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Methanothermobacter ist Mikrobe des Jahres 2021
Die Methanbildung
bescherte revolutionadre
Entdeckungen

GEORG FucHs

ABB. 1 Elektro-
nenmikroskopi-
sche Aufnahme
(30.000fach ver-
groBert) von
Methanothermo-
bacter marburgen-
sis. Foto: Matthias
Klingl (CC BY 4.0).

Methanothermobacter (Abbildung 1) wurde erst vor einem
halben Jahrhundert entdeckt und ist den meisten Biologen
unbekannt. Den Mikroorganismus nicht zu kennen, ist ver-
stdndlich: Er bildet weder Gifte noch interessante neue Stoffe
und seine Lebensweise ist uns véllig fremd; Sauerstoff ist fiir
ihn Gift, er braucht zum Leben Wasserstoff und Kohlendi-
oxid und bildet daraus Methan (Erdgas). Der Prokaryot ist
~harmlos“ und trotz seines Namens kein eigentliches Bakte-
rium. Was macht ihn dann so besonders? Methanbildende
(methanogene) Mikroorganismen, zu denen Methanothermo-
bacter zdhlt, spielen fiir die Natur und mittelbar fiir uns
Menschen eine wichtige Rolle. Methanothermobacter hat
Entscheidendes zur Aufkldrung der Methanbildung und zum
Fortschritt der Lebenswissenschaften beigetragen. Die Mik-
robe stand Pate fiir bahnbrechende Entdeckungen und neue
Konzepte in der Biologie. Und sie bietet Anschauungsmaterial
ddfiir, wie wissenschaftliche Erkenntnis zustande kommt:
durchdachtes Experiment, genaue Beobachtung, scharf-
sinnige Uberlegung, vorsichtige Schlussfolgerung, weit-
sichtige Betrachtung; Ausdauer, begeisterte Mitstreiter und
ein bisschen Gliick und Zufall gehéren auch dazu.
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ethanbildende Mikroben benétigen zum Leben vor
Mallem Essigsiure, Wasserstoff und Kohlendioxid. Da-
raus bilden sie Methan und gewinnen dabei Energie. Die-
se Verbindungen fallen aber in der Natur nicht auf; sie
kommen nur in geringen Konzentrationen vor. Woher
bekommen Methanbildner dann ihr ,Futter“? Uberlisst
man Biomasse den darin beheimateten Lebewesen, so sor-
gen zuerst aerobe (mit Sauerstoff lebende) Organismen fiir
den vollstindigen Abbau zu Kohlendioxid und Wasser
[1-3]. Aus diesen Verbindungen haben autotrophe Lebe-
wesen - hauptsichlich Pflanzen - die Biomasse zuvor auf-
gebaut; der Kohlenstoftkreislauf ist damit geschlossen
(Abbildung 2).

Fiir den Abbau von Glucose gilt Gleichung 1:
CeH;,04+60, - 6CO,+6H,0 @

Die Umsetzung kommt zum Stillstand, wenn der Sauerstoff
durch die Atmung aufgezehrt ist. Danach tibernehmen
anaerobe (ohne Sauerstoff lebende) Mikroorganismen die
Verwertung (Abbildung 2). Sie zerlegen Biomolekiile wie
Cellulose oder Proteine durch Spaltung mit Wasser in ihre
monomeren Bausteine, also z.B. Zucker und Aminosiu-
ren. Anschliefend vergiren sie die Bruchstiicke zu den
bekannten, meist sauren Produkten wie Milchsiure, Essig-
sdure, Propionsiure, Buttersiure, aber auch zu Alkoholen.
Andere Bakterien, sogenannte sekundire Girer, leben
wiederum von diesen primiren Girprodukten und setzen
sie im Wesentlichen zu Essigsiure (C;H40,), Kohlendi-
oxid und Wasserstoff um. Die Bilanz dieser beiden Girun-
gen, bezogen auf Glucose (CgH;,0g, also z.B. Cellulose,
Hemicellulose, Stirke), ist Gleichung 2:

CgH,04 +2H,0 52 C,H0,+4H,+2CO, (2

Die Produkte Wasserstoff, Kohlendioxid und Essigsiure
hiufen sich aber nicht an. Wiirden Methanbildner sie nicht
umgehend verbrauchen, wiirde der Stoffwechsel der se-
kundiren Girer blockiert, die Umsetzung kime augen-
blicklich zum Stillstand. Methanogene Organismen sind
also die letzten Glieder der anaeroben Nahrungskette; sie
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setzen Essigsiure und Wasserstoff plus Kohlendioxid zu
Methan um. Die Umsatzgleichungen fiir Essigsiure (Glei-
chung 3) bzw. fir CO, und H; (Gleichung 4) sind:

2C,H,0,—2CH, +2CO, ©)
4H,+CO, - CH, +2H,0 &)

Die Gesamtbilanz (Gleichung 5) ist die Summe der Glei-
chungen 2-4:

CgH,,06 — 3 CH, +3 CO, ©)

Der Kohlenstoff der Glucose wurde disproportioniert in
seine hochstoxidierte, energiearme Stufe (+IV) im CO;
und seine hochstreduzierte, energiereiche Stufe (-IV) im
CHj4. Der grofite Teil der Energie der Glucose steckt noch
im Methan.

Methanbildende Mikroben in der Urzeit
und heute

In der heutigen Welt mit 20 Prozent Sauerstoff in der Luft
werden in sauerstofffreien Bereichen der Erde immer
noch einige wenige Prozente der Biomasse natiirlicher-
weise zu Biogas umgesetzt, schitzungsweise 1 Milliarde
Tonnen pro Jahr. Methangas diffundiert anschlieend in
die Sauerstoffzone und wird von aeroben Bakterien mit
Sauerstoff wieder zu CO, oxidiert; der Kohlenstoffkreis-
lauf ist damit geschlossen. In der sauerstofffreien Urzeit
dagegen wurde hauptsichlich tiber diesen Prozess die
Biomasse umgesetzt, die autotrophe Bakterien aus CO,
gebildet hatten. Der Kreislauf des Kohlenstoffs war also
damals nicht geschlossen. Das erklirt die Anhdufung riesi-
ger Mengen fossilen Methans unter Ausschluss von Sauer-
stoff. Die methanbildenden Mikroben haben die Hilfte der
Erdzeit eine Hauptrolle im biologischen Geschehen ge-
spielt, bis vor etwa zwei Milliarden Jahren gentigend Sauer-
stoff durch die Photosynthese der Cyanobakterien entstan-
den war und dieser die strikt anaeroben Organismen in
sauerstofffreie Nischen verdringte. Heute spielen sie eine
geringere, aber dennoch wichtige Rolle im Stoffkreislauf.
Der Prozess der Methanbildung ist also uralt und war un-
verstanden. Hier kommt Methanothermobacter als Modell-
organismus ins Spiel.

Von der ,,aria inflammabile* zu

Methanothermobacter
Alessandro Volta (1745-1827) hatte 1776 Uber eine aria
infiammabile - also brennbare Luft - aus Stimpfen berich-
tet. Sein Experiment lisst sich an jedem Teich nachma-
chen (Abbildung 3). Robert Bunsen (1811-1899) identifi-
zierte mit seiner Spektralanalyse das Gas als Methan. Felix
Hoppe-Seyler (1825-1895) erstellte eine erste exakte Bi-
lanz der Umsetzung des hiufigsten Biomolekiils Cellulose
in Biogas. Mikrobiologen der Delfter Schule - A. J. Kluyver
(1888-1956) und C. G. Schnellen - brachten die ersten
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ABB. 2 | KOHLENSTOFFKREISLAUF IN GEGENWART

UND ABWESENHEIT VON SAUERSTOFF

Biomasse
Lignozellulose, Eiweil3, Lipide, Nukleinsauren ...

l H,0

Bausteine
Zucker, Aromaten, Aminosauren,
Fettsauren, Nukleotide ...

priméare
Garprodukte
60, o l
sekundare
Garprodukte:

2 Essigsaure,
2CO, 4H,

:

6 CO, +6 H,0

FAKTENBOX: METHAN

Methan ist ein wichtiger Energietrdger, der zusammen mit Erdél- oder Kohlelagern
vorliegt. Es handelt sich um den mengenmdRBig wichtigsten fossilen Brennstoff;

der gréRte Teil davon ist durch die Tdtigkeit methanbildender Mikroben in der Urzeit
der Erde gebildet worden. Das Gas liegt bei hohem Druck und niedriger Temperatur
als brennbarer Feststoff (,Methaneis“, Methanhydrat) vor. Riesige Lager davon
befinden sich deshalb in dieser festen Form in Meeresbéden ab einer Wassertiefe
von 400 Metern und in Permafrostbéden. Im Zusammenhang mit der Klimaerwdr-
mung befiirchtet man eine Freisetzung von Methan aus diesem Methaneis. Methan
liegt in der Atmosphdre zwar nur in 2 ppm Konzentration vor, aber als Treibhausgas
ist es 25-mal stérker wirksam als Kohlendioxid. Biogas, eine Mischung aus etwa
jeweils der Hdlfte Methan und Kohlendioxid, entsteht in Siimpfen (Sumpfgas),
Meeressedimenten, Reisfeldern, Kldranlagen und im Verdauungstrakt der Tiere,
besonders der Wiederkduer; es ist ein nutzbares Produkt der Abfallverwertung.

IN KURZE

- Methanothermobacter ist der bekannteste der methanbildenden Mikro-
organismen.

- Erdiente als Modellobjekt fiir die Aufkldrung der Biochemie der Methanbildung.
Dabei wurden mehrere neue Coenzyme und Nickel als essentielles Bioelement
entdeckt.

- Erstand Pate bei der Drei-Domdnen-Theorie zur Evolution der Organismen.
Danach bestehen die Prokaryonten aus zwei friih voneinander getrennten
Entwicklungslinien, den Archaea und den Bacteria; die Eukaryonten stellen eine
Schwestergruppe der Archaea dar.
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ABB. 3 Das Volta-Experiment. Man taucht einen groRBen
Trichter umgekehrt ins Wasser, verschlieBt ihn mit dem
Daumen oder einem Stopfen, riihrt mit einem Stock den
Schlamm auf und sammelt im Trichter die aufsteigenden
Blasen des Sumpfgases. Das lasst sich anziinden, wenn
man den Daumen|Stopfen abzieht. Foto: Andreas Brune.

Kulturen methanbildender Mikroorganismen schon 1947
ins Labor. Albert H. Barker (1907-2000) begann mit bio-
chemischen Studien und formulierte ein universelles
Schema (Barker-Schema) der Umsetzung von Essigsiure
und von CO; + 4 H, zu Methan (Gleichungen 3 und 4). Er
fand, dass samtliche Zwischenstufen in diesem Prozess an
unbekannte Trigermolekiile gebunden sind [4]. Leider
war die Kultivierung der methanbildenden Mikroben lang-
wierig. Sauerstoff ist fiir sie Gift, und man erzielte nur
geringe Zellmengen fiir Untersuchungen. Das inderte sich
1972 mit der Isolierung von Methanothermobacter

ABB. 4 Faultiirme der Kldranlage Freiburger Bucht.
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thermoautotrophicum (damals Methanobacterium
thermoautotrophicus) durch Gregory Zeikus und Ralph
Wolfe (1921-2019) [5], dem Pionier der Erforschung der
Methanbildung [6]. Spiiter isolierte das Labor von Rudolf
(Rolf) Thauer in Marburg eine verwandte Art, Methano-
thermobacter marburgensis [7].

Isolierung und Eigenschaften von

Methanothermobacter
Die Zellen sind stibchenformig, etwa 1 um dick und se-
hen im Mikroskop aus wie Stiicke verbogenen Drahts (Ab-
bildung 1). Wegen eines fluoreszierenden neuen Coen-
zyms (F420) lisst sich der Organismus im Fluoreszenz-
mikroskop gut erkennen. Er wichst optimal bei 65 °C
(,-thermo*). Sein Lebensraum, z.B. das Innere eines Mist-
haufens oder Komposthaufens, wird recht heif3; so ist es
nicht verwunderlich, dass die Mikrobe, nachdem sie in
eine Kliranlage geraten war, aus dessen Faulturm isoliert
werden konnte. Im sauerstofffreien Faulturm findet die
langsame Umsetzung der schwer abbaubaren Feststoffe zu
Biogas statt; diese Feststoffe bleiben beim vorgeschalte-
ten, schnellen aeroben Klirprozess iibrig (Abbildung 4).
Zum Wachstum gentigt Methanotbermobacter ein reines
Mineralsalzmedium ohne jegliche organische Verbindung.
Neben H, und CO; sind NH3, Phosphat und H,S die wich-
tigsten Nihrstoffe. Der grofite Teil des CO, wird nach
Gleichung (4) mit H, zu CH4 umgesetzt (,Methano-<), und
dieser Prozess liefert die Lebensenergie. Aus dem rest-
lichen CO, baut die Mikrobe alle Zellbausteine auf (,-auto-
trophicus). Das Bakterium verdoppelt sich alle zwei
Stunden und bildet ausreichend Zellmasse fiir bioche-
mische Studien. Das war ein Meilenstein: Der ideale Mo-
dellorganismus fiir die Aufklirung der Methanbildung war
gefunden.

Bedenkt man, dass Hilhnereiweif bei 61°C anfingt zu
gerinnen, war dieser Befund des Wachstumsoptimums bei
65 °C allein schon ungewohnlich - aber nicht neu. Tho-
mas Brock (1926-2021) hatte bereits ab 1966 thermophi-
le (hitzeliebende) Mikroorganismen aus heilen Quellen
des Yellowstone Nationalparks isoliert und studiert [8].
Ein bekanntes Beispiel ist das Bakterium Thermus aqua-
ticus, dessen hitzestabile DNA-Polymerase (Taq-Polymera-
se) erst die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur Ampli-
fizierung von DNA ermdoglichte. Karl Stetter hat das Spek-
trum der thermophilen (optimale Wachstumstemperatur
bis 80°C) und hyperthermophilen (Temperaturoptimum
iiber 80°C) Mikroben spektakulir erweitert [9]. Der heu-
tige Hitzerekord fiir Leben liegt bei 121 °C - Leben im
Dampfdrucktopf!

Von Methanothermobacter zu den
Archaebakterien (Archaea)
Unsere Mikrobe des Jahres sorgte schon bald fiir helle Auf-
regung. Der Institutsnachbar von Ralph Wolfe an der Uni-
versity of Illinois, Urbana, war Carl Woese (1928-2012).
Dieser wollte durch Sequenzvergleich der hoch konser-
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vierten ribosomalen RNA (16S rRNA) einen natiirlichen
Stammbaum von Mikroorganismen erstellen. Wolfe iiber-
lief} ihm Methanothermobacter zur Untersuchung. Schon
bald kehrte Woese aufgeregt zuriick: , Wolfe! These things
aren‘t even bacteria!“ Dies war voOllig unerwartet, denn
rein duerlich unterschied Methanotbermobacter sich
nicht von anderen Bakterien. Woese und Kollegen stellten
1977 diese Gruppe gleichberechtigt neben die Phyla Eu-
bakterien (Bacteria) und Eukaryonten (Eukarya) und nann-
ten sie Archaebakterien (von griech. archaios, urspriing-
lich) [10], spiter abgewandelt in Archaeen (Archaea, sing.
Archaeon). Das Zusammenfassen von Bacteria und Ar-
chaea zu Prokaryonten ist durch ihre duRere Ahnlichkeit
und das Fehlen eines Zellkerns begriindet.

Otto Kandler (1920-2017) erfuhr schon 1976 von die-
ser bahnbrechenden Entdeckung und unterstiitzte begeis-
tert das neue Konzept [11]. Er wusste nimlich und besti-
tigte, dass ganz verschiedene Bakterien der vorgeschlage-
nen Gruppe Archaeen neuartige Zellwinde besafien. Die
Zellwandstruktur mit der Hauptkomponente Muraminsiure
(von lat. murus, Wand) ist nimlich charakteristisch fiir
Bakterien, und diese fehlte allen Archaeen. Auch die Mem-
branlipide sowie die RNA-Polymerase waren grundsitzlich
verschieden von dem, was man bisher von Bakterien
kannte; letztere glich nach Wolfram Zillig (1925-2005)
der RNA-Polymerase II der Eukaryonten. Diese auffallen-
den ,Unstimmigkeiten“ wiederum waren den Amerika-
nern nicht bekannt, und plotzlich ergab sich ein geschlos-
senes Bild. Abbildung 5 zeigt Carl Woese, Ralph Wolfe und
Otto Kandler bei einer Gebirgswanderung im Anschluss
an die erste internationale Tagung tiber Archaebakterien
1981 in Miinchen. Das revolutionire Konzept der Archae-
bakterien 16ste in Deutschland eine Welle der Methan-
bakterien- und Archaebakterienforschung aus. Die Wider-
spriiche 16sten sich auf, neue Untersuchungen wurden
begonnen, um das Konzept zu priifen. Die neue Theorie
wurde vielfach bestitigt und hat unser biologisches Welt-
bild verindert.

Von den Archaea zum Ursprung der

Eukaryonten
Seit der Entdeckung von Methanothermobacter und der
Einteilung der Lebewesen in Bacteria, Archaea und Euka-
rya wurden viele neue Archaeen vor allem aus vulkani-
schen Gebieten entdeckt und die Theorie von den drei
Domaianen durch zahlreiche Befunde untermauert (Abbil-
dung 6). Man vermutet, dass die Eukarya aus der Endosym-
biose eines Ur-Archaeons mit einem Ur-Bakterium entstan-
den sind. Die viel spitere Endosymbiose vor etwa 1,4 Mia.
Jahren mit einem Sauerstoff verwertenden weiteren Bakte-
rium ergab die Mitochondrien, und die letzte Endosym-
biose mit einem Photosynthese betreibenden Cyanobak-
terium die Chloroplasten. Phylogenetisch gesehen wiren
demnach die Eukaryonten und damit der Mensch eine
Schwestergruppe der Archaea [12]. Die neuen Einsichten
in die eigenstindigen Zellwinde, Lipide und die Moleku-
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ABB. 5 Carl Woese, Ralph Wolfe, Otto Kandler (von links). Abbildung aus:
https://commons.wikimedia.org/

larbiologie der Archaea seien am Rande erwihnt [3]; auch
dafiir war Methanothermobacter ein dankbares Untersu-
chungsobjekt.

ABB. 6 | ALLGEMEINER STAMMBAU DER LEBEWESEN

Bacteria Eukarya Archaea

letzter gemeinsamer
Vorfahre

Gelb: letzter gemeinsamer Vorfahre (last universal com-
mon ancestor, LUCA), rot: vermutete Endosymbiose eines
Archaeons mit einem unbekannten Bacterium — Ur-Euka-
ryont, blau: Endosymbiose eines Ur-Eukaryonten mit
einem Bakterium, das zur Atmung mit Sauerstoff befihigt
war (alpha-Proteobakterium) — Mitochondrium, griin:
Endosymbiose eines Eukaryonten mit einem Bakterium,
das zur Sauerstoff bildenden Photosynthese befihigt war
(Cyanobakterium) — Chloroplast.
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Sieben neue Coenzyme und Nickel als

neues Bioelement
Mit Methanothermobacter hatte man endlich einen leicht
handhabbaren Modellorganismus zur Hand, um die Bio-
chemie der Methanbildung aufzukliren. Dieser Stoffwech-
sel ist auf die Gruppe der methanbildenden Archaea be-
grenzt! In rascher Folge wurden sieben neue Coenzyme
entdeckt, die es fast ausschlieRlich nur bei den Methan-
bildnern gibt. Die Entdeckungen stammten hauptsichlich
aus den Laboren von Ralph Wolfe [6], Rolf Thauer [7] und
Gerhard Gottschalk; nicht alle beteiligten Personen kon-
nen hier namentlich gewliirdigt werden. Allerdings war
das Wachstum von Methanothermobacter schlecht repro-
duzierbar. Schonheit und Kollegen fiel 1979 auf, dass die
Kulturen immer dann gut wuchsen, wenn sie in Kontakt
mit Edelstahl kamen. Das brachte sie auf den Gedanken,
dass ein Metall im V2A-Stahl, der eine Fe-Cr-Ni-Legierung
ist, in Losung ging und in Spuren lebenswichtig war. Das

ABB. 7 | METHANBILDUNG AUS CO;

X5~ HO
Ferredoxin—
CHO - X

Yﬁf‘ H,0 + X

@5

COB-SH>l 3
\ CoM-S-S-CoB

‘ Methanbildung aus CO, und 4 H,

Drei neue Coenzyme sind die Trdager der C1-Einheiten:

X ist Methanofuran. Y ist Tetrahydromethanopterin, das
verwandt ist mit dem universellen Trdager von C1-Bruch-
stiicken, der Tetrahydrofolsdure. Der letzte Trdger, Co-
enzym M, ist sehr klein, HO;S-CH,-CH,-SH. Weitere drei
neue Cofaktoren sind Elektroneniibertrédger, die mit H,
reduziert werden: Faktor 420 (ein Deazaflavin), Polyferre-
doxin (ein Eisen-Schwefel-Protein) und Coenzym B mit
Thiolgruppe. Die fiir die Energetik besonders wichtigen
Schritte sind durch blaue Kugeln hervorgehoben.

4/2021 (51) www.biuz.de

iibliche Medium enthielt zwar Eisen, Molybdin und Co-
balt, aber kein Nickel, denn dieses galt nicht als biologisch
wichtiges Spurenelement. Gab man nun winzige Mengen
von Nickel ins Medium, wuchsen die Kulturen wie nie zu-
vor [13]. Man fand Nickel spiter als Bestandteil eines der
neuen Coenzyme - dem Faktor 430. Dieser Cofaktor ist
ein Tetrapyrrol, verwandt mit dem Him, enthilt aber statt
Eisen ein Nickelatom. Nach und nach stellten sich acht
Enzyme als Nickelenzyme heraus. Nickel als essentielles
Bioelement war entdeckt [7]. Genaue Beobachtung eines
eigentlich nicht geplanten Experiments, scharfsinnige
Uberlegung, Gliick? Alles zusammen! Rolf Thauer nennt
es ,Serendipity“ [6].

Methanbildung und ein neuer autotropher
CO,-Fixierungsweg aus CO, + 4 H;

Die Bildung von Methan aus CO, ist ein Reduktionspro-
zess in vier Stufen, bei dem die Zwischenstufen Ameisen-
siure (HCOOH), Formaldehyd (HCHO) und Methanol
(CH30H) an Coenzyme gebunden sind (Abbildung 7).
Wasserstoff dient als Reduktionsmittel; er wird durch ver-
schiedene Formen des Nickelenzyms Hydrogenase akti-
viert. In einem letzten Schritt reduziert die Methyl-Coen-
zym-M-Reduktase die an das Coenzym M (M fiir Methan)
gebundene Methylgruppe zu Methan. Die Methyl-Coen-
zym-M-Reduktase enthilt den neuen Nickel-Cofaktor
F430. Das Leitenzym der Methanbildung katalysiert eine
chemisch schwierige Reaktion; es hat deshalb eine gerin-
ge Wechselzahl und kommt entsprechend in groen Men-
gen vor. Es katalysiert die Reduktion der an Coenzym M
als Schwefelether gebundenen Methylgruppe mithilfe
eines anderen Coenzyms B mit freier Thiolgruppe zu
Methan. Dabei entsteht das Heterodisulfid der beiden
SH-Gruppen tragenden Coenzyme (Gleichung 6):

Coenzym M-S-CH; + Coenzym B-SH ©
— Coenzym M-S-S-Coenzym B+ CH 4

Die Bildung von Methan aus Essigsiure wurde an Metha-
nosarcina barkeri aufgeklart, einer Art, die schon 1947
in Delft isoliert worden war. Die Reaktion verliuft eben-
falls tiber die Reduktion der gebundenen Methyl-Stufe zu
Methan. Essigsiure wird zuerst zum Coenzym A-(CoA)-
Thioester aktiviert (Acetyl-Coenzym A) und dann in eine
gebundene Methylgruppe und ein gebundenes Koblen-
monoxid zerlegt, das aus der Carboxylgruppe stammt
(Gleichung 7):

CH;-CO-$-CoA —[ CHs- |+[CO-]+CoA-SH -

Die an Coenzym M gebundene Methylgruppe wird, wie oben
beschrieben, zu Methan reduziert (Gleichungen 6 und 8):

[ cH;- ] +2[H] - cHy ®
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Das gebundene Kohlenmonoxid wird zu CO, oxidiert
(Gleichung 9):

[cO-]+H,0— CO, +2[H] ©

Auch daran ist ein Nickelenzym beteiligt, die Kohlenmon-
oxid-Dehydrogenase. Die freiwerdenden Elektronen aus
der CO-Oxidation zu CO, (Gleichung 9) werden bei der
Reduktion von Methyl-Coenzym M zu CHy4 wieder ver-
braucht (Gleichung 8). Bei der Methanbildung aus CO;
und H, stammen die Elektronen fiir den Reduktionspro-
zess also aus dem Wasserstoff; bei der Acetatspaltung zu
CO; und CHy zirkulieren sie dagegen innerhalb des Pro-
zesses (Disproportionierung).

Die Umkehrung der Acetatspaltung, d.h. die Synthese
von Acetyl-CoA aus gebundenem Kohlenmonoxid und
Methylgruppe, stellte sich als entscheidende Reaktion beim
Einbau von CO; in Zellmaterial heraus. Diese Synthese von
Acetyl-CoA ist Teil eines neuen autotrophen Weges der
Fixierung von Kohlenstoff aus CO,, den Methanothermo-
bacter beschreitet. Er wird als Wood-Ljungdahl-Weg oder
reduktiver Acetyl-CoA-Weg bezeichnet [3, 7, 14]. Das gif-
tige Kohlenmonoxid stellte sich als ein Zwischenprodukt
und Baustein des Lebens heraus!

Der Weg des CO; zu Methan kann von anaeroben Me-
than oxidierenden Archaea in einer Lebensgemeinschaft
mit Bakterien auch riickwirts beschritten werden, um Me-
than wieder zu CO, zu oxidieren. Das sieht nach ,Perpetu-
um mobile“ aus, ist es aber nicht. Voraussetzung ist nimlich
ein sehr hoher Methandruck, wie er in Meeressedimenten
vorkommen kann, sowie eine hohe Konzentration eines
geeigneten Elektronenakzeptors fiir das vergesellschaftete
Bakterium. Mit einer Konzentration von 28 mM liegt Sulfat
im Meerwasser als ein solcher geeigneter Elektronenak-
zeptor vor. Das Sulfat reduzierende Partnerbakterium
nimmt auf noch unbekannte Weise die Elektronen aus der
Methanoxidation auf und reduziert damit Sulfat zu Sulfid
[3, 71. Auch hier haben wir es mit Leben am thermodyna-
mischen Limit zu tun wie wir gleich sehen werden.

Wie wird Energie konserviert? Natrium als

essentielles Element
Damit hatte man das biochemische Gertist der Methanbil-
dung grundsitzlich verstanden. Aber wie konserviert Me-
thanothermobacter Energie bei diesem Prozess? Die Bil-
dung von Methan setzt unter natiirlichen Bedingungen
nur duflerst wenig Energie frei - nur etwa die Hilfte der
Energiemenge, die notig wire, um ein ganzes ATP zu syn-
thetisieren. Allein diese Tatsache, ein Leben nahe am ther-
modynamischen Gleichgewicht, gab Ritsel auf! Das ener-
getische Problem hatte zwei Teilaspekte.

Erstens stellte es sich heraus, dass im Zuge der CO,-
Reduktion zu Methan ein chemiosmotischer Mechanismus
der Energiekonservierung beteiligt ist, bei dem Natrium-
ionen eine entscheidende Rolle spielen [15]. Allerdings
kommen Chinone und Cytochrome, die Komponenten
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der klassischen Elektronentransportketten, bei Methano-
thermobacter nicht vor. Uberraschenderweise ist die ent-
scheidende Energie freisetzende Reaktion auf dem Weg
des CO, zum Methan auch keiner der Reduktionsschritte,
sondern die Ubertragung der Methylgruppe vom Triger-
coenzym Tetrahydropterin zum letzten Trigermolekiil
Coenzym M. Diesen Schritt katalysiert eine Methyltrans-
ferase, das einzige membrangebundene Enzym des Stoff-
wechselweges. Dieses pumpt 2 Na*-Ionen pro Reaktion
uber die Membran (Gleichung 10):

ao
+
mnen

+
aullen

CHj; -Tetrahydropterin + Coenzym M-SH +2 Na
— Tetrahydropterin + Coenzym M-S-CH3 +2 Na

Der Natriumgradient treibt anschlieRend die ATP-Synthase
an. Man nimmt an, dass die ATP-Synthase vier Kationen
uber die Membran zuriick passieren lisst, um ein ATP zu
synthetisieren; zwei Na*-Ionen entsprechen also einem
halben ATP (Gleichung 11):

t o +ADP+P — 4 Nal

auflen innen

4 Na +ATP+H,0 (D)
Diese Befunde erkliren die frith gemachte Entdeckung, dass
das Wachstum von Methanothermobacter von Na*-Ionen
abhiingig ist [7]. Mit dem chemiosmotischen Mechanis-
mus lisst sich die Synthese von nur einem Bruchteil eines
ATP pro Reaktionsumsatz miihelos erkliren.

Neuer Mechanismus zur Kopplung

einer energetisch ungiinstigen mit einer

energetisch giinstigen Reaktion
Das zweite Hindernis beim Verstindnis der Energetik der
Methanbildung ist der Umstand, dass der erste Schritt, die
Reduktion von CO, auf die Stufe einer Coenzym-gebunde-
nen Ameisensiure, Energie erfordert (Gleichung 12):

CO, +H, + Coenzym + Energie a2
— Coenzym-CHO + H,0O

Dieser Schritt muss deshalb irgendwie an einen spiteren
Reduktionsschritt gekoppelt sein, der Energie freisetzt,
ohne dass Energie aufgewendet wird. Denn sonst bliebe
am Ende keine Energie mehr fiir die ATP-Synthese iibrig.
Ein neuer Mechanismus der energetischen Kopplung
kommt dabei ins Spiel: die Elektronen-Bifurkation [16].
Dabei spielt ein Flavinnukleotid eine entscheidende Rolle.
Bei der Elektronen-Bifurkation (lat. furca = Gabel) werden
die beiden Elektronen aufgespalten, die bei der Oxidation
einer Verbindung, in diesem Fall von H,, freigesetzt und
uber das Flavin auf zwei verschiedene Molekiile iibertragen
werden. Ein Elektron fliet energetisch gesehen ,bergab“
zu einem ersten Akzeptormolekiil mit einem energieirme-
ren, um etwa 0,2 V positiveren Redoxpotenzial; im Fall
der Methanbildung ist es das Heterodisulfid CoM-S-S-CoB,
das im letzten Schritt der Methanbildung entsteht (Glei-
chung 6). Dabei werden die Coenzyme regeneriert; das
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Enzym Heterodisulfid-Reduktase in Verbindung mit Hydro-
genase katalysiert die folgende Reaktion (Gleichung 13):

CoM-S-§-CoB +H,
— CoM-SH + CoB-SH + Energie

3)

Gleichzeitig wird das andere Elektron auf das energie-
reichere, um etwa 0,2 V negativere Redoxpotenzial eines
zweiten Akzeptormolekiils ,bergauf angehoben, auf den
Elektronentibertriger Polyferredoxin. Die Wiederholung
dieses Vorgangs fiihrt zur vollstindigen Reduktion der bei-
den Akzeptormolekiile. Reduziertes Ferredoxin (aus Hy) er-
moglicht nun den energetisch schwierigen ersten Schritt,
die Reduktion von CO,, ohne dass zusitzlich Energie er-
forderlich ist (Gleichung 12). Diese ganze Reaktionsfolge
findet an einem riesigen Enzymkomplex statt, an den das
Polyferredoxin gebunden ist. Mit diesem , Trick“ ldsst sich
elegant eine Energie erfordernde Reaktion an eine Energie
freisetzende Reaktion koppeln. Abschlieend sei erwihnt,
dass sich die Wege der Energiekonservierung in verschie-
denen methanbildenden Bakterien in Einzelheiten be-
trichtlich unterscheiden [3].

Zusammenfassung

Methanothermobacter diente als Modellobjekt, an dem
man die Biochemie der Methanbildung aufkldren konnte.
An ihm wurde gefunden, dass es neben den Bakterien eine
gleichberechtigte zweite Gruppe von Prokaryonten gibt, die
zundchst so benannten Archaebakterien. Diese Erkenntnis
fiihrte zur Einteilung der Lebewesen in die drei Domdnen
Bacteria, Archaea und Eukarya. Die Domdne der Eukarya ist
eine Schwestergruppe der Archaea. Nickel als Bioelement,
Kohlenmonoxid als Zellbaustein, neue Coenzyme, ein neuer
Weg der autotrophen COx-Fixierung und neue Wege der
energetischen Kopplung wurden entdeckt. Die Beschdfti-
gung mit der Mikrobe des Jahres 2021 hat in den 50 Jahren
seit ihrer Entdeckung also wesentliche Erkenntnisse er-
bracht [1, 2].

Summary

Methanothermobacter — Microbe of the Year

2021: Methanogenesis Leads to Revolutionary

Discoveries
Methanothermobacter served as a model organism for the
elucidation of the pathway of methanogenesis. It was the
reason for developing the concept of Archaea as an inde-
pendent phylum next to Bacteria. This concept finally result-
ed in the theory of the three domains of life, Bacteria, Ar-
chaea, Eukarya, the latter being a sister group of Archaea.
The studies with Methanothermobacter led to important
discoveries: nickel as bioelement, new coenzymes, carbon
monoxide as natural cell building block, a new autotrophic
carbon dioxide fixation pathway, and new mechanisms of
energetic coupling. Studying the microbe of the year hence
has resulted in many new essential findings in only 50 years
since its discovery [1, 2].
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