einem verkürzten D-Loop (vier 

Basen). Auch hinsichtlich der Primärstruktur findet man die für bakterielle tRNASec-Spezies 

beschriebenen Abweichungen von der allgemeinen Konsensus-Sequenz: die normalerweise invarianten 

Basen U8, A14, R15 und Y48 (DIRHEIMER et al., 1995) sind ersetzt durch A8, G14, C15 und G48.  
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Abb. 33: Postulierte Kleeblatt-Struktur der tRNASec aus E. acidaminophilum im Vergleich zur E. coli- 
tRNASec. Nukleotide, die in Elongator-tRNAs als konserviert angesehen werden können (DIERHEIMER et al. 1995), 
sind durch Kreise gekennzeichnet, Abweichungen von der Konsensus-Sequenz sind dagegen durch Rechtecke 
hervorgehoben. Die Struktur der E. coli-tRNASec wurde aus BARON et al. (1993a) entnommen.  

 

Für die tRNASec aus E. coli konnte gezeigt werden, dass die ungewöhnliche Länge des Aminoacyl-

Akzeptor-Stammes (acht bp) eine wichtige Rolle bei der Erkennung durch SelB spielt, gleichzeitig wird 

durch dieses Merkmal eine Interaktion mit EF-Tu verhindert. Die Deletion des Basenpaares A5a-U67a im 
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Akzeptor-Stamm beeinträchtigte auch die Umwandlung von Seryl-tRNASec zu Selenocysteyl-tRNASec 

durch die Selenocystein-Synthase (BARON et al., 1990; BARON und BÖCK, 1991).  

Dagegen postulierten RUDINGER et al. (1996), dass eine Antideterminante, bestehend aus dem letzten 

Basenpaar des Akzeptor-Stammes (C7-G66) und den ersten beiden Basenpaaren des T-Stammes (G49•U65 

und C50-G64) die Erkennung der Selenocysteyl-tRNASec durch EF-Tu verhindert, wobei wahrscheinlich 

dem Nicht-Watson-Crick-Paar eine entscheidende Rolle zukommt. Die nach Deletion des Basenpaares 

A5a-U67a beobachtete Wechselwirkung mit EF-Tu wäre dann eine Folge der Verschiebung der Position der 

Antideterminante (RUDINGER et al., 1996). 

In den entsprechenden tRNAs aus Proteus vulgaris und D. baculatum findet man wie im E. coli-Molekül 

das Basenpaar G49•U65, dagegen weist die tRNASec aus M. thermoacetica eine nicht den Watson-Crick-

Regeln entsprechende Wechelwirkung (G7•A66) an der letzten Position des Akzeptor-Stammes auf 

(TORMAY et al., 1994). Das gleiche Basenpaar findet man auch in E. acidaminophilum, die beiden 

anderen Positionen der potentiellen Antideterminante sind hier ebenfalls identisch zur tRNA aus  

M. thermoacetica (G49-C65 und C50-G64).  

An dieser Stelle sei erwähnt, dass der Aminoacyl-Akzeptor-Stamm archaealer und eukaryotischer 

tRNASec-Moleküle neun Basenpaare umfasst (IOUDOVITCH und STEINBERG, 1999; MIZUTANI und GOTO, 

2000). Da jedoch der T-Stamm gleichzeitig auf vier Basenpaare reduziert ist, weist der aus diesen beiden 

helikalen Abschnitten bestehende Akzeptor-Arm der L-Form wie bei den bakteriellen Vertretern dreizehn 

Basenpaare auf.   

 

4.3. Funktionalität der sel-Genprodukte aus E. acidaminophilum in E. coli 
 

Die Funktionalität der E. acidaminophilum-Genprodukte Selenocystein-Synthase (selA), Selenocystein-

spezifischer Elongationsfaktor SelB (selB) und tRNASec (selC) in E. coli wurde durch Komplementation 

des Defektes der entsprechenden E. coli-Mutanten AH819, WL81300 und MN1 überprüft. Besonderes 

Augenmerk galt dabei dem Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktor SelB, da dieser eine Reihe von 

Interaktionen mit anderen Komponenten, die am Prozess der Selenocystein-Inkorporation beteiligt sind, 

eingeht, wobei hier die Bindung des SECIS-Elements der Selenoprotein-mRNA hervorgehoben werden 

soll. 

Jede der drei genannten Mutanten ist nicht mehr in der Lage, Selenocystein spezifisch in Selenoproteine 

einzubauen, das betrifft in E. coli die drei Formiat-Dehydrogenasen FDHH (COX et al., 1981; ZINONI et 

al., 1986), FDHN (COX et al., 1981; BERG et al., 1991) und FDHO(Z) (SAWERS et al., 1991; ABAIBOU et 

al., 1995). Als Maß für die Wiederherstellung der Fähigkeit zur Selenocystein-Inkorporation durch die 

entsprechenden Gene aus E. acidaminophilum wurde hier die Synthese der Formiat-Dehydrogenase H 

betrachtet. Deren Nachweis erfolgte durch die Bestimmung der Aktivität im Rohextrakt unter 

Verwendung des für das FDHH-Isoenzym spezifischen, künstlichen Elektronen-Akzeptors 

Benzylviologen (AXLEY et al., 1990; SAWERS, 1994).  
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Das Enzym, dessen Expression unter anaeroben Bedingungen durch Formiat induziert, durch Elektronen-

Akzeptoren wie Sauerstoff, Nitrat und Nitrit dagegen reprimiert wird (PECHER et al., 1983; BIRKMANN et 

al., 1987), ist Bestandteil des Formiat-Hydrogen-Lyase-Komplexes. Native FDHH ist wahrscheinlich ein 

Monomer und identisch mit dem vom fdhF-Gen codierten, 80 kDa großen Seleno-Polypeptid (AXLEY et 

al., 1990). Der Selenocystein-Rest an der Aminosäure-Position 140 des Proteins koordiniert gemeinsam 

mit den Pterin-Cofactoren das Molybdän und ist wahrscheinlich direkt an der Katalyse beteiligt, indem er 

das α-Proton des Formiats auf das benachbarte His(141) überträgt (BOYINGTON et al., 1997). Die 

entsprechende Cystein-Mutante wies gegenüber dem Wildtyp-Enzym eine um den Faktor 300 verringerte 

katalytische Konstante (kcat) auf, obwohl der Km-Wert gleichzeitig auf etwa ein Drittel reduziert war 

(AXLEY et al., 1991). Auch frühere Experimente mit Rohextrakten und partiell gereinigten Präparationen 

ergaben für das Selen-haltige Enzym eine bis zu 20-fach höher erscheinende Aktivität als für die Mutante 

(ZINONI et al., 1987; AXLEY et al., 1991). Die Enzymaktivität kann deshalb als Maß für den Einbau von 

Selenocystein in das Polypeptid herangezogen werden. Eine weitere Möglichkeit, das Selenoprotein 

Formiat-Dehydrogenase H nachzuweisen, besteht in der radioaktiven Markierung durch Inkorporation 

von 75Selen, welches in Form von [75Se]-Selenit dem Medium zugegeben wird. Zum Zeitpunkt der 

Durchführung der hier beschriebenen Experimente war diese Substanz jedoch kommerziell nicht 

erhältlich.  

 

Der selC-Defekt der Mutante E. coli MN1 konnte wie erwartet durch das entsprechende Gen aus  

E. acidaminophilum komplementiert werden, im Rohextrakt wurde fast die gleiche FDHH-Aktivität 

gemessen wie für den Wildtyp-Stamm E. coli FM433 (s. 3.4.2., Tab. 9). Dabei ist allerdings zu beachten, 

dass das heterologe selC-Gen auf einem high-copy-Plasmid (pUC18-Derivat) vorlag und die 

entsprechende tRNA deshalb wahrscheinlich in wesentlich größerer Menge exprimiert wurde als die  

E. coli-tRNASec im Wildtyp-Stamm, deren Anzahl etwa 200-350 Moleküle pro Zelle beträgt (DONG et al., 

1996; TORMAY et al., 1996).  

Die Komplementation des selC-Defektes einer E. coli-Mutante (Stamm MN1 bzw. WL81460) konnte 

auch für die tRNASec-Spezies aus P. vulgaris (HEIDER et al., 1989), H. influenzae (WILTING et al., 1998), 

D. baculatum und M. thermoacetica (TORMAY et al., 1994) nachgewiesen werden. Sogar die tRNASec aus 

Homo sapiens, die in der Primärstruktur stark von ihrem E. coli-Pendant abweicht, war in der Lage, die 

FDHH-Aktivität einer selC-Mutante von E. coli wiederherzustellen. Zudem konnte in vitro gezeigt 

werden, dass die mittels T7-RNA-Polymerase synthetisierten Transkripte der tRNASec-Spezies aus Homo 

sapiens und Xenopus laevis durch die Seryl-tRNA-Synthetase aus E. coli aminoacyliert sowie 

anschließend durch die Selenocystein-Synthase in Selenocysteyl-tRNASec umgewandelt werden können. 

Auch die Bindung der beiden mit Selenocystein beladenen tRNAs durch den bakteriellen 

Elongationsfaktor SelB wurde nachgewiesen (BARON et al., 1994). 

Die zusätzliche Expression von selC aus E. acidaminophilum im Wildtyp-Stamm FM433 führte zu einer 

Steigerung der FDHH-Aktivität gegenüber der Kontrolle mit pUC18 um ca. 25 %. Dieses Ergebnis steht 
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im Einklang mit dem von TORMAY et al. (1996) beobachteten Effekt, dass die Überproduktion der 

homologen tRNASec in E. coli zu einer deutlich erhöhten UGA-Durchleserate führte, im untersuchten 

Beispiel einer chromosomal integrierten fdhF’-’lacZ-Fusion betrug die Steigerung 100 %. An Hand 

dieses Resultats wurde postuliert, dass die tRNASec unter den getesteten Bedingungen ein limitierender 

Faktor für den Selenocystein-Einbau ist. MANSELL et al. (2001) beobachteten ebenfalls einen positiven 

Einfluss der tRNASec-Überexpression auf die UGA-Durchleserate einer Plasmid-codierten lacZ-’fdhF’-

luc-Fusion, eine Überproduktion von RF 2 hatte hingegen den gegenteiligen Effekt. Beide Faktoren, 

tRNASec und RF 2, kompetieren um die UGA-Decodierung in einem dynamischen Prozess.   

 

Überraschenderweise wurde auch der Defekt der selB-Deletionsmutante E. coli WL81300 durch das 

entsprechende Gen aus E. acidaminophilum komplementiert, allerdings nur in Verbindung mit der 

homologen tRNASec. Auf die FDHH-Aktivität des Wildtyp-Stammes hatte das gleiche Plasmid (mit selB 

und selC aus E. acidaminophilum) hingegen keinen signifikanten Einfluss. Bisher konnte nur für selB aus 

H. influenzae eine Komplementation der entsprechenden Mutation in E. coli nachgewiesen werden 

(WILTING et al., 1998). Offensichtlich ist jedoch auch SelB aus E. acidaminophilum in der Lage, sowohl 

korrekt mit den E. coli-Ribosomen zu interagieren, als auch die Sekundärstruktur der fdhF-mRNA zu 

erkennen. Das lässt vermuten, dass die SECIS-Elemente in diesem Gram-positiven Organismus nach 

ähnlichen Prinzipien aufgebaut sind wie in E. coli. Die Bindung der fdhF-Sekundärstruktur durch den 

heterologen Elongationsfaktor wird wahrscheinlich durch Homologien zwischen den Formiat-

Dehydrogenasen beider Organismen begünstigt. Abbildung 34 verdeutlicht den hohen Grad der 

Übereinstimmung zwischen dem SECIS-Element des fdhF-Gens aus E. coli und den postulierten mRNA-

Sekundärstrukturen der beiden in E. acidaminophilum identifizierten Formiat-Dehydrogenase-Gene.  
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Abb. 34: Vergleich der postulierten mRNA-Sekundärstrukturen der Formiat-Dehydrogenase-Gene aus  
E. acidaminophilum mit dem fdhF-SECIS-Element aus E. coli (HÜTTENHOFER et al., 1996b; HÜTTENHOFER 
und Böck, 1998a). Nukleotide bzw. Basenpaare, die in der für den Selenocystein-Einbau entscheidenden apikalen 
Haarnadelstruktur der (putativen) SECIS-Elemente aller drei Gene an vergleichbaren Positionen auftreten, sind grau 
unterlegt. Das Selenocystein-codierende UGA ist fett hervorgehoben. Gezeigt ist nur der Bereich der mRNA-
Sekundärstrukturen stromabwärts vom UGA-Codon, mögliche Strukturen stromaufwärts von diesem sind nicht 
berücksichtigt (vgl. 3.1., Abb. 2). 

 

Nachdem der überwiegende Teil des selC-Gens von dem Plasmid, welches zur Komplementation des 

selB-Defektes der Mutante E. coli WL81300 in der Lage war, entfernt wurde (s. 3.4.1.), konnte durch das 

verbliebene selB-Gen aus E. acidaminophilum allein die FDHH-Aktivität nicht wiederhergestellt werden. 

Das könnte bedeuten, dass die E. coli-eigene tRNASec nur eine geringe Affinität zum heterologen SelB 

zeigt bzw. nicht korrekt mit diesem interagiert. Eine andere mögliche Erklärung für die nicht beobachtete 

Komplementation wäre ein ungünstiges stöchiometrisches Verhältnis von tRNA und Elongationsfaktor, 

wenn das selB-Gen auf einem high-copy-Plasmid wie pUC18 vorliegt. Für E. coli wurde gezeigt, dass 

eine Überproduktion von homologem SelB in einem Wildtyp-Stamm zu einer drastischen Verringerung 

der Durchleserate einer chromosomal integrierten fdhF’-’lacZ-Fusion führt, wobei dieser Effekt durch die 

gleichzeitige Überexpression von selC, dem tRNASec-codierenden Gen, nahezu vollständig aufgehoben 

werden konnte (TORMAY et al., 1996). Das gleiche Resultat wurde bei der Überproduktion von SelB aus  

D. baculatum in E. coli beobachtet, auch hier konnte die Reduzierung der Durchleserate durch die 

parallele Überexpression von E. coli-selC rückgängig gemacht werden (TORMAY und BÖCK, 1997).   

Das oben erwähnte Plasmid, welches nach der Deletion von selC den Defekt der Mutante WL81300 nicht 

mehr komplementierte, obwohl es noch immer das intakte selB-Gen aus E. acidaminophilum enthielt, 

führte im Wildtyp-Stamm E. coli FM433 nur zu einer geringen Reduktion der FDHH-Aktivität (auf  

86 %). Wurde zusätzlich das Gen der tRNASec aus E. coli (LEINFELDER et al., 1988b) in dieses Plasmid 

gebracht, so war zwar eindeutig eine Komplementation des selB-Defektes von E. coli WL81300 

nachweisbar, allerdings betrug die gemessene Formiat-Dehydrogenase-Aktivität nur ein Achtel des 

Wertes, der mit dem ursprünglichen Plasmid (mit selB und selC aus E. acidaminophilum) im genannten 
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Stamm erreicht wurde. Zusammen betrachtet sprechen diese beiden Beobachtungen dagegen, dass die 

erwähnten stöchiometrischen Effekte (Überschuss an SelB) die Ursache für die nicht beobachtete 

Komplementation nach der selC-Deletion sind. Vielmehr scheint der Elongationsfaktor aus  

E. acidaminophilum zur tRNASec aus E. coli eine deutlich geringere Affinität aufzuweisen, als es 

gegenüber der homologen tRNA der Fall ist. Möglich wäre auch, dass die Interaktion der heterologen 

tRNA mit dem Elongationsfaktor aus E. acidaminophilum dessen Affininität für das SECIS-Element 

nicht in der gleichen Weise zu erhöhen vermag, wie es bei der tRNA aus dem gleichen Organismus der 

Fall wäre (THANBICHLER et al., 2000).       

 

Der selA-Defekt der Mutante E. coli AH819 wurde ebenfalls durch das entsprechende Gen aus  

E. acidaminophilum komplementiert. Die Funktionalität in E. coli konnte bereits für die Selenocystein-

Synthasen aus M. thermoacetica (KROMAYER et al., 1996) und H. influenzae (WILTING et al., 1998) 

gezeigt werden. Interessanterweise bewirkte das gleiche Plasmid, welches den selA-Defekt 

komplementierte, im Wildtyp-Stamm E. coli FM433 eine deutliche Verringerung der Aktivität der 

Formiat-Dehydrogenase H um fast 40 % im Vergleich zur Kontrolle mit pUC18. Neben dem 

vollständigen Gen der Selenocystein-Synthase aus E. acidaminophilum (und dem C-terminalem Teil von 

selD1) enthielt das getestete Plasmid auch den für die Aminosäuren 1-265 des Elongationsfaktors 

codierenden Teil von selB. Für E. coli konnte gezeigt werden, dass eine Verringerung der Durchleserate 

einer chromosomal integrierten fdhF’-’lacZ-Fusion auch durch die Überproduktion von C-terminal 

verkürzten SelB-Molekülen bewirkt wird, sofern diese noch in der Lage sind, Selenocysteyl-tRNASec über 

die N-terminalen, EF-Tu-homologen Domänen zu binden (TORMAY et al., 1996). Die kürzeste der 

getesteten SelB-Varianten umfasste die Aminosäuren 1-325, d. h. nur einen Teil von Domäne 3, die sich 

bis Aminosäure 342 erstreckt (KROMAYER et al., 1996). Die Überproduktion dieses Proteins hatte im 

Vergleich zu komplettem SelB bzw. zu C-terminal weniger stark verkürzten SelB-Derivaten keine derart 

drastischen Auswirkungen auf den Selenocystein-Einbau im E. coli-Wildtyp, die Durchleserate der fdhF’-

’lacZ-Fusion wurde nur um 26 % reduziert. Dabei muss allerdings berücksichtigt werden, dass das C-

terminal am stärksten verkürzte Protein auch eine deutlich niedrigere Expressionsrate aufwies als alle 

anderen getesteten Varianten.  

An Hand der Kristallstruktur eines ternären Komplexes, bestehend aus Phenylalanyl-tRNAPhe aus Hefe, 

EF-Tu aus Thermus aquaticus und einem GTP-Analogon (NISSEN et al., 1995) wurde nachgewiesen, dass 

alle drei Domänen des Elongationsfaktors an der Wechselwirkung mit der tRNA beteiligt sind, wobei 

eine zwischen den Domänen 1 und 2 ausgebildete Spalte die Bindungsstelle für das aminoacylierte 3’-

Ende darstellt, die Tasche für die Aminosäure wird hauptsächlich durch Seitenketten der Domäne 2 

geformt. Die Bindungsstelle für das 5’-Ende der tRNA wird durch alle drei Domänen gebildet, das 

Zucker-Phosphat-Rückgrat des T-Arms interagiert mit Aminosäuren der Domäne 3. Auf Grund der 

Sequenzhomologien zwischen EF-Tu aus Thermus thermophilus bzw. E. coli und dem N-terminalen Teil 
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der SelB-Sequenzen verschiedener Organismen wurde postuliert, dass der Selenocystein-spezifische 

Elongationsfaktor die tRNASec auf ähnliche Weise bindet (HILGENFELD et al., 1996). 

Der oben erwähnte N-terminale Bereich von SelB aus E. acidaminophilum (AS 1-265) enthielt die 

kompletten Domänen 1 und 2 des Elongationsfaktors, jedoch nur die ersten drei Aminosäuren von 

Domäne 3. Falls eine Interaktion zwischen der Selenocysteyl-tRNASec von E. coli und diesem Polypeptid 

für die Verringerung der FDHH-Aktivität im Wildtyp-Stamm verantwortlich war, so bleibt immer noch zu 

klären, weshalb intaktes SelB nicht diesen deutlichen Effekt zeigte. Eine mögliche Begründung dafür 

wäre, dass das C-terminal verkürzte Protein vermutlich in wesentlich größerer Menge produziert wurde, 

da auf dem entsprechenden Plasmid der vor selA postulierte Promotor vorhanden war, während er auf 

dem Plasmid mit dem kompletten selB-Gen fehlte, weil hier das Insert mitten in selA beginnt. Eine Rolle 

könnte auch spielen, dass Komplexe aus Selenocysteyl-tRNASec und C-terminal verkürztem SelB im 

Gegensatz zu denen mit intaktem Protein nicht in der Lage sind, zur Inkorporation von Selenocystein 

beizutragen.  

Ein anderer Aspekt ist, dass E. coli-Zellen, die das erwähnte Plasmid mit den Genen ’selD1, selA und 

selB’ enthielten, eine deutlich verringerte Wachstumsgeschwindigkeit im Vergleich zu Zellen mit pUC18 

oder anderen Plasmiden mit sel-Genen aus E. acidaminophilum aufwiesen. Dieser Effekt wurde sowohl in 

dem für die Klonierung genutzten Stamm E. coli XL1-Blue MRF’, als auch in den für die 

Komplementations-Experimente verwendeten Stämmen AH819 und FM433 beobachtet. Möglicherweise 

hatte das veränderte Wachstumsverhalten bzw. dessen Ursache einen Einfluss auf die Synthese der 

Formiat-Dehydrogenase H, ohne dass ein unmittelbarer Zusammenhang zur Inkorporation von 

Selenocystein in das Protein besteht. Alternativ wäre ein negativer Effekt der Überproduktion von 

Selenocystein-Synthase auf die Effizienz der Selenocystein-Inkorporation zu diskutieren. 

 

4.4. SECIS-Elemente in Selenoprotein-mRNAs aus E. acidaminophilum 
 

Während Daten über mRNA-Sekundärstrukturen, die für die Inkorporation von Selenocystein in Proteine 

Gram-positiver Organismen verantwortlich sind, bisher kaum vorliegen, waren Struktur und Funktion des 

fdhF-SECIS-Elements aus E. coli (s. 3.1., Abb. 2), speziell dessen Wechselwirkung mit dem 

Elongationsfaktor SelB, Gegenstand einer ganzen Reihe von Untersuchungen.  

In vitro konnte nachgewiesen werden, dass der aus den 17 Nukleotiden G15-C31 (UGA = +1) bestehende, 

obere Bereich der fdhF-Sekundärstruktur durch SelB mit vergleichbarer Affinität und Spezifität gebunden 

wird wie die gesamte Struktur (KROMAYER et al., 1996).  

HEIDER et al. (1992) zeigten, dass die im Bereich der Schleife der Haarnadelstruktur lokalisierten 

Nukleotide A21 bis U26 essentiell für die in-vivo-Funktion des SECIS-Elements sind: der Austausch jeder 

einzelnen Base führte zu einer drastischen Verringerung des Selenocystein-Einbaus, im Vergleich zur 

Wildtyp-mRNA war die Durchleserate des UGA-Codons einer ’fdhF’-’lacZ-Fusion auf 1-7 % reduziert. 

Einzig die Mutation von U24 zu G oder A zeigte einen etwas schwächeren Effekt (Rückgang auf 10 % 
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bzw. 20 %). Das Basenpaar C20-G27 ist ebenfalls relativ spezifisch, ein G-C-Paar an dieser Position 

verringerte die Effizienz der Selenocystein-Inkorporation um 70 %. Eine Inversion der weiter basal 

lokalisierten Basenpaare G19-C28, A18-U29, G16-C30 und G15-C31 zeigte hingegen keine oder nur geringe 

Auswirkungen auf die Durchleserate des UGA-Codons (HEIDER et al., 1992; LIU et al., 1998). Essentiell 

für die Funktion ist jedoch ein U an Position 17, dieses muss ungepaart vorliegen (KLUG et al., 1997; LIU 

et al., 1998). Die Nukleotide G23, U24, U17 und U18 gehen wahrscheinlich eine direkte Interaktion mit SelB 

ein (HÜTTENHOFER et al., 1996b; LI et al., 2000).  

 

Obwohl die fdhF-mRNA sehr spezifisch durch die C-terminale Domäne des Elongationsfaktors SelB 

erkannt wird, besitzt dieser durchaus das Potential, eine große Anzahl weiterer mRNA-Sequenzen zu 

binden. Durch in-vitro-Selektion von Strukturen mit hoher Affinität zu E. coli-SelB wurden aus einem 

Pool zufälliger Sequenzen verschiedene Motive isoliert, die keine Ähnlichkeit zu den SECIS-Elementen 

aus E. coli aufwiesen. Von 29 selektierten RNA-Fragmenten zeigten nur zwei deutliche Homologien zur 

Haarnadelstruktur der fdnG- bzw. fdhF-mRNA. Die übrigen Sequenzen wiesen keinerlei Konsensus-

Motiv auf, für einige von ihnen wurde jedoch die Fähigkeit zur Ausbildung einer Sekundärstruktur 

postuliert. Die Affinität zu SelB war z. T. mehr als 50-fach höher als beim fdhF-SECIS-Element, die 

Mehrzahl der RNA-Fragmente wurde dabei durch die SelB-Domäne 4b gebunden (KLUG et al., 1999).  

Bei der in-vitro-Selektion SelB-bindender Sequenzen aus einem Pool, der von der mRNA-

Sekundärstruktur des fdhF-Gens abgeleitet wurde, wiesen die meisten der isolierten Moleküle (19 von 30) 

die komplette apikale Haarnadelstruktur des SECIS-Elements in unveränderter oder nur leicht 

abgewandelter Form auf. Die übrigen Motive enthielten entweder nur einige Elemente dieser Struktur 

bzw. zeigten keine signifikanten Homologien zu Selenoprotein-mRNAs aus E. coli (KLUG et al., 1997). 

Aus dieser zweiten Gruppe wurden drei Sequenzen, die in der Lage waren, eine Haarnadelstruktur 

auszubilden, im korrekten Abstand zu einem UGA-Codon platziert und auf ihre in-vivo-Funktionalität 

untersucht. Allerdings bewirkte nur eines der Motive eine signifikante UGA-Durchleserate (17 % im 

Vergleich zum fdhF-Wildtyp), und auch das erst, nachdem der apikale Teil dieser Struktur mit dem 

unteren Bereich des fdhF-SECIS-Elements fusioniert wurde. Eine hohe Affininität zu SelB und die 

richtige Distanz zum UGA-Codon sind somit nicht die einzigen Voraussetzungen, die eine mRNA-

Sekundärstruktur erfüllen muss, um als SECIS-Element zu fungieren. Möglicherweise waren die 

untersuchten Motive nicht in der Lage, die erforderliche Konformationsänderung in SelB, die in einer 

Erhöhung der Ribosomen-abhängigen GTPase-Aktivität resultiert, zu induzieren (HÜTTENHOFER und 

BÖCK, 1998b). 

 

Die mRNA-Sekundärstrukturen, die unmittelbar stromabwärts vom Selenocystein-codierenden UGA der 

bisher bekannten Selenoprotein-Gene aus E. acidaminophilum formuliert werden können (s. 3.1., Abb. 2), 

weisen mit einer Ausnahme (grdA) eine aus 15-20 Nukleotiden bestehende Haarnadelstruktur auf, die in 

einem Abstand von elf bis dreizehn Nukleotiden zum UGA-Codon lokalisiert ist. Diese ist bei einigen der 



4. Diskussion 111 

 

Selenoprotein-mRNAs Bestandteil einer größeren Sekundärstruktur, die sich zum Teil auch auf 

stromaufwärts des UGA-Codons gelegene Basen erstreckt. Die offensichtlichen Gemeinsamkeiten der 

postulierten Elemente beschränken sich mehr oder weniger auf die ähnliche zweidimensionale Struktur, 

ansonsten gibt es kaum konservierte Elemente, die in allen Sequenzen auftreten. Guanin stellt die einzige 

der vier Basen dar, die ausnahmslos in jeder der postulierten Sekundärstrukturen in der apikalen Schleife 

zu finden ist, selbst wenn diese mit fünf bzw. sechs Basen statt mit drei bzw. vier (wie in 3.1., Abb. 2) 

formuliert wird. Ungepaarte Nukleotide im oberen helikalen Bereich weist nur die Struktur von prpU auf. 

Wie bereits erwähnt, sind grdA1 und grdA2 die einzigen Gene, bei welchen die stromabwärts des 

Selenocystein-Codons formulierte mRNA-Struktur keinerlei Ähnlichkeit zum fdhF-SECIS-Element 

aufwies (s. 3.1., Abb. 2). Allerdings besteht die Möglichkeit, dass ein Großteil des in  

E. acidaminophilum vorliegenden Selenoprotein A auf das unmittelbar stromaufwärts von grdB1 

lokalisierte Gen grdA3 zurückgeht (SONNTAG, 1998). Von diesem wurde bisher nur der C-terminale 

Bereich kloniert, so dass keine Aussagen über Sekundärstrukturen 3’ vom Selenocystein-Codon möglich 

sind.  

 

Durch die Einführung von Mutationen in die postulierten SECIS-Elemente der Gene grdB1, prxU und 

selD1 konnte gezeigt werden, dass diese mRNA-Sekundärstrukturen tatsächlich für den SelBEa-

abhängigen Einbau von Selenocystein in die entsprechenden Genprodukte essentiell sind (s. 3.8.2.). Im 

Vergleich zu den erwähnten Daten von HEIDER et al. (1992) für Mutanten des fdhF-SECIS-Elements 

hatten die hier vorgenommen Veränderungen in der apikalen Schleife der mRNA-Sekundärstrukturen der 

drei untersuchten Gene einen weniger drastischen Effekt auf die Inkorporation von Selenocystein. Selbst 

die Mutation von drei aufeinander folgenden Nukleotiden im Stamm der oberen Haarnadelstruktur und 

die daraus resultierende Auflösung der entsprechenden Basenpaare führte nicht zum völligen 

Funktionsverlust. Anders als E. coli-SelB weist der Selenocystein-spezifische Elongationsfaktor aus  

E. acidaminophilum offensichtlich eine relativ geringe Sequenz-Spezifität bzw. eine größere Toleranz 

gegenüber strukturellen Veränderungen in den SECIS-Elementen auf. Mögliche molekulare Ursachen 

dafür wurden bereits in Abschnitt 4.2.2. diskutiert.  

Die Tatsache, dass der negative Effekt der letztgenannten Mutationen durch zusätzliche Veränderungen 

auf der anderen ’Seite’ der apikalen Haarnadelstruktur (Einführung komplementärer Basen, s. 3.8.1.,  

Abb. 23) kompensiert werden konnte (s. 3.8.2.), spricht dafür, dass die postulierten Strukturen zumindest 

im apikalen Bereich tatsächlich die in-vivo-Situation widerspiegeln. Von besonderer Bedeutung ist dies 

im Falle von grdB1, da hier für den gleichen Bereich des Gens, also unmittelbar 3’ vom UGA-Codon, 

eine alternative Sekundärstruktur mit einem höheren kalkulierten Betrag der Freien Energie formuliert 

werden kann (Abb. 35). Auf der Grundlage dieser Struktur wäre allerdings der positive Effekt der 

zusätzlichen Mutation (Variante MR) nicht zu erklären, da diese hier im Gegensatz zur ersten Struktur die 

Basenpaarungen, die in der Mutante MS aufgelöst sind, nicht wiederherstellen würde. 



4. Diskussion 112 

 

Ähnlich stellt sich die Situation bei prpU dar, auch hier wurde eine zweite, scheinbar stabilere 

Sekundärstruktur berechnet. Auf Grund der fehlenden Homologie zu den postulierten SECIS-Elementen 

der übrigen Selenprotein-mRNAs aus E. acidaminophilum ist jedoch unwahrscheinlich, dass diese 

Struktur für den Selenocystein-Einbau relevant ist bzw. in vivo überhaupt existiert. 
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Abb. 35: Alternative mRNA-Sekundärstrukturen der Gene grdB1 und prpU aus E. acidaminophilum. Die in 
den Mutanten MS und MR von grdB1 vorliegenden Veränderungen sind grau markiert. Das Selenocystein-
codierende UGA ist fett hervorgehoben. Die Änderung der Freien Energie wurde mit dem Programm MFOLD 
kalkuliert.  
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Der erwähnte experimentelle Befund zeigt außerdem, dass analog zum fdhF-SECIS-Element nur die 

apikalen Nukleotide der Sekundärstruktur (Haarnadelschleife plus angrenzende Basenpaare) spezifisch 

für die Funktion sind, für die basalen Bereiche ist nur von Bedeutung, dass sie doppelsträngig vorliegen. 

 

Obwohl die hier postulierten Sekundärstrukturen der Selenoprotein-mRNAs von grdB1, prxU und selD1 

offensichtlich SECIS-Elemente darstellen, konnte in Gelretardations-Experimenten keine spezifische 

Bindung des Elongationsfaktors aus E. acidaminophilum an entsprechende in-vitro-Transkripte 

nachgewiesen werden. Nur bei sehr hohem Überschuss an Protein wurde eine Komplexbildung 

beobachtet, diese trat allerdings auch mit Transkripten auf, in denen zwei Basen in der postulierten 

apikalen Haarnadelschleife ausgetauscht waren (s. 3.6.). Die gleichen Mutationen führten in vivo zu einer 

deutlichen Verringerung der SelBEa-abhängigen Selen-Inkorporation in die entsprechenden Genprodukte 

(s. 3.8.2.). Dass in vitro dennoch kein Unterschied zur Bindung des Wildtyp-Transkripts beobachtet 

wurde, könnte in der geringen Stringenz der verwendeten Puffer-Bedingungen (s. 2.17.) begründet sein. 

Auch für E. coli-SelB wurde in Gelretardations-Experimenten eine Diskriminierung zwischen Wildtyp-

Transkript und einer Mutante, welche in vivo eine deutlich veringerte Selenocystein-Inkorporation 

bewirkte, nur in einem Puffer mit hoher Ionenstärke beobachtet (BARON, 1993; BARON et al., 1993b).  

Da SelB nicht bis zur Homogenität gereinigt wurde (s. 3.5.2.2, Abb. 14), muss jedoch auch die 

Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die beobachteten Komplexe durch eine unspezifische 

Bindung der mRNA-Fragmente an kontaminierende Proteine zu Stande kamen. Bei letzteren handelte es 

sich möglicherweise um ribosomale Proteine, da für E. coli-SelB eine enge Assoziation mit Ribosomen 

beschrieben wurde (FORCHHAMMER et al., 1990). 

Denkbar wäre aber auch, dass sich die in grdB, prxU und selD1 eingeführten Mutationen weniger auf die 

Bindung von SelB an die mRNA, sondern vielmehr auf die durch diese Wechselwirkung induzierte 

Konformationsänderung des Elongationsfaktors auswirkten (HÜTTENHOFER und BÖCK, 1998b; s. 4.2.2.). 

Das würde die Diskrepanz zwischen den in-vitro-Daten und dem Verhalten der Mutanten in vivo 

(deutlicher Rückgang der Selen-Inkorporation) erklären. 

Für E. coli-SelB konnte gezeigt werden, dass die Bindung der Selenocysteyl-tRNASec die Affinität des 

Elongationsfaktors zum fdhF-SECIS-Element deutlich erhöht (THANBICHLER et al., 2000). 

Möglicherweise ist dieser Effekt in E. acidaminophilum wesentlich stärker ausgeprägt als in E. coli, was 

erklären würde, warum in den Gelretardations-Experimenten erst bei sehr sehr hohem Überschuss an 

SelB eine Wechselwirkung mit den untersuchten Transkripten nachweisbar war und keine 

Diskriminierung zwischen Wildtyp-Transkript und Mutante erfolgte. Für weitere in-vitro-

Bindungsstudien mit dem Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktor aus E. acidaminophilum 

empfiehlt sich deshalb die Zugabe der beladenen tRNASec.  

Die gereinigten SelB-Domänen 4 und 4b zeigten in vitro keine Wechselwirkung mit den getesteten 

mRNA-Fragmenten, allerdings wurde nicht untersucht, ob die Proteine korrekt gefaltet waren.   
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Durch eine Translationsfusion der Gene grdB1, prxU und selD1 mit gst und lacZ (s. 3.9.1.) konnte 

gezeigt werden, dass ein Bereich, der zehn Nukleotide stromaufwärts und 50 Nukleotide stromabwärts 

des UGA-Tripletts umfasste und somit die postulierten mRNA-Sekundärstrukturen enthielt, für eine 

effiziente, SelBEa-abhängige Decodierung des Selenocystein-Codons ausreichend war (s. 3.9.2.). Die als 

Maß für ein Durchlesen des UGA-Codons ermittelten β-Galactosidase-Aktivitäten entsprachen jeweils 

35,5 % (selD1); 60,4 % (grdB1) bzw. 63,9 % (prxU) des Wertes, der mit der entsprechenden Cystein-

Mutante (Austausch von TGA gegen TGC) gemessen wurde, wobei im Falle von grdB ein geringer Teil 

der Enzymaktivität auf eine interne Initiation der Translation stromabwärts vom Selenocystein-Codon 

zurückzuführen sein könnte (s. 3.9.3.).  

Für die Translationsfusion eines größeren prxU-Fragmentes (28 Nukleotide stromaufwärts und 59 

Nukleotide stromabwärts des UGA-Codons) mit gst und lacZ konnte von GRÖBE (2001) ebenfalls eine 

deutliche Erhöhung der β-Galactosidase-Aktivität in E. coli festgestellt werden, wenn eine Coexpression 

von selB und selC aus E. acidaminophilum erfolgte. Für dieses Konstrukt wurde zudem durch in-vivo-

Markierung mit [75Se]-Selenit nachgewiesen, dass die Präsenz der beiden genannten Gene sowohl in  

E. coli XL1-Blue MRF’, als auch in der selB-Mutante E. coli WL81300 zu einer Inkorporation von Selen 

in das Fusionsprotein führte.   

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass analog zur Situation in E. coli die mRNA-

Sekundärstruktur 3’ vom UGA das einzige Merkmal darstellt, welches in E. acidaminophilum für die 

Differenzierung zwischen einem Stopp- und einem Selenocystein-Codon verantwortlich ist. Der von 

WAGNER (1997) vermutete zusätzliche Zusammenhang zwischen einer Inkorporation von Selenocystein 

an UGA-Tripletts in Selenoproteinen aus E. acidaminophilum (sowie anderen anaeroben, Gram-positiven 

Aminosäure-Verwertern) und dem gehäuften Auftreten der basischen Reste Arginin und Lysin im N-

terminalen Bereich dieser Polypeptide scheint nicht zu bestehen.  

SUPPMANN et al. (1999) beschrieben die SelB-abhängige UGA-Codierung in E. coli als ineffizienten 

Prozess, bedingt durch einen Abbruch der Translation am UGA-Codon. Indem sowohl Fusionsprotein als 

auch Abbruch-Produkt durch Western-Blot-Analyse mit Anti-GST-Antikörpern quantifiziert wurden,  

konnte für eine Plasmid-codierte gst’-’fdhF’-’lacZ-Fusion die Effizienz der Selenocystein-Inkorporation 

gegenüber der Termination mit ca. 4-5 % ermittelt werden. Eine Überproduktion von Selenocystein-

Synthase, SelB und tRNASec von einem zweiten Plasmid erhöhte den Wert auf etwa 11 %.  

Im Gegensatz dazu bestimmten MANSELL et al. (2001) in E. coli für eine Plasmid-codierte lacZ-’fdhF’-

luc-Fusion deutlich höhere UGA-Durchleseraten von etwa 30-60 %, indem sie das Verhältnis von 

Luziferase-Aktivität zu β-Galactosidase-Aktivität mit dem entsprechenden Wert für eine Cystein (UGC)- 

bzw. Tryptophan (UGG)-Mutante verglichen. Dabei wurde eine starke Abhängigkeit der Effizenz der 

Selenocystein-Inkorporation von der Wachstumsgeschwindigkeit der E. coli-Zellen beobachtet, eine 

Verringerung der Wachstumsrate erhöhte die Effizienz der UGA-Decodierung signifikant. Die im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit für die Bestimmung der SelBEa-abhängigen Durchleserate der gst’-

’lacZ-Fusionen von grdB1, prxU oder selD1 verwendeten Zellen (E. coli XL1-Blue MRF’) zeigten unter 



4. Diskussion 115 

 

den gegebenen Bedingungen (s. 2.16.1.) eine Verdopplungszeit von ca. 90 min. Diese relativ geringe 

Wachstumsrate könnte sich durchaus positiv auf den Einbau von Selenocystein ausgewirkt haben.  

    

In E. coli haben Sequenz und Struktur des Bereiches zwischen dem Selenocystein-Codon und der 

apikalen, 17 Basen umfassenden Haarnadelstruktur keinen entscheidenden Einfluss auf die Funktionalität 

des fdhF-SECIS-Elements. Selbst wenn die Ausbildung sämtlicher Basenpaarungen in dieser Region 

(Nukleotide C4 bis C14 und A32 bis G41) durch Mutationen verhindert wurde, hatte das keine gravierende 

Verringerung der Selenocystein-Inkorporation zur Folge, dabei spielte es keine Rolle, welche ’Seite’ des 

Stammes verändert wurde. Mutationen im helikalen Bereich stromaufwärts des UGA-Codons, die zur 

Auflösung von Basenpaarungen führten, hatten ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf die Funktion des 

SECIS-Elements (LIU et al., 1998; LIU et al., 1999). Während frühere in-vitro-Untersuchungen 

nahelegten, dass die fdhF-Sekundärstruktur während der Interaktion mit dem Ribosom intakt bleibt 

(RINGQUIST et al., 1994), sprechen neuere Daten für eine partielle Entfaltung der Struktur 

(HÜTTENHOFER et al., 1996a; MANSELL et al., 2001), was ebenfalls darauf hindeutet, dass nur die oberere 

helikale Region strukturiert sein muss.  

Entsprechend vielfältig fallen auch bei den bisher bekannten Selenoprotein-Genen aus  

E. acidaminophilum Größe und Stabilität der postulierten mRNA-Sekundärstrukturen aus: diese 

erstrecken sich bei fdhA1, fdhA2, selD1, selD2 und prxU auch auf Nukleotide 5’ vom UGA, während sie 

sich im Falle von grdH und prpU im Wesentlichen auf das Pendant zur apikalen Haarnadelstruktur des 

fdhF-SECIS-Elements beschränken.  

 

Eine wichtige Rolle spielt hingegen die Distanz zwischen dieser oberen helikalen Struktur und dem 

UGA-Codon, in der fdhF-mRNA sind es elf Nukleotide. Ein Mindestabstand zwischen dem 

Selenocystein-Codon und der SelB-bindenden mRNA-Region ist wahrscheinlich notwendig, damit 

letztere während der UGA-Decodierung außerhalb der ribosomalen mRNA-Bindungstasche lokalisiert 

bleibt (HÜTTENHOFER et al., 1996a). Die Deletion von drei Basenpaaren (G7-C39, G8-U38 und C9-G37) in 

diesem Bereich bewirkte den vollständigen Verlust der in-vivo-Funktion, die Insertion von drei 

zusätzlichen Basenpaaren zwischen G7-C39 und G8-U38 führte zur Verringerung der Durchleserate um  

50 % im Vergleich zum Wildtyp (HEIDER et al., 1992). Zu ähnlichen Ergebnissen kamen LIU et al. 

(1998), wobei hier der Einfluss des Abstandes zwischen apikaler Haarnadelstruktur und Selenocystein-

Codon an einer Mutante des fdhF-SECIS-Elements, in der alle Basenpaarungen in diesem Bereich 

eliminiert waren (s. o.), untersucht wurde. Die Deletion von drei Nukleotiden unmittelbar stromabwärts 

vom UGA reduzierte hier die Durchleserate ebenfalls um ca. 50 %, den gleichen Effekt hatte die Insertion 

von drei Nukleotiden an dieser Position. Wurden hingegen sechs Nukleotide entfernt oder eingefügt, 

führte das zum kompletten Funktionsverlust. In einem anderen Versuchsansatz (CHEN et al., 1993) wurde 

das UGA-Codon schrittweise um ein Basentriplett stromaufwärts versetzt und an der ursprünglichen 

Position ein Cystein-Codon (UCA) eingesetzt, der Bereich der mRNA-Sekundärstruktur 3’ vom UGA 
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blieb somit unbeeinflusst. Eine Verschiebung um ein Triplett reduzierte die Durchleserate auf 76 %, 

wurde das UGA um sechs Nukleotide versetzt, betrug diese nur noch 20 % im Vergleich zum Wildtyp-

Element. An Position –3 war wieder eine leichte Erhöhung der Durchleserate (gegenüber Position –2) zu 

beobachten, dieser Effekt war jedoch auf eine unspezifische, Selen-unabhängige Suppression 

zurückzuführen. 

In den Selenoprotein-Genen aus E. acidaminophilum beträgt die Distanz zwischen UGA-Codon und der 

oberen helikalen Region der postulierten mRNA-Sekundärstrukturen elf bis dreizehn Nukleotide, dieser 

Wert liegt somit in einem Bereich, der im Falle des fdhF-Gens eine effiziente Inkorporation von 

Selenocystein ermöglichte. Dass für eine gst’-’selD1’-’lacZ-Fusion eine deutlich geringere SelBEa-

abhängige UGA-Durchleserate bestimmt wurde als für die entsprechenden grdB1- und prxU-Konstrukte 

(s. 3.9.2.), könnte in diesem Merkmal begründet sein, da der erwähnte Abstand hier dreizehn Basen 

beträgt, was wahrscheinlich weniger optimal ist als die elf bzw. zwölf Nukleotide bei prxU und grdB1. 

 

Eine nicht unbedeutende Rolle für die in-vivo-Funktion der SECIS-Elemente aus E. coli wurde 

ursprünglich auch dem unmittelbar stromabwärts des Selenocystein-Codons lokalisierten Nukleotid 

zugeschrieben. Durch cross-linking-Experimente konnte gezeigt werden, dass die drei Basen, die einem 

UGA-Codon folgen, ebenfalls mit RF 2 interagieren und dessen Funktion beeinflussen (POOLE et al., 

1998). Den deutlichsten Effekt übt das Nukleotid unmittelbar 3’ des Stopp-Codons aus, die Effizienz der 

Termination steigt in der Reihenfolge C < A < G < U (POOLE et al., 1995; TATE und MANNERING, 1996). 

In allen drei Formiat-Dehydrogenase-Genen von E. coli befindet sich an der entsprechenden Position ein 

Cytosin, die Sequenz UGAC besitzt in diesem Organismus bei Betrachtung aller drei Stopp-Codons 

(UAA, UAG und UGA) und Berücksichtigung der jeweils folgenden Base die geringste Terminations-

Aktivität aller zwölf möglichen Varianten, das effektivste Signal ist UAAU. Allerdings konnten HEIDER 

et al. (1992) zeigen, dass die Effizienz der Selenocystein-Inkorporation nicht gravierend herabgesetzt ist, 

wenn das UGA einer fdhF’-’lacZ-Fusion durch ein anderes Stopp-Codon (UAA oder UAG) ausgetauscht 

wird, vorausgesetzt natürlich, es erfolgt eine entsprechende Anpassung des Anticodons der tRNASec 

(Mutation zu UUA bzw. CUA). Die Durchleserate verringerte sich in diesen Fällen auf ca. 82 % (UAA) 

bzw. 68 % (UAG) im Vergleich zur Wildtyp-Situation. Auch ein Austausch des Cytosins unmittelbar 3’ 

vom UGA gegen ein Guanin (LIU et al., 1998) oder ein Uracil (MANSELL et al., 2001) hatte relativ 

geringe Auswirkungen auf die Effizienz der UGA-Decodierung.  

 

Andererseits scheint die Position stromabwärts vom UGA jedoch eine Rolle unter Bedingungen des 

Selen-Mangels zu spielen. Abgesehen von der SECIS-abhängigen Erkennung durch die tRNASec können 

UGA-Codons in E. coli auch durch RNATrp mit dem Anticodon CCA gelesen werden (HIRSCH und 

GOLD, 1971), in geringem Maße scheint auch eine Erkennung durch eine Cystein-spezifische tRNA 

möglich (GARCIA und STADTMAN, 1992; DÖRING et al., 2001). Eine sehr hohe UGA-Durchleserate 

konnte auch für tRNATrp aus Bacillus subtilis gezeigt werden (MATSUGI et al., 1998). In E. coli ist die 
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Effizienz der UGA-Decodierung durch Tryptophan-Einbau stark vom unmittelbar stromabwärts 

lokalisierten Nukleotid abhängig. Die Durchleserate steigt in der Reihenfolge U < C < G < A deutlich an, 

das gilt sowohl für die Decodierung durch eine Suppressor-tRNA, als auch für das durch native tRNATrp 

vermittelte Durchlesen (KOPELOWITZ et al., 1992). Zu ähnlichen Ergebnissen kamen LIU et al. (1999) 

sowie SANDMAN und NOREN (2000) bei der Untersuchung, welchen Einfluss speziell der UGA-Kontext 

des fdhF-SECIS-Elements auf den Selenocystein-Einbau bzw. auf die Selen-unabhängige Durchleserate 

hat. Ein Purin unmittelbar stromabwärts des UGA-Codons führte dazu, dass die Decodierung durch die 

Tryptophan-spezifische tRNA mit dem Einbau von Selenocystein konkurriert, letzterer überwiegt bei 

ausreichendem Selen-Angebot. Befindet sich dagegen ein Pyrimidin an der entsprechenden Position, so 

erfolgt auch bei Selen-Mangel keine bzw. nur eine geringfügige Suppression.  

In den bisher identifizierten Selenoprotein-Genen aus E. acidaminophilum findet sich nur bei den beiden 

Formiat-Dehydrogenasen ein Pyrimidin (C) unmittelbar 3’ vom UGA, ansonsten dagegen ein Purin: 

Adenin bei grdA, in allen anderen Fällen Guanin (Tab. 16).  

 
Tab. 16: Merkmale der postulierten SECIS-Elemente in Selenoprotein-mRNAs von E. acidaminophilum 

Gen Base 3’ vom UGA Aminosäure an Position –2 Aminosäure an Position –1 

fdhA1 C Arg Leu 

fdhA2 C Arg Leu 

grdA1 A Phe Val 

grdB1 G Ser Thr 

grdF G Ser Thr 

grdH G Ser Thr 

prxU G Phe Val 

selD1 G Ser Gly 

selD2 G Ala Gly 

prpU G Ala Thr 

 
 
Für das Verhältnis von Durchlesen und Termination am Stopp-Codon UGA spielen in E. coli neben dem 

stromabwärts lokalisierten Nukleotid auch die beiden stromaufwärts gelegenen Tripletts eine Rolle, 

wobei hier die Wirkung jedoch nicht auf der Ausbildung bestimmter Strukturen sondern auf den codierten 

Aminosäuren beruht. Basische und hydrophile Seitenketten an der Position −2 (Selenocystein = Position 

+1) begünstigen im Allgemeinen die Termination, saure und vor allem hydrophobe Reste dagegen das 

Durchlesen. Im Gegensatz dazu korreliert der Einfluss der Aminosäure an der Position −1 auf die UGA-

Decodierung nicht mit deren Ladung oder Hydrophobizität, entscheidend ist hier vielmehr die Tendenz zu 

bestimmten Sekundärstrukturen im Protein. Aminosäuren, welche die Ausbildung einer α-Helix oder 

eines β-Faltblattes fördern, begünstigen in der Regel die Termination, während die Tendenz zur Bildung 

von β-Schleifen mit einer Erhöhung der Durchleserate einhergeht (MOTTAGUI-TABAR et al., 1994; 

BJÖRNSSON et al., 1996). Die Wirkung der beiden Aminosäuren ist kooperativ, wobei der Effekt einer 
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Position dominant sein kann. Die oben genannten Regeln konnten auch für das Selenocystein-Codon des 

fdhF-Gens aus E. coli bestätigt werden, hier bewirkt Arginin an Position –2 in Verbindung mit Valin an 

Position −1 eine Unterdrückung des Durchlesens bei Selen-Mangel (LIU et al., 1999). 

Falls diese Abhängigkeiten auch auf Gram-positive Organismen wie E. acidaminophilum übertragbar 

sind, weisen von den in diesem Organismus bisher identifizierten Selenoproteinen nur die Genprodukte 

von fdhA1 und fdhA2 eine Sequenz auf, die ein Selen-unabhängiges Durchlesen eindeutig einschränkt  

(s. Tab. 16): an Position −2 befindet sich wie in der fdhF-mRNA ein Arginin-Codon, danach folgt Leucin, 

dieses hat annähernd den gleichen Effekt wie das Valin-Codon in der fdhF-Struktur. Im prpU-

Genprodukt hingegen tendiert die Kombination der Aminosäuren Alanin (−2) und Threonin (−1) eher zur 

Erhöhung der Durchleserate, ähnliches gilt auch für die Genprodukte von grdB1, grdF und grdH mit 

Serin an Position −2 und Threonin an Position −1, wobei hier der positive Effekt der vorletzten 

Aminosäure (Serin) deutlich geringer ist als bei prpU (Alanin). Einen stark gegenläufigen Einfluss weisen 

Phenylalanin an Position −2 und Valin an Position −1 wie im Selenprotein A (grdA1) und im 

Peroxiredoxin (prxU) auf. Bei dieser Kombination ist unklar, ob einer der beiden Effekte dominiert. 

Schwierig ist auch eine Aussage für die beiden selD-Gene, in deren Produkten N-terminal vom 

Selenocystein die Aminosäuren Serin (−2) und Glycin (−1) lokalisiert sind. Einerseits variierte der 

Einfluss von Glycin an dieser Position stark in Abhängigkeit von dem davor liegenden Rest, außerdem 

spielt in diesem Fall vermutlich nicht nur die Aminosäure selbst eine Rolle, sondern auch das 

entsprechende Codon bzw. durch welche Glycin-spezifische tRNA dieses erkannt wird. 

Insgesamt zeigen die postulierten SECIS-Elemente der bekannten Selenoprotein-Gene aus  

E. acidaminophilum keine eindeutige Tendenz, das unspezifische, Selen-unabhängige Durchlesen des 

UGA-Codons zu minimieren, vorausgesetzt natürlich, dass die für E. coli beschriebenen Effekte der 

umgebenden Sequenzen auf den Gram-positiven Organismus übertragbar sind. In diesem Zusammenhang 

sollte nochmals erwähnt werden, dass Selenocystein in der Regel im aktiven Zentrum von 

Selenoproteinen lokalisiert ist, wodurch die biophysikalischen Eigenschaften der umgebenden 

Aminosäuren relativ starken Zwängen unterliegen können. Außerdem könnte eine Rolle spielen, dass eine 

adäquate Selenversorgung offensichtlich essentiell für das Wachstum von E. acidaminophilum ist, 

unabhängig von den angebotenen Substraten (WAGNER, 1997). Eine Unterdrückung des unspezifischen, 

Selen-unabhängigen Durchlesens von Selenocystein-Codons wäre dadurch möglicherweise von 

geringerer Bedeutung als für einen Organismus wie E. coli, der nur unter bestimmten Bedingungen die 

Selen-haltigen Formiat-Dehydrogenasen exprimiert. 

 

Auch wenn unklar ist, ob der UGA-Kontext in E. acidaminophilum ebenfalls die angesprochenen Effekte 

zeigt, so spielt er doch auf jeden Fall eine Rolle bei der heterologen Expression von Selenoprotein-Genen 

aus diesem Organismus in E. coli. Für die Translationsfusionen des SECIS-Elemente-umfassenden 

Bereichs der Gene prxU und selD1 mit gst (stromaufwärts) und lacZ (stromabwärts) konnte in E. coli in 

Abwesenheit der Gene selB und selC aus E. acidaminophilum keine auffallend hohe UGA-Durchleserate 
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festgestellt werden (1,6 % bzw. 3,6 % ß-Galactosidase-Aktivität im Vergleich zur Cystein-Mutante, s. 

3.10.2). Unter der Annahme, dass die beobachteten hohen ß-Galactosidase-Aktivitäten im Falle der gst’-

’grdB1’-’lacZ-Fusion hauptsächlich durch einen internen Translationsstart stromabwärts des UGA-

Codons zustande kamen, lag auch hier die Durchleserate dieses Codons (laut Western-Blot mit Anti-

GST-Antikörpern, s. 3.9.3.) ungefähr in dem gleichen Bereich wie bei selD1. 

Im Gegensatz dazu wurden bei der Expression der Gene grdB1 und prxU als Strep-tag II-Fusionen in  

E. coli XL1-Blue MRF’ Proteine der entsprechenden Größe im Western-Blot nachgewiesen (REUTER, 

2000; SÖHLING et al., 2001; s. 3.7.1.), obwohl keine nennenswerte Inkorporation von Selenocystein 

erfolgte (s. 3.7.4.). Offensichtlich wurde das UGA-Codon unter diesen Bedingungen in erheblichem 

Maße supprimiert. Besonderes ausgeprägt war dieser Effekt bei prxU, wo auch in E. coli WL81300 große 

Mengen des Genproduktes nachweisbar waren. Anders als bei den entsprechenden Fusionen mit gst und 

lacZ erscheint hier jedoch ein Vergleich der UGA-Durchleserate der drei Gene grdB1, prxU und selD1 

wegen der nicht einheitlichen Bedingungen bei der Expression als Strep-tag II-Fusionsproteine wenig 

sinnvoll. So wurden zwei verschiedene Vektoren verwendet, was wiederum eine mögliche Ursache dafür 

darstellte, dass selbst für die Cystein-Mutanten unterschiedliche Expressionsraten beobachtet wurden. 

Auch das stark abweichende Wachstumsverhalten der Kulturen nach Induktion der heterologen 

Genexpression steht vermutlich damit im Zusammenhang. Wie bereits erwähnt, hat die 

Wachstumsgeschwindigkeit von E. coli einen signifikanten Einfluss auf die Inkorporation von 

Selenocystein, eine geringe Wachstumsrate erhöht die Effizienz dieses Prozesses im Vergleich zur 

Termination (MANSELL et al., 2001). Da für diesen Effekt offenbar eine Verringerung des Ribosomen-

assoziierten Anteils an RF 2 eine wichtige Rolle spielt (ADAMSKI et al., 1994), sollte sich eine reduzierte 

Wachstumsgeschwindigkeit auch auf das Selen-unbhängige Durchlesen des UGA-Codons positiv 

auswirken. Das könnte eine Ursache für die in dieser Hinsicht beobachteten Unterschiede zwischen den 

drei Genen, aber auch zwischen der Expression als Strep-tag II-Fusionsproteine und als gst’-’lacZ-

Fusionen darstellen.    

 

4.5. Heterologe Expression von Selenoproteinen in E. coli  
 

In den E. coli-Stämmen XL1-Blue MRF’ und WL81300 (∆selB) konnte bei der Expression der Gene 

grdB1 (Selenoprotein B der Glycin-Reduktase), prxU (Seleno-Peroxiredoxin) und selD1 

(Selenophosphat-Synthetase) als Strep-tag II-Fusion ein signifikanter Einbau von 75Selen in die 

Genprodukte nachgewiesen werden, wenn selB und selC aus E. acidaminophilum coexprimiert wurden  

(s. 3.7.4., Abb. 22). Das bestätigte die in den Komplementationsversuchen nachgewiesene Funktionalität 

des Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktors aus diesem Gram-positiven Organismus in E. coli. 

Ohne E. acidaminophilum-SelB und die entsprechende tRNASec konnte in E. coli XL1-Blue MRF’ nur 

eine geringfügige radioaktive Markierung der oben genannten Proteine beobachtet werden. Begünstigt 

durch die im Western-Blot vor allem für prxU beobachtete, hohe SelB-unabhängige Expressionsrate  
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(s. 3.7.1., Abb. 17) könnte dabei trotz Zugabe von Cystein ein Teil dieser Markierung auf einen 

unspezifischen Einbau über den Weg der Cystein-Biosynthese (MÜLLER et al., 1997) zurückzuführen 

sein. In Folge der geringen Sequenzhomologie zu den SECIS-Elementen der Gene fdhF und fdnG aus  

E. coli (Abb. 36) findet offensichtlich keine effektive Interaktion zwischen den mRNA-

Sekundärstrukturen von grdB1, prxU sowie selD1 und dem Elongationsfaktor SelB aus E. coli statt.  

Analoge Versuche zur Expression der Formiat-Dehydrogenase aus E. acidaminophilum (fdhA1-

Genprodukt) in E. coli blieben ebenfalls erfolglos (GRÄNTZDÖRFFER, 2000), obwohl hier eine Erkennung 

der entsprechenden mRNA-Struktur durch den Elongationsfaktor aus E. coli eher zu erwarten war (s. 4.3., 

Abb. 34). Die im Western-Blot detektierten Fragmente ließen jedoch auf eine Termination der Translation 

am UGA-Codon schließen (eine in-vivo-Markierung mit 75Selen erfolgte in diesem Falle nicht).   

Zu beachten ist dabei allerdings, dass in den beschriebenen Experimenten vermutlich ein ungünstiges 

stöchiometrisches Verhältnis zwischen der Selenoprotein-mRNA und den anderen Komponenten des 

quaternären Komplexes gegeben war (TORMAY et al., 1996; s. 4.3.), bedingt durch die starke 

Transkription der Gene von einem in hoher Kopienzahl vorliegenden Expressionsvektor (pASK-IBA3- 

bzw. pASK-IBA5-Derivat). Eine gleichzeitige Überexpression der E. coli-eigenen Gene selA, selB und 

selC könnte den Anteil an Selenocystein, der eventuell durch den Elongationsfaktor aus E. coli spezifisch 

in die Genprodukte von grdB1, prxU und selD1 inkorporiert wurde, signifikant erhöhen (ARNÉR et 

al.,1999; s. u.).   

 

In früheren Studien zur heterologen Expression von Selenoprotein A der Glycin-Reduktase aus dem mit 

E. acidaminophilum sehr eng verwandten Organismus Clostridium sticklandii konnte zwar gezeigt 

werden, dass ca. 10 % des in E. coli synthetisierten Proteins in enzymatisch aktiver Form vorlagen, 

allerdings wurde dieser Anteil einer tRNACys-vermittelten, unspezifischen Inkorporation von 

Selenocystein zugeschrieben (GARCIA und STADTMAN, 1992). Aus der Sequenz des entsprechenden Gens 

(grdA) konnte zudem 3’ vom Selenocystein-codierenden UGA keine stabile mRNA-Sekundärstruktur mit 

Homologien zum SECIS-Element der fdhF-mRNA aus E. coli abgeleitet werden. 

Die erfolgreiche heterologe Expression eines Selenoproteins in E. coli wurde dagegen für die 

Selenophosphat-Synthetase aus H. influenzae beschrieben (WILTING et al., 1998). Die stromabwärts vom 

UGA-Codon der selD-mRNA postulierte Sekundärstruktur zeigt zwar einen ähnlichen Aufbau wie das 

SECIS-Element des fdhF-Gens, weicht von diesem aber in der Sequenz in vielen Positionen ab (Abb. 36), 

wobei die meisten dieser Unterschiede, isoliert betrachtet, eine korrekte Wechselwirkung mit dem 

Elongationsfaktor SelB aus E. coli verhindern würden (HEIDER et al., 1992; LIU et al., 1998; s. 4.4.) 
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Abb. 36: Vergleich der fdhF- und fdnG-SECIS-Elemente aus E. coli (HÜTTENHOFER et al., 1996b; 
HÜTTENHOFER und Böck, 1998a) mit den postulierten mRNA-Sekundärstrukturen der Gene selD aus  
H. influenzae (WILTING et al., 1998) und hydV aus D. baculatum (TORMAY und BÖCK, 1997) sowie grdB1, 
prxU und selD1 aus E. acidaminophilum. In Analogie zum fdnG-Element aus E. coli wurden die Strukturen von 
grdB1 und selD1 hier im Gegensatz zu Abb. 2 (3.1.) mit fünf ungepaarten Nukleotiden in der oberen Haarnadel-
schleife dargestellt. Hellgrau unterlegte Basen sind im apikalen Bereich beider E. coli-Strukturen identisch. 
Nukleotide, die in den apikalen Haarnadelstrukturen der (putativen) SECIS-Elemente aus H. influenzae, D. 
baculatum und E. acidaminophilum an vergleichbaren Positionen wie in den fdhF- und fdnG-Strukturen auftreten, 
sind ebenfalls grau markiert. Das Selenocystein-codierende UGA ist fett hervorgehoben. Gezeigt ist nur der Bereich 
der mRNA-Sekundärstrukturen stromabwärts vom UGA-Codon, mögliche Strukturen stromaufwärts von diesem 
sind nicht berücksichtigt. 

 

Auch die mRNA-Sekundärstruktur des fdhF-Gens aus Enterobacter aerogenes ermöglichte in E. coli die 

Inkorporation von Selenocystein an dem entsprechenden UGA-Codon (HEIDER et al., 1991), was 

allerdings auf Grund der äußerst großen Homologie zum fdhF-SECIS-Element aus E. coli auch zu 
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erwarten war. Die apikale Haarnadelstruktur, bestehend aus 17 Nukleotiden, ist bei beiden Sequenzen 

sogar völlig identisch, der Abstand zum UGA-Codon beträgt auch bei E. aerogenes elf Nukleotide 

(HÜTTENHOFER und BÖCK, 1998a). 

Verglichen mit dem postulierten SECIS-Element der selD-mRNA aus H. influenzae weist die 

entsprechende mRNA-Sekundärstruktur des hydV-Gens aus D. baculatum, welches für die große 

Untereinheit einer periplasmatischen Hydrogenase codiert, deutlich größere Homologien zum fdhF-

SECIS-Element auf (Abb. 36). Dennoch konnte in E. coli keine Inkorporation von Selenocystein in ein 

hydV’-’lacZ-Fusionsprotein nachgewiesen werden, obwohl in vitro eine Bindung von E. coli-SelB an den 

entsprechenden Bereich der hydV-mRNA erfolgte, allerdings mit 5-10-fach geringerer Affinität als an das 

fdhF-SECIS-Element (TORMAY und BÖCK, 1997).  

 

Im Gegensatz zur heterologen Expression von Selenoprotein-Genen aus E. acidaminophilum konnte in  

E. coli auch durch die Coexpression von selB und selC aus D. baculatum kein Einbau von Selenocystein 

in das hydV-Genprodukt erreicht werden. Da die Bildung des quaternären Komplexes zwischen SelB, 

GTP, Selenocysteyl-tRNASec und hydV-mRNA nachgewiesen wurde, könnte die Ursache für die nicht 

erfolgte Inkorporation von Selenocystein darin bestehen, dass der heterologe Elongationsfaktor nicht 

korrekt mit dem E. coli-Ribosom interagiert (TORMAY und BÖCK, 1997). 

 

Abgesehen von der erfolgreichen Expression des Gens der Selenophosphat-Synthetase aus H. influenzae 

erfolgte die Produktion fremder Selenoproteine in E. coli zumeist durch Einführung des fdhF-SECIS-

Elements in das entsprechende Gen. Auf diese Weise konnte eine Inkorporation von Selenocystein in die 

α-Untereinheit der F420-reduzierenden Formiat-Dehydrogenase aus Methanobacterium formicium erreicht 

werden (HEIDER und BÖCK, 1992). Dieses Enzym, codiert vom Gen fdhA, zeigt deutliche Homologien 

zum fdhF-Genprodukt aus E. coli, enthält aber an Stelle des Selenocysteins ein Cystein. Nach Mutation 

des entsprechenden TGC-Codons zu TGA erfolgte in E. coli der Einbau von Selenocystein an dieser 

Position, wenn die Sequenz stromabwärts davon so geändert wurde, dass eine mRNA-Sekundärstruktur 

ausgebildet werden konnte, die in ihrem oberen Bereich identisch mit dem fdhF-SECIS-Element war. 

Bedingt durch die hohe Homologie des Enzyms zur Formiat-Dehydrogenase H aus E. coli änderte die 

Einführung dieser Struktur die Aminosäure-Sequenz nur an zwei Positionen. 

Analog erfolgte in E. coli die Expression einer pflanzlichen Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathion-

Peroxidase (cit-PHGPx), welche im Gegensatz zum Säuger-Enzym Cystein statt Selenocystein im aktiven 

Zentrum enthält, als Selenoprotein, nachdem ebenfalls das Cystein-Codon (TGT) zu TGA mutiert und 

eine mRNA-Sekundärstruktur mit hoher Homologie zum fdhF-SECIS-Element in das Gen eingefügt 

wurde (HAZEBROUCK et al., 2000). Letzteres war in diesem Fall allerdings nur auf Kosten deutlicher 

Änderungen der Proteinsequenz zu erreichen: sieben Aminosäuren wurden ausgetauscht, eine sogar 

deletiert.  
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Auch ARNÉR et al. (1999) beschrieben die erfolgreiche Expression eines eukaryotischen Selenoproteins, 

der Thioredoxin-Reduktase der Ratte, in E. coli. Eine Besonderheit dieses Proteins ist die Lokalisation 

des Selenocysteins direkt vor der C-terminalen Aminosäure. Dadurch war es möglich, ein nur 

unwesentlich modifiziertes fdhF-SECIS-Element stromabwärts vom Selenocystein-codierenden TGA in 

das Gen einzufügen, ohne wie bei der oben erwähnten Expression der cit-PHGPx die Aminosäure-

Sequenz des Proteins zu verändern. Auf diese Weise konnten unter aeroben Bedingungen große Mengen 

an enzymatisch aktivem Protein exprimiert und gereinigt werden, die höchste spezifische Aktivität wurde 

bei gleichzeitiger Überxpression der E. coli-eigenen Gene selA, selB und selC erreicht, sie betrug 22 % 

der Aktivität des nativ gereinigten Enzyms. Durch Massenspektroskopie konnte gezeigt werden, dass 

neben dem gewünschten Produkt auch C-terminal verkürztes und somit inaktives Protein, welches durch 

Termination am UGA-Codon enstand, isoliert wurde. Die Präsenz dieses Abbruch-Produktes war 

vermutlich für die geringere spezifische Aktivität des rekombinanten Enzyms verantwortlich.  

Bei Selenoproteinen aus E. acidaminophilum bietet sich eine Anwendung der genannten Strategie vor 

allem für die Formiat-Dehydrogenase-Gene fdhA1 und  fdhA2 an, da hier bereits eine hohe Homologie 

zur E. coli-Sequenz besteht. Die Einführung des apikalen Teils des fdhF-SECIS-Elements wäre hier mit 

dem Austausch von zwei Aminosäuren verbunden: Ala(359)→His und Thr(360)→Pro im fdhA1-

Genprodukt. Werden nur die Nukleotide U17 sowie C20-G27 (UGA = +1), die spezifisch für die 

Wechselwirkung mit E. coli-SelB sind (HEIDER et al., 1992; KLUG et al., 1997; LIU et al., 1998; LI et al., 

2000; s. 4.4.) exakt übernommen und die Ausbildung von Basenpaarungen N15-N31, N16-N30, N18-N29 und 

N19-N28 analog zur fdhF-Struktur ermöglicht, so lassen sich die Veränderungen in der Proteinsequenz auf 

einen Aminosäure-Austausch reduzieren, entweder Ala(359)→His oder Ala(356)→Pro (Abb. 37 B). 
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Abb. 37: Mögliche Varianten von fdhA1 (B) und grdA1 (C) mit Elementen der fdhF-SECIS-Struktur (A). 
Gezeigt sind das Selenocystein-Codon und die 39 stromabwärts lokalisierten Nukleotide der fdhF-mRNA aus E. coli 
sowie die entsprechenden Sequenzen von fdhA1 und grdA1. Die Nukleotide der apikalen Haarnadelstruktur des 
fdhF-SECIS-Elements sind grau unterlegt, dunkel hervorgehobene Basen weisen eine hohe Spezifität für die 
Wechselwirkung mit E. coli-SelB auf. Das ungepaart vorliegende U17 wurde unterstrichen. Pfeilspitzen (> bzw. <) 
bezeichnen gepaart vorliegende Nukleotide. Die Mutationen, die in fdhA1 und grdA1 notwendig sind, um die 
essentiellen Elemente einer fdhF-SECIS-Struktur einzuführen sowie die sich daraus ergebenden Änderungen auf 
Protein-Ebene (Aminosäuren jeweils unter der dritten Base des entsprechenden Codons) wurden rot dargestellt.  

 

Bei den übrigen Selenoprotein-Genen aus E. acidaminophilum wäre die Einführung des fdhF-SECIS-

Elements mit deulich größeren Veränderungen der Aminosäuresequenz verbunden. Als Beispiel sei hier 

grdA1 genannt, da für dieses Gen an Hand der DNA-Sequenz stromabwärts des UGA-Codons keine 

Sekundärstruktur mit den typischen Merkmalen eines SECIS-Elements identifiziert werden konnte  

(s. 3.1., Abb. 2). Falls sich in weiteren Untersuchungen herausstellen sollte, dass im Gegensatz zu grdB1, 

prxU und selD1 durch Coexpression von selBEa in E. coli keine Inkorporation von Selenocystein in das 

grdA1-Genprodukt zu erreichen ist, könnte die hier angesprochene Strategie zur Anwendung kommen 

(Abbildung 37 C). Die exakte Übernahme des apikalen Teils der fdhF-Struktur wäre mit einem Austausch 

von fünf Aminosäuren verbunden: Ala(49)→Val, Met(50)→Ala, Asp(51)→Gly, Glu(53)→His und 
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Asn(54)→His. Durch Veränderung unspezifischer Nukleotide unter Beibehaltung der Basenpaarung 

lassen sich diese Abweichungen auf drei Positionen reduzieren: Ala(49)→Leu, Met(50)→Pro und 

Asp(51)→Gly. 

 

4.6. Selen-modifizierte tRNA(s) in E. acidaminophilum 
 

Während der Anzucht von E. acidaminophilum in Gegenwart von [75Se]-Selenit wurde radioaktives Selen 

in ein Makromolekül inkorporiert, welches sich als resistent gegenüber Proteinase K-Verdau erwies und 

sensitiv auf RNase A-Behandlung reagierte (s. 3.10.). Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich dabei 

um eine Selen-haltige tRNA. Ein Kandidat für eine Markierung ist natürlich die mit Selenocystein 

beladene tRNASec, allerdings ist anzunehmen, dass die alkalischen Bedingungen während der Proben-

Behandlung (s. 2.3.) und der anschließenden Elektrophorese (s. 2.13.2.) zur Hydrolyse der Esterbindung 

zwischen Aminosäure und tRNA führten. Dafür spricht auch die Tatsache, dass bei der 75Se-Markierung 

von E. coli-Zellen, die das selC-Gen aus E. acidaminophilum auf einem Plasmid enthielten, im Vergleich 

zu Zellen ohne dieses Plasmid keine zusätzliche Bande detektiert wurde. Auch die Position der hier 

detektierten Bande bei ca. 21 kDa im Polyacrylamid-Gel spricht eher für eine kleinere tRNA-Spezies, so 

dass es sich bei dem hier markierten Makromolekül wahrscheinlich um eine tRNA mit einem Selen-

modifizierten Nukleosid handelt.        

 

Seleno-tRNAs wurden bisher sowohl in Eukaryoten (CHING, 1984; CHEN et al., 1985; MIZUTANI et al., 

1999), als auch in verschiedenen Prokaryoten wie M. vannielii (POLITINO et al., 1990), E. coli (WITTWER, 

1983), S. typhimurium (KRAMER und AMES, 1988; VERES et al., 1990) und C. sticklandii (CHEN und 

STADTMAN, 1980; CHING und STADTMAN, 1982) nachgewiesen, in erster Linie handelt es sich dabei um 

Lysin-, Glutamat- oder Glutamin-spezifische tRNAs. Das dominierende Selenonukleosid ist  

5-Methylaminomethyl-2-selenouridin (mnm5Se2U), vermutlich treten aber noch andere Selen-

modifizierte Nukleoside auf (WITTWER et al., 1984). Die Biosynthese von mnm5Se2U erfolgt durch 

Austausch des Schwefels im modifizierten Nukleosid 5-Methylaminomethyl-2-thiouridin (mnm5S2U) 

gegen Selen (WITTWER und STADTMAN, 1986; VERES und STADTMAN, 1994). Zumindest in E. coli 

scheint diese Substitution jedoch nicht vollständig zu verlaufen, d. h. beide Formen der tRNA existieren 

nebeneinander. Wie bei der vom selA-Genprodukt katalysierten Umwandlung von Seryl-tRNASec in 

Selenocysteyl-tRNASec dient Selenophosphat, welches vom selD-Genprodukt gebildet wird, als Selen-

Donor (EHRENREICH et al., 1992; VERES et al., 1992; GLASS et al., 1993; VERES et al., 1994).   

Für die Selen-enthaltenden Glutamat- bzw. Lysin-spezifischen tRNAs aus E. coli konnte nachgewiesen 

werden, dass mnm5Se2U an der ersten Position des Anticodons (wobble position) die Codon-Anticodon-

Wechselwirkung beeinflusst. Während das Schwefel-Analogon mnm5S2U jeweils eine deutliche 

Bevorzugung des Codons GAA gegenüber GAG (tRNAGlu) bzw. des Codons AAA gegenüber AAG 

(tRNALys) bewirkte, trat diese Differenzierung nicht oder nur in wesentlich schwächerer Form auf, wenn 
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die gleichen tRNA-Spezies das entsprechenden Seleno-Nukleosid enthielten (WITTWER und CHING, 

1989).     

Die Selen-Modifizierung kann aber auch für die Interaktion mit der Aminoacyl-tRNA-Synthetase von 

Bedeutung sein. Für die Seleno-tRNAGlu aus C. sticklandii, die ebenfalls mnm5Se2U in der wobble 

position enthält (CHING et al., 1985), erwies sich dieses Nukleosid als notwendig für die Acylierung mit 

Glutamat (CHING und STADTMAN, 1982). Neben dem Auftreten essentieller Selenoproteine könnte die 

Abhängigkeit der Reaktion einer oder mehrerer Aminoacyl-tRNA-Synthetasen von der Selen-

Modifizierung einer tRNA natürlich auch die Ursache dafür sein, dass für das Wachstum eines 

Organismus unter allen Bedingungen eine adäquate Selen-Versorgung erforderlich ist, wie es z. B. für  

E. acidaminophilum der Fall zu sein scheint (WAGNER, 1997). 
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5. Zusammenfassung 
 

 

1. Für alle bisher identifizierten Selenoprotein-codierenden Gene aus E. acidaminophilum können 

unmittelbar stromabwärts vom UGA-Codon mRNA-Sekundärstrukturen formuliert werden. Mit einer 

Ausnahme (grdA, Selenoprotein A der Glycin-Reduktase) ähneln sie im Aufbau den SECIS 

(selenocysteine insertion sequence)-Elementen, die in E. coli für den spezifischen Einbau von 

Selenocystein in Proteine essentiell sind. Allerdings zeigten die postulierten Strukturen aus  

E. acidaminophilum untereinander keine signifikanten Sequenzhomologien.  

 

2. Aus einer partiellen EcoRI-Genbank konnte durch Hybridisierung mit einer spezifischen DNA-Sonde 

das für die Selenocystein-Synthase codierende selA-Gen aus E. acidaminophilum vollständig kloniert 

werden. Damit wurde die im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit isolierte DNA-Region, 

welche neben dem größten Teil von selA auch die Gene selB (Selenocystein-spezifischer 

Elongationsfaktor), selC (tRNASec) und ackA’ (Acetat-Kinase A) aufwies, um ca. 0,7 kb erweitert.  

Stromaufwärts von selA konnte der 3’-Bereich eines Gens (selD1), welches für eine  Selenophosphat-

Synthetase codiert, identifiziert werden. In E. acidaminophilum liegen die Gene für den 

cotranslationalen Einbau von Selenocystein in Proteine somit in einem Cluster der Form selD1ABC 

vor. 

 

3. Mittels Northern-Hybridisierung wurde die Transkription der sel-Gene untersucht. Die detektierten 

Signale deuteten auf monocistronische Transkripte für selD1 und selC sowie auf eine selD1AB- und 

eine selAB-mRNA hin. Die Existenz eines Transkripts, welches selD1, selA und selB umfasst, konnte 

durch RT-PCR bestätigt werden. Unmittelbar stromaufwärts der Gene selD1 und selC wurde durch 

primer extension ein Transkriptions-Startpunkt nachgewiesen. Für ein zweites Selenophosphat-

Synthetase-Gen (selD2), welches nicht mit dem selD1ABC-Cluster assoziiert ist, wurde eine 

monocistronische mRNA nachgewiesen. 

 

4. Die Funktionalität der Produkte der E. acidaminophilum-Gene selA, selB und selC in E. coli konnte 

durch Komplementation des Defektes entsprechender Mutanten gezeigt werden. Als Maß für die die 

Fähigkeit zur spezifischen, cotranslationalen Inkorporation von Selenocystein diente die Aktivität des 

vom fdhF-Gen codierten, E. coli-eigenen Selenoproteins Formiat-Dehydrogenase H im Rohextrakt.  

 

5. E. acidaminophilum-SelB sowie die Domänen 4 und 4b des Proteins wurden heterolog in E. coli 

exprimiert und als Strep-tag II-Fusionen (alle drei Proteine) sowie als His-tag-Fusionen (nur die 

beiden Domänen) gereinigt. Im Gegensatz zu den C-terminalen Bereichen erfolgte eine nachweisbare 

Synthese des vollständigen Proteins nur, wenn gleichzeitig die Gene der in E. coli in geringer Menge 
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auftretenden tRNA4
Arg, tRNA2

Ile und tRNA3
Leu überexprimiert wurden. Ein Vergleich der Codon-

Nutzung im Genom von E. coli und in E. acidaminophilum-selB deutete darauf hin, dass das gehäufte 

Auftreten des Isoleucin-Tripletts AUA im Gen des Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktors für 

die geringe Expressionsrate verantwortlich war. 

 

6. Durch in-vitro-Transkription wurden mRNA-Fragmente synthetisiert, welche die postulierten 

Sekundärstrukturen stromabwärts des UGA-Codons der Selenoprotein-Gene grdB1 (Selenoprotein B 

der Glycin-Reduktase), prxU (Peroxiredoxin) und selD1 (Selenophosphat-Synthetase) aus  

E. acidaminophilum umfassten. Von jeder der drei Strukturen wurde auch eine mutierte Form 

hergestellt, bei der jeweils zwei Nukleotide in der apikalen Schleife der Haarnadelstruktur verändert 

waren. Nach 5’-Markierung mit 32P wurden diese Transkripte in Gelretardations-Experimenten mit 

gereinigtem SelB bzw. den SelB-Domänen 4 und 4b eingesetzt. Im Falle der SelB-Präparation konnte 

zwar eine Interaktion mit den mRNA-Fragmenten beobachtet werden, diese trat allerdings erst bei sehr 

hohem Überschuss an Protein auf und war nicht spezifisch für die Wildtyp-Struktur. Die gereinigten 

Domänen 4 und 4b zeigten keine Bindung an die untersuchten mRNAs. 

 

7. Mittels in-vivo-Markierung mit 75Selen konnte nachgewiesen werden, dass eine Coexpression der 

Gene selB und selC aus E. acidaminophilum die heterologe Expression der Gene grdB1, prxU und 

selD1 als Selenoproteine in E. coli ermöglicht. Ohne den Elongationsfaktor und die tRNASec aus  

E. acidaminophilum wurden in E. coli nur äußerst geringe Mengen an Selen in die Proteine eingebaut, 

so dass davon auszugehen ist, dass E. coli-SelB eventuell vorhandene SECIS-Elemente in den 

entsprechenden Selenoprotein-mRNAs nicht effektiv erkennt. 

 

8. Um zu überprüfen, ob die postulierten mRNA-Sekundärstrukturen stromabwärts des UGA-Codons 

von grdB1, prxU und selD1 für den Einbau von Selenocystein essentiell sind, wurden verschiedene 

Mutationen in diesem Bereich eingeführt und die Gene in Gegenwart von SelB und tRNASec aus  

E.  acidaminophilum in einer selB-Defektmutante von E. coli exprimiert. Sowohl die Veränderung von 

zwei benachbarten Nukleotiden in der apikalen Schleife (s. o.) als auch von drei aufeinander folgenden 

Nukleotiden im Stamm führten in allen drei Fällen zu einer signifikanten Verringerung der Menge an 
75Selen-markiertem Protein. Durch kompensierende Mutationen auf der anderen ’Seite’ des Stammes 

(d. h. Wiedereinführung einer Basenpaarung an den entsprechenden Positionen) konnte die 

Funktionalität der jeweiligen Struktur größtenteils wiederhergestellt werden.  

 

9. Es wurden Translationsfusionen aus dem Gen der Glutathion-S-Transferase (gst), gefolgt von einem 

63 Basenpaare umfassenden Fragment von grdB1, prxU bzw. selD1 (je zehn Nukleotide 

stromaufwärts und 50 stromabwärts vom Selenocystein-Codon UGA) und dem β-Galactosidase-Gen 

(lacZ) hergestellt. In Gegenwart von SelB und tRNASec aus E. acidaminophilum konnte in E. coli für 
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diese Konstrukte eine hohe UGA-Durchleserate beobachtet werden. Die ermittelten β-Galactosidase-

Aktivitäten entsprachen 60,4 % (grdB1-Fusion), 63,9 % (prxU) bzw. 35,5 % (selD1) des Wertes, der 

mit der jeweiligen Cystein-Mutante, in der das TGA-Codon gegen TGC ausgetauscht war, ereicht 

wurde. Die Präsenz der postulierten mRNA-Sekundärstrukturen im hier klonierten Bereich der drei 

Selenoprotein-Gene war offensichtlich ausreichend, um UGA als Selenocystein-Codon zu 

spezifizieren. 

 

10. Nach Anzucht von E. acidaminophilum in Gegenwart von [75Se]-Selenit konnte ein markiertes 

Makromolekül detektiert werden, das sich als resistent gegen Proteinase K-Behandlung erwies, durch 

RNase A jedoch abgebaut wurde. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich dabei um eine tRNA 

mit einem Selen-modifizierten Nukleosid. 
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   1  TTTCGCTTTA ATCAAATAGC ACTTCAAAAT AAAATGTATT TTGCTTTGAC AACATTATTT TCTATAGCAA TATTATATCA  
            
                                                  →                          selD1 
  81  GTGTATTTTT GCAGATAGAT AATTGTGATA TACTCAAATG TGTTAGTCAA TTACGGAGGT GGAAAGATGA AAGGCAGCAA 
                                                                                M   K  G  S    
 
 161  GGAAATAAAG CTCACACAGA TGGTTACAGC TTCGGGCTGA GCAGCCAAGA TAGGGCCAGA GGATTTGGCC AAGGCGCTTG 
      K  E  I  K   L  T  Q   M  V  T   A  S  G  U   A  A  K   I  G  P   E  D  L  A   K  A  L 
 
 241  TCGGTCTTCC CAAGATGTTT GATGAAAGGC TTCTTGTAGG CTTTGACACT TCTGATGATG CAGCTGTATA TAGATTGGAT 
       V  G  L   P  K  M  F   D  E  R   L  L  V   G  F  D  T   S  D  D   A  A  V   Y  R  L  D  
 
 321  GACGACAAGG CGCTCATTCA GACGCTCGAC TTTTTCACGC CCATGGTGGA TGATCCCTAT CTTTTCGGAC AGATAGCGGC  
        D  D  K   A  L  I   Q  T  L  D   F  F  T   P  M  V   D  D  P  Y   L  F  G   Q  I  A  
 
 401  GTCAAACTCG CTTTCGGACG TGTATGCCAT GGTGGGTAAG CCGATAGTTG CTATGAACAT AGTTTGCTTT CCTTCGTGCC  
      A  S  N  S   L  S  D   V  Y  A   M  V  G  K   P  I  V   A  M  N   I  V  C  F   P  S  C  
 
 481  ATGATATGTC AATACTTGGC GAGATACTAA AGGGCGGAGC CGATAAGGTA ATCGAGTCAG GCGCCATTCT TGTAGGAGGG  
       H  D  M   S  I  L  G   E  I  L   K  G  G   A  D  K  V   I  E  S   G  A  I   L  V  G  G  
 
 561  CACACGGTCG ATGACAAGGA ACCCAAATAC GGGCTTTCGG TTGCAGGACT GGTGCATCCT GACAAGGTGC TTGCGAATTC  
        H  T  V   D  D  K   E  P  K  Y   G  L  S   V  A  G   L  V  H  P   D  K  V   L  A  N  
 
 641  AGGAGCAAGG CCCGGAGATG CGCTGATACT TACAAAACCT ATAGGAACAG GCATAGTAAG CACAGGCATG AAAGCCGCTA  
      S  G  A  R   P  G  D   A  L  I   L  T  K  P   I  G  T   G  I  V   S  T  G  M   K  A  A  
  
 721  TGGTGCAAAA AAGCACTGAG GATGAGGTTG TGAAAATAAT GGCCCATCTA AACAAGTATG CAGCCGAGGC TCTGGACGGT 
       M  V  Q   K  S  T  E   D  E  V   V  K  I   M  A  H  L   N  K  Y   A  A  E   A  L  D  G 
 
 801  TTCAATGTTA ATTCGGTTAC AGACATAACC GGCTTTGGAT TCCTGGGGCA CGCAGCTGAG ATGGCCAAGG GCTCGGGAGT  
        F  N  V   N  S  V   T  D  I  T   G  F  G   F  L  G   H  A  A  E   M  A  K   G  S  G  
 
 881  GACGCTTGAA ATATCCTCAA AGGATATTCC TATAATGTCA GAGGCCGAGG AGCTCGCCAA GATGGGAATA ATCCCGGCCG  
      V  T  L  E   I  S  S   K  D  I   P  I  M  S   E  A  E   E  L  A   K  M  G  I   I  P  A  
  
 961  GAATGTACAG GAACAAAAAA TTCATCCAGA GCGATGTGCT TTGCGAGGGT GTAAGCGAGC ACATAATGGA CATCCTGTAT  
       G  M  Y   R  N  K  K   F  I  Q   S  D  V   L  C  E  G   V  S  E   H  I  M   D  I  L  Y  
 
1041  GATCCTCAGA CCTCGGGAGG CCTGCTGGTA TCAGTTCCGC AGGAGCATGC CAGGGCTCTG GCTGACAAAA TGACAAGCTG  
        D  P  Q   T  S  G   G  L  L  V   S  V  P   Q  E  H   A  R  A  L   A  D  K   M  T  S    
 
                                                                                   >>>>>>>> 
1121  TGGAAGCCTT GCGGCAAAAA TTGTAGGCAG GGTACTGAGC AAGGAAGAAA AGAGCATAAT CGTAATATAA GATGGGGCCT  
      C  G  S  L   A  A  K   I  V  G   R  V  L  S   K  E  E   K  S  I   I  V  I  - 
 
         <<<<<<< < 
1201  CGAGCCCCAT TAGCTTTTTG CAAACGAGAA ATTTAGAGCT TTTGGTGTTG GTAAGATTTT TCATGTGTTA TATAATCATA  
 
                                                    selA 
1281  TATAAAAATA CAATATGAAT GCGAAGGGGT GCAATAAAAC AAATGGATAA AAGGACGCTT TTTTCAAAAC TGCCTTCTGT  
                                                      M  D   K  R  T  L   F  S  K   L  P  S    
 
1361  AGACAAGATC TTAGGCAATG ACGGCGTAAT AGAGCTGGAA AAGGAGTATC CAAGAAGCCT CATAGTCGAG GTCATAAGGG  
      V  D  K  I   L  G  N   D  G  V   I  E  L  E   K  E  Y   P  R  S   L  I  V  E   V  I  R  
     
1441  AGCAAATAGA ACTTGCCAGA AAGAGGATAC TAGAACTTAA TGAGAGCGAC ATGGAAGGTT TTGACATAGA TGAAGACATA  
       E  Q  I   E  L  A  R   K  R  I   L  E  L   N  E  S  D   M  E  G   F  D  I   D  E  D  I  
 
1521  CTTATAAACG ATATAGGCCA CCAGCTTAAG CTGAAATATG CGCTAAAACT CAAAAGGCTC ATAAATGCTA CTGGTGTTGT  
        L  I  N   D  I  G   H  Q  L  K   L  K  Y   A  L  K   L  K  R  L   I  N  A   T  G  V  
 
1601  GGTACATACG AATCTAGGCA GATCTCCAAT GGCTGAGGAG ATTAAGGAGG ATCTTTGGCT TATCGCCTCG AGATACTCAA  
      V  V  H  T   N  L  G   R  S  P   M  A  E  E   I  K  E   D  L  W   L  I  A  S   R  Y  S  
 
1681  ACCTCGAATA TGACATAGAA AGTGGCAAGA GAGGCTCGAG GTATTCTCAC CTTGAGGAGA TAGTAAGAAA AATCACAGGA  
       N  L  E   Y  D  I  E   S  G  K   R  G  S   R  Y  S  H   L  E  E   I  V  R   K  I  T  G  
 
1761  GCAGAAGACG TGCTGGTTGT AAACAACAAT GCGGCCGCCG TAATGCTAGT GCTTGGAACA ATGGCGCAAG GCAAGGAGGT  
        A  E  D   V  L  V   V  N  N  N   A  A  A   V  M  L   V  L  G  T   M  A  Q   G  K  E  
 
1841  AATAACGTCA AGGGGAGAAC TCGTTGAAAT CGGCGGCTCC TTTAGGATAC CAAGCGTGAT GGAGCAGAGC GGGGCCAAGC  
      V  I  T  S   R  G  E   L  V  E   I  G  G  S   F  R  I   P  S  V   M  E  Q  S   G  A  K  
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1921  TTGTGGAGGT TGGAACAACC AACAAGACGT ACGCCTCTGA TTACGAGGCT GCAATAACTG AAAACACGGG CGCGCTGCTT  
       L  V  E   V  G  T  T   N  K  T   Y  A  S   D  Y  E  A   A  I  T   E  N  T   G  A  L  L  
 
2001  AAGGTGCATA CTAGCAACTT CAGGGTTGTG GGCTTTACAA ACACTCCTGA GCTGGAGGAG CTAAGGGAGA TAGGCGACAA  
        K  V  H   T  S  N   F  R  V  V   G  F  T   N  T  P   E  L  E  E   L  R  E   I  G  D  
 
2081  ATACGATATA CCAGTCATAG AGGATCTTGG AAGCGGTGTG TTCATAGATC TTTCAAAATA TGGCCTTTCA TACGAGCCTA 
      K  Y  D  I   P  V  I   E  D  L   G  S  G  V   F  I  D   L  S  K   Y  G  L  S   Y  E  P  
      
2161  CTGTTATGGA TTCCCTCAGA AAGGGAGCGG ACATTGTAAC GTTCAGCGGT GACAAGATAC TCGGCGGGCC TCAGGCAGGC  
       T  V  M   D  S  L  R   K  G  A   D  I  V   T  F  S  G   D  K  I   L  G  G   P  Q  A  G  
 
2241  ATAATAGTCG GAAAGAAAAA ATATATAGAC AAGATGAAGA AAAACCAGCT GACAAGAGCG CTCAGGGTGG ACAAGTTCAT  
        I  I  V   G  K  K   K  Y  I  D   K  M  K   K  N  Q   L  T  R  A   L  R  V   D  K  F  
 
2321  AATATGTGCG CTTGAAGCAA CAATGAGATA CTACATCGAA GAGGAGATTG CGATAAAGAA AATACCAACG CTTAGGATGC  
      I  I  C  A   L  E  A   T  M  R   Y  Y  I  E   E  E  I   A  I  K   K  I  P  T   L  R  M  
 
2401  TCACATATAA ATTAGACGAG ATTAAAGAAA AGGCGCAAAG GCTAAATGAG ATGATAGGAA GGCTAGGCAT TCCGGCTGAA  
       L  T  Y   K  L  D  E   I  K  E   K  A  Q   R  L  N  E   M  I  G   R  L  G   I  P  A  E    
 
2481  GTCAAAATAG AAGTTGGACA TTCCCAGGTA GGCGGCGGCC TGCTTCCGCT CGAGAGGATA GAGAGCAGAG TGATATCCAT  
        V  K  I   E  V  G   H  S  Q  V   G  G  G   L  L  P   L  E  R  I   E  S  R   V  I  S  
 
2561  AGTTCCTGAA AACATGAGCG TATCAAGGCT CGAAGAGAGC CTCAGGCTTT GTGATGACCA TATTATAGGC AGGGTATACG  
      I  V  P  E   N  M  S   V  S  R   L  E  E  S   L  R  L   C  D  D   H  I  I  G   R  V  Y  
    
2641  ACGAGAAATA CGTAATTGAC GTTAGGACTC TCTTTGACGA AGAATACGAA ATAATATGCA ACCAGCTGAA AAGCATCCTG  
       D  E  K   Y  V  I  D   V  R  T   L  F  D   E  E  Y  E   I  I  C   N  Q  L   K  S  I  L    
                       selB 
2721  GGATAGGGAG GATTTGATGA AGAATATAAT AATAGGAACG GCAGGGCATA TAGACCACGG CAAGACGACT CTTATAAAAG 
        G  -             M   K  N  I   I  I  G  T   A  G  H   I  D  H   G  K  T  T   L  I  K 
 
2801  CCCTCACAGG AAAAGAGACG GACAGACTGA AGGAAGAAAA GAAAAGGGGA ATATCAATAG ACCTTGGCTT CACCAATTTT 
       A  L  T   G  K  E  T   D  R  L   K  E  E   K  K  R  G   I  S  I   D  L  G   F  T  N  F 
      
2881  GACCTTCCAA GCGGTAAAAG GGCGGGCATA GTAGACGTTC CCGGGCATGA AAAGTTCATC AAAAACATGC TCGCAGGTGT 
        D  L  P   S  G  K   R  A  G  I   V  D  V   P  G  H   E  K  F  I   K  N  M   L  A  G 
 
2961  CCACGGCATG GACCTGGTTC TGCTTGTGGT GTCTGCAGAT GAAGGCGTAA TGCCGCAGAC TATAGAGCAT CTTGAGATAC 
      V  H  G  M   D  L  V   L  L  V   V  S  A  D   E  G  V   M  P  Q   T  I  E  H   L  E  I 
 
3041  TAAACCTCCT GGATATAAAA AAGGGGCTGA TAGTAATCAC AAAGGCAGAC ACGGTCGATA CGGATTTCAA GGAGCTTGTA 
       L  N  L   L  D  I  K   K  G  L   I  V  I   T  K  A  D   T  V  D   T  D  F   K  E  L  V  
 
3121  AAGGAAGACG TCATGGAAAA GCTGGAAGGG ACATTCCTTG AAAATGCCGA CATAGTCGAG GTGGACTCAA TAAGCGGCAC 
        K  E  D   V  M  E   K  L  E  G   T  F  L   E  N  A   D  I  V  E   V  D  S   I  S  G    
 
3201  AGGCATAAAG GAGCTTACCG AGGAAATAGA CAGGCTCACA GACGAGGTTG AGGATAAAAA TATAGATGCA AATCCAAGAC 
      T  G  I  K   E  L  T   E  E  I   D  R  L  T   D  E  V   E  D  K   N  I  D  A   N  P  R 
 
3281  TGAGCATAGA CAGGGTATTT AGCATAAAGG GCTTTGGAAC TGTAGTCACA GGCACGCTCA TCGAGGGCAA GATGAACCTT 
       L  S  I   D  R  V  F   S  I  K   G  F  G   T  V  V  T   G  T  L   I  E  G   K  M  N  L 
   
3361  GACGATGACA TGATGATATA CCCTGGCGAG ATAAAGACTA AGATAAGGAG TCTCCAGGTA CACGGAGAAT CACAAAAAAT 
        D  D  D   M  M  I   Y  P  G  E   I  K  T   K  I  R   S  L  Q  V   H  G  E   S  Q  K 
 
3441  TGCATACGCA GGACAAAGGG TTGCTATAAA TCTGGCAAAC GTAAGAGTGG AGGAAATAGA AAGAGGCGAT GTACTGGCAA 
      I  A  Y  A   G  Q  R   V  A  I   N  L  A  N   V  R  V   E  E  I   E  R  G  D   V  L  A 
 
3521  AGCCGAATTC AATGCAAAGC TCCATGATGA TAGATGTAAA GCTAAAGCTT ATAAAAAACC TGGACAGAGG CCTGAGATAC 
       K  P  N   S  M  Q  S   S  M  M   I  D  V   K  L  K  L   I  K  N   L  D  R   G  L  R  Y 
 
3601  TGGGACAGGA TAAGACTTTA TCATGGGGCA AAGGAAATAC TCGGCAGGGT GGCGTTTCTT GACCGAGAAG AGCTTGCGCC 
        W  D  R   I  R  L   Y  H  G  A   K  E  I   L  G  R   V  A  F  L   D  R  E   E  L  A    
 
3681  GGGCGAAGAA TGTTTCTGCC AGATAAGACT CGAGGATACG ATAGTTGCAA AAAAAGACGA CAGATTTGTT ATAAGGTACT 
      P  G  E  E   C  F  C   Q  I  R   L  E  D  T   I  V  A   K  K  D   D  R  F  V   I  R  Y 
 
3761  ACTCCCCTAT GATTACAGTG GGAGGAGGTG CAATAATAGA CACTAATCCA AAAAAACACA AGAGGTTTGA CGAGGATGTG 
       Y  S  P   M  I  T  V   G  G  G   A  I  I   D  T  N  P   K  K  H   K  R  F   D  E  D  V 
        
3841  CTCAGCTCGC TCAACATGAA GGAAAGCGGA GACCCGCAGT TTGTAGTGGA AGAAAACATA AGGACTAACT CAAAGGATTA 
        L  S  S   L  N  M   K  E  S  G   D  P  Q   F  V  V   E  E  N  I   R  T  N   S  K  D 
 
3921  TCCGGTGCTC AAGGAAATAG CCAAGTCGCT CGGAGAGAAT GAGGATATAG TGCTGGAAAA CATAAAGGGC CTTGTGGCAA 
      Y  P  V  L   K  E  I   A  K  S   L  G  E  N   E  D  I   V  L  E   N  I  K  G   L  V  A 
 



7. Anhang 152 

4000  GCGGGCGAGT GATAGACATA AACGGAACTT ACATTCACCT GGAGCATTAT GACAGGCTAA GACAAAAGAT ATGCAGCACA 
       S  G  R   V  I  D  I   N  G  T   Y  I  H   L  E  H  Y   D  R  L   R  Q  K   I  C  S  T 
   
4081  CTGGAGGAGT TTCATAAAAG CAATAGGCTT AAAAGGGGCA TGCTCAAGGA GGAGCTGCGC TCAAGAGTTG AGAGCAAGTT 
        L  E  E   F  H  K   S  N  R  L   K  R  G   M  L  K   E  E  L  R   S  R  V   E  S  K 
 
4161  AAAGAGCAAG GATTTCGATA TATTGCTTGA ACGGGTTGCA GCAGACAAAG AGATAAAGAT TGAAGAAAAT CTGGCTTCAA 
      L  K  S  K   D  F  D   I  L  L   E  R  V  A   A  D  K   E  I  K   I  E  E  N   L  A  S 
 
4241  TAAGCAGCTT TAGCGTAAAA TTCAGTGATT CTGATATTAA AATAAGGCAG GAAATAGAAG ACACAATCAG GCAGGGCGGA 
       I  S  S   F  S  V  K   F  S  D   S  D  I   K  I  R  Q   E  I  E   D  T  I   R  Q  G  G 
 
4321  TTTTCGCCGG AGCAGATTGA CGTTATAACA GGCGAGAGGT CCGAATATAT TCAGGTGTTC GAGTCAATGG TGGGCGAAAC 
        F  S  P   E  Q  I   D  V  I  T   G  E  R   S  E  Y   I  Q  V  F   E  S  M   V  G  E 
 
4400  GCTTGTAAGG GTGTCTGAAG ACACTGTATT CCATAAGGAG ATATATGAAA AGGCTCTCGA CCTGCTCAGG GATCACGTTC 
      T  L  V  R   V  S  E   D  T  V   F  H  K  E   I  Y  E   K  A  L   D  L  L  R   D  H  V 
 
4481  AAAAAAACGG AGAAATTACG CTTGCTGAAT TCAGGGACAT GATAGGCGCC AGCAGGAAAT ACGCCATGCT TTTGCTTGAG 
       Q  K  N   G  E  I  T   L  A  E   F  R  D   M  I  G  A   S  R  K   Y  A  M   L  L  L  E 
 
4561  GATTTCGACA GGAAGAGGAT TACAAGAAGG ATAGGGGAAA AGCGGGTCCT TTCATAGGCA TGCAGTCATT AAATCAATCA 
        D  F  D   R  K  R   I  T  R  R   I  G  E   K  R  V   L  S  -  
 
      >>>>>>>>>> >>>>> >>          <<  <<<<<<<<<< <<<<<  
4641  GGAAAGAGGC GCGGCATCGG CATAAAAGAC GCTGCGCTTC TTTCTCTATT AAAAATAATA AAGCTGCCTA CGTATGGTAT 
 
                                                                                   →    
4721  GAAATAAATT ATAGATATTT TATATATTTA TGGGTTGAAT ATCAAAAAAG CTTATGATAT AATAAGTTTT GTTCAGCAAG 
  
             selC 
4801  AGAATTTGGG AGTAGATGGG TGCTGGTGTG CCCTCTGGTC TTCAAAACCA GTTCGGGGGG TTAAGAGCCT CCTGGGTGGG 
 
                                             >>>> >>>>>>>>>>       <<<< <<<<<<<<<<   
4881  TTCGATTCCC ACATATTCCC GCCAATTATG TAAATTAAGG CTTTAACCAA ACAGTGTTGG TTGAAGTCTT TTTTTGTTAA 
 
    
4961  TATGAATAAA AAACATTTTG TTTTGTTGTT TTCTGCGGTG TATTTTGTAT AATTCATAAA AAGTCTTTAT TTATTCTTCG 
 
 
5041  TATTGATATA AAATTATCTT GTGCATGTAC CGAAATGAAA TTAATTAAGT AAAGCACAGT GCAACGGATA ATTTGCCGCT 
 
 
5121  GAGGGTATAT AATTATGCGG AACGGTTTTT GGATTCGATT TTAAATTTAT TTTTTTGAAA CTTGGCTCAA AATGTTATAA 
 
 
5200  AATAAGTAGT GGGCATCAAA AAGTCGAAAA AGTTTGATTA TTTTAATTAA TCGGCTTTTA CAATAAAAAA TAATACATAA 
 
                            ackA’ 
5281  TAATCGAGGA GGCATTATAA ATGAACGTTC TAGTAATAAA CTGCGGAAGT TCTTCGCTAA AGTACCAGCT TATCAATATG 
                              M  N  V   L  V  I   N  C  G  S   S  S  L   K  Y  Q   L  I  N  M 
 
5361  CAAAATGAAG AGGTTCTAGG AAAAGGCCTT GTAGAGAGAA TAGGAATAGA AGGCTCAAAG CTTACTCATG AGGCTGCCGG 
        Q  N  E   E  V  L   G  K  G  L   V  E  R   I  G  I   E  G  S  K   L  T  H   E  A  A 
 
5441  CAAGAAAATA GTAATAGAAG ATC 
      G  K  K  I   V  I  E   D 

 

 

Abb. 38: DNA-Sequenz der selD1ABC-Genregion aus E. acidaminophilum. Gezeigt ist der nicht-codierende 
Strang in 5’-3’-Richtung. Die abgeleiteten Aminosäuresequenzen sind im Ein-Buchstaben-Code unter der dritten 
Base des entsprechenden Codons angegeben. Start-Codons und mögliche Ribosomen-Bindestellen sind fett 
hervorgehoben. Promotorelemente (–10-, –16- und –35-Regionen) wurden unterstrichen, durch primer extension 
identifizierte Startpunkte der Transkription durch Pfeile (→) über dem entsprechenden Nukleotid markiert. Die 
tRNASec-codierende Sequenz ist doppelt unterstrichen. Pfeilspitzen (>>> <<<) über der Sequenz kennzeichnen 
potentielle Rho-unabhängige Terminatorstrukturen. Bginnend mit der Ribosomen-Bindestelle des selD1-Gens ist die 
gezeigte Sequenz in der EMBL-Datenbank unter der accession number AJ245960 eingetragen.  
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