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»Wenn das geplante Experiment nicht klappt, mach Dir
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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Braun- und Ste

EINLEITUNG

inkohle im 21. Jahrhundert

1.1.1 Energiehunger in einer globalisierten Welt

Gegenwirtig leben 6,5 Milliarden Menschen auf der Erde (Stand Januar 2006;
http://de.wikipedia.org). Bei einem jahrlichen weltweiten Bevolkerungswachstum von
etwa 1,3% werden es bis zum Jahr 2025 mehr als acht Mrd. sein, deren
Grundbediirfnisse sich mit den Stichworten Nahrung — Gesundheit — Energie —
Wohnraum zusammenfassen lassen. Dabei ist die ausreichende Versorgung mit
Nahrung als entscheidende Voraussetzung fiir Gesundheit unmittelbar von der
Erzeugung von geniigend Energie abhingig: So miissen fiir die Herstellung von 1lkg
Weillbrot mit einem physiologischen Brennwert von 11.300kJ in den Industrienationen
fossile Brennstoffe mit einem Heizwert von 20.400kJ verbrannt werden (Hopp, 2000).
Das Verhéltnis von physiologisch nutzbarer zu eingesetzter Energie betrégt also nur
0,55; Léander, die nicht langfristig ihre Energieversorgung sichern, programmieren
folglich den Hunger fiir die ndchsten Jahrzehnte. Entsprechend gehen Armut und

Hunger (und damit auch niedrige Lebenserwartung) weltweit mit einem mangelhaften

Zugang der jeweiligen Bevolkerung zu Energiequellen einher (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Der Zusammenhang zwischen Armut und dem Zugang zu Energiequellen.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Haushalte mit Stromanschlu3 (Ordinate) und der als
arm definierte Anteil der jeweiligen Bevdlkerung (Abszisse). Als Vergleich dient der oben
rechts eingetragene Standard der OECD-Léander. (Quelle: IEA, 2002)
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In bevorzugten Lebensregionen nimmt die Bevolkerungsdichte immer mehr zu. Orte der
Rohstoff-, Energie- und Nahrungsmittelquellen sind nicht identisch mit den
Produktionsstandorten und Wohngebieten, die vorwiegend an Kiisten, Fliissen oder in
fruchtbaren Télern liegen. Globalisierung bedeutet in diesem Zusammenhang eine
Vernetzung der Lagerhaltung, Produktions-, Transport- und Kommunikationssysteme,
um Wasser, Energie, Rohstoffe, Produkte und Informationen stérungsfrei je nach Bedarf
auszutauschen und zu nutzen. Eine effiziente Vorratshaltung an elektrischem Strom ist
jedoch praktisch nicht moglich. Die Globalisierung erfordert den Ausbau eines
weltweiten Transportnetzes von Pipelines und elektrischen Stromverbundnetzen sowie
von Fernstrallen, FluB3- und Bahnnetzen wie auch sicheren Schiffscontainern fiir den

Transport der mengenmiBig groBBten Massengiiter: Der technischen Energietrédger.

1.1.2 Ein Vergleich potentieller Energietrager

Die Bedeutung fossiler Brennstoffe spiegelt sich in ihrer Jahresproduktion bzw. —
gewinnung wider: Pro Jahr werden zusammen etwa 2 Mrd. Tonnen der mengenméaBig
bei weitem iiberwiegenden Industrieprodukte Rohstahl und Zement hergestellt; die
weltweite Ernte von Getreide als wichtigstem landwirtschaftlichem Erzeugnis bewegt
sich in der gleichen Groflenordnung. Dagegen werden iiber 5,5 Mrd. Tonnen Kohle,
knapp 4 Mrd. Tonnen Erddl sowie 2,8 Mrd. m® Erdgas geférdert und verarbeitet
(Internationale Energieagentur IEA, 2005). Dies bleibt nicht ohne Folgen: Bei gleich
bleibenden Foérdermengen werden die bekannten und erschlossenen Ol- und
Gasreserven bereits in etwa 30-40 Jahren aufgebraucht sein, wohingegen die
Kohlereserven noch knapp 200 Jahre zur Verfiigung stehen werden. Durch
ErschlieBung neuer Lagerstitten und ergiebigere Fordertechniken wird sich dieser
Zeitraum natiirlich deutlich verlingern (geschitzt: Ol <100, Gas ~200, Kohle >1000
Jahre); um ,,diese Vorkommen allerdings ausbeuten zu kdnnen, werden erhebliche und
dauerhafte Kapitalinvestitionen erforderlich sein“ (IEA, 2005). Okonomisch wirkt sich
die Erschopfung der Lagerstitten dementsprechend bereits heute aus: Dies bekam die
Weltwirtschaft vor kurzem in aller Deutlichkeit zu spiiren, als durch den Wirbelsturm
,Katrina® die amerikanische Olférderung und —verarbeitung im Golf von Mexico
praktisch lahm gelegt wurde. Der Olpreis stieg daraufhin auf ein Allzeit-Hoch von 70$
pro Barrel, so daf} die Bundesregierung beschlof, einen Teil der deutschen Notreserven

frei zu geben (dpa-Meldung 2005a).
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Neben dem erheblichen Unterschied in der Vorratsmenge spricht noch eine zweite
Tatsache fiir eine zunehmende Bedeutung der Kohle als Energietrager: Wahrend sich
auf allen Kontinenten nahezu gleichmdBig verteilt weltweit grofle Kohlevorkommen
finden, treten die anderen beiden fossilen Energietrdger nur im Nahen Osten sowie im
politisch wie wirtschaftlich instabilen Raum der ehemaligen Sowjetunion massiert auf
(Abb. 1.2).

Eine Abhéngigkeit von diesen I - - iy
Krisenregionen kann nicht im
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Abb. 1.3: Welt-Energieressourcen (Press & Siever, 2003)

So erzeugt z.B. das Kernkraftwerk Neckarwestheim pro Jahr 17 TWh. Fiir die Bereit-
stellung der gleichen Strommenge wiirde eine Photovoltaikanlage aufgrund des sehr
niedrigen Wirkungsgrades heutiger Solarzellen (etwa 6-7%) und der geringen
Sonneneinstrahlung in Mitteleuropa eine Solarzellenfliche von iiber 400km” bendtigen
(Hopp, 2000)! Es ist offensichtlich, daBl die Nutzung von Sonnenenergie beim

derzeitigen Stand der Technik in den Industriestaaten nicht als Alternative dienen kann.
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Generell wird die Beteiligung regenerativer Energien an der Deckung des weltweiten
Energiebedarfes bis 2030 einen Bruchteil von 2% nicht iiberschreiten, wihrend der
Anteil fossiler Brennstoffe mit 85% veranschlagt wird (IEA, 2004). Das geplante
Zurlickfahren der Kernenergie in Deutschland mufl also zwangsldufig zu einem
Wiederanstieg des Verbrauchs fossiler Brennstoffe fiihren (derzeit stammt mehr als jede
vierte in Deutschland produzierte kWh aus Kernenergie).

Dabei ist die Rohstoffsituation fiir Deutschland extrem ungiinstig: Unsere Nation hat
einen Anteil am Weltverbrauch von Erdgas und Erd6l von etwa 4%, hilt aber nur etwa
0,2% der Erdgas- und 0,03% der Erdolreserven. Uran wird iiberhaupt nicht erzeugt bzw.
abgebaut, so dal Deutschland hinter den USA und Japan als drittgroBter
Energieimporteur rangiert. Eine positive Bilanz ergibt sich einzig fiir Kohle: Hier steht
bei Steinkohle einem Anteil von etwa 4% an der Gesamtférderung ein Besitz von iiber
4,5% der Weltvorrite gegeniiber; bei der Braunkohle hélt Deutschland sogar 20% der
Reserven und ist mit rund 17 % am Weltverbrauch beteiligt. Wahrend die Forderung der
noch vorhandenen wirtschaftlich nutzbaren Steinkohlereserven technisch schon sehr
aufwendig geworden ist, verfliigt Deutschland mit der Braunkohle noch iiber ein
gewaltiges Energiepolster (Bundesanstalt fiir Geowissenschaften und Rohstoffe, 2005).
Dementsprechend wird die o6ffentliche Stromerzeugung Deutschlands zu knapp 50%
von Kohlekraftwerken abgedeckt (Tabelle 1.1), was allerdings mit dem selbstgesteckten
(und 6kologisch notwendigen) Ziel der Reduktion des CO,-AusstofBes kollidiert. Eine
Losung durch Verbesserung des Wirkungsgrades der Kraftwerke ist thermodynamisch
begrenzt (realer Carnot-Wirkungsgrad: 45%). Es ist daher erforderlich, die Kohle zu
einem Okonomisch attraktiveren Brennstoff zu machen. Diese als Kohleveredelung
bezeichneten MalBnahmen zielen u.a. auf eine Erhéhung des spezifischen Brennwertes,
welcher insbesondere im Falle der Braunkohle aufgrund ihres hohen Sauerstoff- und
Wassergehaltes ganz erheblich unter dem von Erdol wie auch Erdgas liegt.

Erdol und Erdgas sind in Deutschland mit zusammen ~60% am Primérenergieverbrauch
beteiligt (Tab. 1.1). Griinde hierfiir sind neben dem kiinstlich unverhéltnisméBig niedrig
gehaltenen Olpreis sowie neuerdings der steuerlichen Begiinstigung von Erdgas-
Kraftwerken die betrachtlich hoheren Transportkosten des Feststoffes Kohle gegeniiber
den pumpbaren anderen beiden fossilen Energietragern, welche sich zudem aschefrei
verbrennen lassen. Optimal wire eine gleichzeitige Behebung beider oben genannten
Nachteile, d.h. eine direkte Umwandlung der Kohle in energieeffiziente flussige Brenn-
und Treibstoffe.
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Energietrager Anteil Strom- | Anteil Primé&renergie-
erzeugung [%o] verbrauch [%]

Steinkohle 22,0 13,5
Braunkohle 26,0 11,4
Kernenergie 28,0 12,6
Erdgas 10,0 22,4
Erdol 1,0 36,4
Sonstige 13,0 3,7

Tab. 1.1: Bedeutung der verschiedenen Energietriger fiir Deutschland.
(Quelle: Verband der Elektrizitdtswirtschaft, 2005)

1.1.3 Einsatzgebiete fir Kohle tber die Rolle als Energietrager hinaus

1.1.3.1 Kohle als Wertstoffquelle

Wie oben erwithnt, werden die nach heutigen MaBstiben ,,wirtschaftlichen* Olquellen
der Welt noch in der ersten Hilfte diese Jahrhunderts versiegen. Damit erschopft bzw.
verteuert sich aber nicht nur der derzeit bedeutendste Treibstoffvorrat, sondern zugleich
die preiswerte Grundlage sdmtlicher Polymerwerkstoffe (,,Kunststoffe*) sowie von
Schmiersubstanzen und organischen Losungsmitteln und dariiber hinaus von unzihligen
Medikamenten. Diese zentrale Rolle des Erddls als Kohlenstoffquelle fiir die chemische
Industrie kann und muf in absehbarer Zeit die Kohle {ibernehmen.
Dabei sind insbesondere Aromaten bereits i 4 %5 iy
. ot S0 O il v

seit langem ein willkommenes . o A

Xylolgemisch

Nebenprodukt der Steinkohlenverkokung

CH,

(vgl. Abb. 1.4). Aber auch die Herstellung OJ m

aliphatischer Verbindungen aus Kohle — me Mg | NN i
wird schon seit Beginn des vergangenen

.. g CH,
Jahrhunderts  praktiziert: Durch ver- Dt Crrchy Fioores

Acenaphthen

schiedene Verfahren der Kohleverflis-

sigung  (Hydrierung, Vergasung mit
\ O

anschlieBender Fischer-Tropsch-Synthese, EEATANARN i

Fluoranthen

Wirbelschicht-Pyrolyse) entsteht eine gro-

Be Anzahl gasformiger und fliissiger gesit-
tigter Kohlenwasserstoffe (Abb. 1.5); die O O

Pyren Chrysen

katalytische Hydrierung der Kohle liefert

unter anderem auch synthetisches Benzin Abb. 1.4: Im Steinkohlenteer vorkommende
Kohlenwasserstoffe; nicht gezeigt

(Fieser u. Fieser, 1968; Ruhrkohle AG, sind die ebenfalls zahlreichen
Heteroaromaten wie Pyridin, Indol

1980; Breuer, 1991). oder Acridin; aus Fieser, 1968.
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Hydrierung Vergasung und Synthese
i, - :

Diese  Verfahren sind jedoch

aufgrund der extremen Reaktions-

bedingungen (Driicke >100bar, Tem-
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2005). Die Entwicklung effizienterer App. 1.5: Wege zur Herstellung fliissiger und gasformi-

und kostengiinstigerer Verfahren zur ger Produkte aus Kohle (Ruhrkohle AG, 1980).

Kohleverfliissigung ist somit dringend erforderlich. Diese konnten anstatt mit Hilfe
chemischer Katalysatoren durch den Einsatz stabiler pilzlicher und bakterieller Enzyme
durchgefiihrt werden, welche bei Raumtemperatur und Atmosphdrendruck arbeiten.
Dies hitte zugleich den Vorteil, die Kohle vielen Mikroorganismen (und nicht nur
wenigen Spezialisten) als Substrat zuginglich machen zu koénnen. Neben mikrobieller
Entschwefelung und Denitrifikation wire auf diese Art und Weise die Produktion von
Einzellerprotein (single cell protein, SCP) aus Kohlesuspensionen durch Fermentation
moglich, was fiir die Erndhrung von Nutztieren (als Beimengung zum Futter) eine
bedeutende Rolle spielen konnte. Insbesondere in Wiistenlindern mit geringer
pflanzlicher Primérproduktion konnte dadurch ein wesentlicher Beitrag zur Losung der
dortigen Erndhrungsprobleme geleistet werden. Die Gefahr eines hohen Gehaltes an
potentiell krebserregenden polycyclischen Aromaten (PCA) wére bei einer Verwendung
von Braunkohle nicht gegeben.

Dariiber hinaus konnte Kohle auch die Kohlenstoffquelle der Wahl fiir die Synthese
biologisch abbaubarer Kunststoffe sein (Steinbiichel u. Fiichtenbusch, 1997). Diese
sogenannten Polyhydroxyalkanoate (PHA), z.B. die Poly-B-hydroxybuttersdure (PHB),
ein wichtiger bakterieller Speicherstoff (analog zum Glykogen oder zur pflanzlichen
Stiarke), eignen sich vorziiglich zur Produktion von Polymerwerkstoffen
unterschiedlichster Eigenschaften, welche insbesondere als Verpackungsmaterial in
Einwegartikeln wie Spritzen, Bechern, Shampoo-Flaschen u.a.m. bereits erfolgreich

erprobt wurden, sich aber aus 6konomischen Griinden bisher nicht durchsetzen konnten.

Mit zunehmender Verknappung der Olreserven sind in den letzen Jahren die gewaltigen
weltweiten Olschiefer-Vorkommen in den Vordergrund getreten. Bei einem geschiitzten
Gehalt von durchschnittlich etwa 100 Liter Ol pro Tonne Schiefer (Dyni, 1994) ergibe

sich ein deutlich hoherer Gesamtvorrat als der der bekannten Rohdlreserven (Revill et
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al., 1994 sowie Abb. 1.3). Aufgrund des hoheren Wasserstoffgehaltes (atomares
Verhiltnis H/C > 1,5; Braunkohle: 1,0; Steinkohle: 0,5) wire der Olschiefer als
Kohlenwasserstoff-quelle der Zukunft deutlich besser geeignet als Kohle, die erst noch
aufwendig hydriert werden muB. Zur Gewinnung von Ol aus Olschiefer muB dieser
jedoch auf etwa 500°C erhitzt werden (Rullkdtter, 1987). Abgesehen von der geringen
Wirtschaftlichkeit dieses Verfahrens stellt sich die Frage, wie diese hohe Temperatur
erzeugt werden soll; unter Umstinden wire die Kohle nicht trotz, sondern gerade wegen
der steigenden Bedeutung des Olschiefers in zunehmendem MaBe an der Gewinnung

von Petrochemikalien beteiligt.

1.1.3.2 Kohle als Modell fur persistente Substanzen

1.2

Seit Beginn des vergangenen Jahrhunderts gelangen beinahe jihrlich neue Kunststoffe
auf den Markt, iiber unsere Haushalte in den Abfall und somit in die Umwelt. Zusétzlich
zur potentiellen Toxizitdt einiger dieser Substanzen stellt deren Persistenz sowie die
anderer Xenobiotika die Kapazitit von Miilldeponien vor grof3e Probleme, so daf3 haufig
die dkologisch bedenkliche Verbrennung als Weg der Abfallbeseitigung gewdhlt wird.

Die Erforschung des mikrobiellen Abbaus der ebenfalls persistenten Kohle verspricht
Losungsansitze zur Bewiltigung der oben genannten Entsorgungsproblematik. Wie
Kunststoffe, so ist auch Kohle im wesentlichen das Produkt physikalisch-chemischer
und nicht enzymatischer Vorginge. Da es folglich keinen biologischen Syntheseweg fiir
Kohle gibt, kann die Natur auch keinen einheitlichen biologischen Abbauweg
vorgesehen haben — ebensowenig wie fiir Kunststoffe. Hinzu kommt die Hydropho-
bizitdt, welche die Kohle mit den Kunststoffen teilt; alles uns bekannte Leben ist
untrennbar an Wasser gebunden, Enzyme sind folglich {iberwiegend hydrophile Proteine
(auBer Membranproteinen). Dennoch ist seit Beginn der 80er Jahre bekannt, da3 Mikro-
organismen auf Kohle als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen konnen
(Fakoussa, 1981; Cohen und Gabriele, 1982). Das Verstindnis der Reaktions-
mechanismen der fiir diesen Effekt verantwortlichen Enzymklassen sollte auch fiir die

mikrobielle bzw. enzymatische Zersetzung von Xenobiotika von Nutzen sein.

Kohlegenese und —struktur

Zum Verstidndnis mikrobieller Angriffe auf Braun- und Steinkohle miissen zunichst die
strukturellen Eigenschaften dieser {iberaus heterogenen Substanzen geklért sein, die eng

mit ihrer geologischen Entstehungsgeschichte verkniipft sind.
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1.2.1 Entstehung fossiler Brennstoffe

Kohle, Erdél und Erdgas sind Uberreste organischen Materials, welches iiber
Jahrmillionen biologischen, chemischen und physikalischen Umwandlungen unterlag.
Die Verbrennung fossiler Energietriger setzt CO, und Wasser wieder in die
Atmosphire frei, aus der sie einst entnommen wurden (vgl. Abb. 1.6); die chemische
Energie dieser Brennstoffe reprisentiert also letztlich Sonnenenergie vergangener Erd-

zeitalter, die bis heute bewahrt blieb.

Ausgangspunkt der Entstehung fossiler A Speicherung in
V d der Atmosphaére

Brennstoffe war in jedem Fall zelluldrer <QQ> e cen cEeenen

Detritus  gleich  welcher  Herkunft v 0. <

(mengenméBig iiberwiegend Sedimente I H,0 <

abgestorbener  Pflanzen), der bei

einhergehendem Verlust funktioneller l

Atmung und

‘ Tiere/Pflanzen/
—
Zersetzung

Mikroorganismen

Gruppen unter Einflul von Warme und

Druck unter reduzierenden Bedingungen l [verbrennung |
Sedimengation
zu unloslichen Makromolekiilen quer- o e
vernetzt wurde, die man in ihrer Gesamt- l
. . . Physikalische Fossile X
heit als Kerogen bezeichnet; im Gegen- und chemische Brennstoffe:
Umwandlung Kotél:,‘dgEarsdol,

satz zur Verwesung ist die Bildung von
) Abb. 1.6: Globaler Kohlenstoff-Kreislauf
Kerogen also ein autbauender Prozel. (nach Press & Siever, 2003)

Welcher Energietriager gebildet wurde, war im wesentlichen vom Ort der Sedimentation
und von der Art der sedimentierten Organismen abhingig, was zur Entstehung dreier
verschiedener Kerogen-Typen flihrte (Béhar und Vandenbrouke, 1987):
Typ I-Kerogen entstand vorwiegend in Uferndhe aus Algen, besitzt das hochste
H/C- sowie das niedrigste O/C-Verhéltnis und bildet heute den organischen Anteil
der meisten Olschiefer.
Typ II-Kerogen bildete sich in marinen Sedimenten aus Phyto- und Zooplankton
sowie Bakterien, die sich in einem stark reduzierenden Milieu abgelagert haben —
Bedingungen, wie wir sie heute etwa im Kaspischen und im Schwarzen Meer
vorfinden. Diese Kerogene waren das Ausgangsmaterial fast aller bekannten Ol- und
Gasfelder.
Typ [II-Kerogene entstanden fast ausschlieBlich aus Landpflanzen; Hauptbestandteil
ist somit neben Cellulose das Lignin. Diese Verbindung war das Basismaterial fiir

die Entstehung von Kohle, weshalb diese im Gegensatz zu Erdol einen iiberwiegend
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aromatischen Charakter besitzt und ein geringeres H/C-Verhéltnis sowie ein hoheres
O/C-Verhiltnis aufweist.
Betriachtliche Mengen Erdgas entstanden dariiber hinaus als Produkt methanogener
Archaebakterien. Dieses Methan 148t sich durch seine charakteristische Isotopensignatur

(fast kein *CH4) von aus Kerogen gebildetem Methan unterscheiden (Schoell, 1983).

1.2.2 Inkohlung des Kerogens

Die Entstehung von Typ III-Kerogen ist gekennzeichnet von der Bildung von Humin-
und Fulvinsduren, die mit steigender Quervernetzung und Verlust funktioneller Gruppen
(Carboxylgruppen und Phenol-stimmige Hydroxylgruppen) zu einem unloslichen
Kerogen verschmelzen. Durch Gérungsprozesse entsteht CO,, wodurch der Sauerstoft-
gehalt des Kerogens erheblich sinkt. Das parallel gebildete Methan hat erheblichen
Einflul auf das Redoxpotential und somit auf den weiteren Verlauf der Kohlengenese.
Mit fortschreitender Uberschichtung des Kerogens steigen Temperatur und Druck,
wobei das organische Material zunehmend zu polycyclischen aromatischen Strukturen
kondensiert, wéhrend aliphatische Seitenketten gespalten werden (Bustin, 1989).
AuBerdem nimmt durch Pressen der Wassergehalt ab. Da der relative Kohlenstoffgehalt
steigt, bezeichnet man diese Vorgéinge zusammenfassend auch als Inkohlung.

Im sog. ,,Olfenster bei Temperaturen von 50 — 100°C und Driicken zwischen 5—15Mpa
entstehen durch Cracking-Prozesse im aliphatischen Teil des Kerogens fliissige
Kohlenwasserstoffe; wie oben erwéhnt, ist allerdings der Anteil an Aliphaten und damit
das Potential zur Olbildung in den meisten Kohlen sehr gering; eine Ausnahme bilden
die Sapropelkohlen, die z.T. aus Algen und Sporen entstanden sind, das hochste H/C-
Verhiltnis aller Kohlen besitzen und sich dementsprechend durch einen extrem hohen
Heizwert auszeichnen (nach Bustin, 1989 sowie Frost, 1996).

Durch diese Cracking-Prozesse entstehen auch grole Mengen Methan; dies hat in der
Kohle die Bildung von Mikroporen (& < 2nm) zur Folge, wodurch sich die Oberfldche
auf bis zu mehreren hundert Quadratmetern pro Gramm Kohle vergrofern kann
(Damberger, 1994). Das entstandene Gas bleibt teilweise an die Kohlenmatrix
adsorbiert (bis zu 30m’/t Kohle), was einerseits eine willkommene zusitzliche Resource
beim Kohleabbau, andererseits ein erhebliches Explosionsrisiko darstellt. Bei Tem-
peraturen > 200°C werden alle tibrigen Aliphaten zu Methan gespalten (Bustin, 1989).
Unter hohem Druck setzen Kristallisationsprozesse ein, die letztlich zur Bildung von

Graphit fiihren. Graphit markiert den Endpunkt der Kohlengenese. Verschiedene
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Zwischenstufen der oben beschriebenen Vorginge sind in Abb. 1.7 zusammengefalt.
Dabei ist zu beachten, daB die gezeigten Inkohlungsstufen flieBend ineinander
iibergehen. In der sogenannten Telogenese kann es bei erneutem Kontakt der Kohle mit
Luftsauerstoff (z.B. durch tektonische Plattenbewegungen) zu einer Reoxidation der
Aromaten kommen, wobei Sauerstoff-Funktionen wie Carbonyl- oder Hydroxylgruppen

(sekundar) eingefiihrt werden (Bustin, 1989).

»@ ﬂ o
am. MGMW aunchmender mmﬂmggmd
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Weichbraunkohle

Glanzbraunkohle

Gasflammkohle

Esskohle Anthrazit

Abb. 1.7: Teilstrukturen verschiedener Inkohlungsstufen (aus: Frost, 1996; modifiziert
nach Pitz et al., 1989 und Wender, 1981)

1.2.3 Kilassifikation und chemische Eigenschaften von Kohletypen
Auch wenn die Verdnderungen der Kohlestruktur kontinuierlich erfolgen, ist schon aus

Griinden des wirtschaftlichen Wertes eine Einteilung der Kohle nach ihrem
Inkohlungsgrad und damit nach ihrem Heizwert erforderlich, welcher letztlich ihren
Marktwert bestimmt. Tabelle 1.2 zeigt eine Ubersicht der sich mit steigender Inkohlung

verdndernden Zusammensetzung.

Kohletyp C-Gehalt H-Gehalt O-Gehalt | Wasseranteil | Heizwert
(Bezeichnung) [%]" [%]* [%]" [MJ/Kg]
Torf 53-62 6-10 35 70 — 90 21 -24
Weichbraunkohle 65-70 5-8 18 —30 45 - 60 25 -31
Hartbraunkohle 70 - 73 5-8 16 — 25 30 —40 “
Glanzbraunkohle 72 -75 55-7 12 -18 8—10 «
Flammkohle 75 - 81 5,8-6,6 >9.8 4-8 >32
Gasflammkohle 81 -85 5,6-5,8 7,3-9,8 2,5-4 “
Gaskohle 85 - 87,5 5,0-5,6 45-173 1,2-2,5 “
Fettkohle 87,5 - 89,5 4,5-5,0 32-45 0,8-1,2 «
EBkohle 89,5 -90,5 4,0-4,5 2,8-32 <1 «
Magerkohle 90,5 -91,5 3,75-4,0 25-28 <1 “
Anthrazit >91,5 <3,75 <25 <1 34 -355

Tab. 1.2: Verinderungen in der relativen Elementarzusammensetzung m. zunehmendem Inkohlungsgrad
! bezogen auf wasser- und aschefreie Kohle

(modifiziert nach Haenel, 1992)
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1.3 Mechanismen der mikrobiellen Kohleverflissigung
Die Vorteile einer Solubilisierung der Kohle wurden unter 1.1.2 aufgefiihrt. Die
angefilhrten Verfahren arbeiten jedoch alle ausgesprochen unwirtschaftlich,
insbesondere da sie bei hohen Temperaturen und Driicken stattfinden. Eine
enzymatische  Kohleverfliissigung  hdtte  demgegeniiber den Vorteil, unter

Standardbedingungen, d.h. bei Raumtemperatur und Normaldruck abzulaufen.

Die Tatsache, daB Mikroorganismen zur Solubili- ; ﬁ"gigv- _
sierung von Kohle in der Lage sind (vgl. Abb.1.8), /,--'“ “ 1 3
ist seit Anfang der 80er Jahre des vergangenen : b Q
Jahrhunderts bekannt. Erstmals weltweit wurde in ‘ ' ;. ‘

Bonn 1981 die partielle Verfliissigung von 5 & ‘
Steinkohle durch Pseudomonaden beschrieben \vb .,_ ’.

(Fakoussa, 1981); ein Jahr spéter erfolgte die erste g .
Beschreibung einer vollstindigen Verfliissigung Abb. 1.8: Braunkohi?éfhﬁssigt durch
den Pilz Phanerochaete chrysospo-
amerikanischer Braunkohle durch Pilze (Cohen und rium (Willmann u. Fakoussa, 1992)
Gabriele, 1982).
In den folgenden zwei Jahrzehnten wurden die wesentlichen fiir dieses Phédnomen
verantwortlichen Mechanismen aufgeklirt, wenn auch deren genaues Zusammenspiel
nach wie vor nicht im Detail bekannt ist. Beobachtet wurde einerseits eine
Ausscheidung von alkalischen Substanzen, Chelatoren und Detergenzien; dariiber
hinaus wurde eine Aktivitdt verschiedener oxidativer Enzyme sowie von Esterasen
festgestellt. Die bakteriellen und pilzlichen Strategien zur Braunkohlesolubilisierung

werden als ABCDE-System zusammengefal3t (Fakoussa und Hofrichter, 1999), welches

anhand von Abb. 1.9 veranschaulicht und im folgenden néaher erldutert werden soll.

HOOC

Abb. 1.9: Das ABCDE-System mikrobieller Angriffe auf Braunkohle (aus: Klein, Fakoussa et al., 2001)
A: Alkalische Substanzen B: Biokatalysatoren (oxidative Enzyme) C: Chelatoren
D: Detergenzien E: Esterasen
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A) Die sogenannten Huminsduren bilden den bei weitem iiberwiegenden Bestandteil
aller Braunkohlen (Fakoussa u. Hofrichter, 1999). Deren Carboxylgruppen liegen in
der Kohle vorwiegend im protonierten, chelatierten oder veresterten und damit in
einem ungeladenen Zustand vor. Durch Deprotonierung mittels Alkalisierung des
Mediums erzeugen die betreffenden Mikroorganismen Carboxylat-Anionen, welche
umgehend hydratisiert werden; die Kohle wird also auf diese Weise mit hydrophilen
Funktionen versehen. Alkalische Substanzen, insbesondere Ammoniak (Willmann,
1989) wie auch Polyamine (Strandberg und Lewis, 1987) sind offenbar immer an
der Kohleverfliissigung (bei Anwesenheit von ausreichend Stickstoff im
Néahrmedium) beteiligt (Quigley et al., 1989), und nicht selten wird in
entsprechenden Kulturmedien ein pH-Wert von iiber 9 erreicht. Eine zweite
Moglichkeit zur Alkalisierung des Mediums besteht in der Verwertung organischer
Séuren als C-Quelle. Dieses Phinomen wird z.B. verantwortlich gemacht fiir eine
erheblich verbesserte Kohlesolubilisierung durch Fusarium oxysporum bei der

Verwendung von Gluconat anstatt von Glucose als C-Quelle (Holker et al., 1995).

B) In mikrobiell verfliissigten Braunkohle-Komponenten konnte mittels NQS-
Kernresonanzspektren ein Anstieg sauerstoffhaltiger Gruppen gegeniiber der
jeweiligen Ausgangssubstanz festgestellt werden (Faison et al., 1990; Willmann und
Fakoussa, 1991 u. 1997a u. b; Willmann, 1994 ). Dies weist auf eine Beteiligung

oxidativer Enzyme (Biokatalysatoren) hin, welche Sauerstoff-Funktionen in die

Kohlestruktur einbringen und diese dadurch hydrophilisieren. Im einzelnen konnte
die Aktivitdt von Phenoloxidasen bzw. Laccasen (Cohen et al., 1987; Pyne et al.,
1988; Frost, 1996; Hofrichter und Fritsche, 1997; Fakoussa und Frost, 1999) sowie
insbesondere verschiedener Typen von Peroxidasen (Wondrack et al., 1989; Ralph
u. Catcheside, 1994 u. 1997; Willmann, 1994; Willmann u. Fakoussa, 1997a,b;
Hofrichter u. Fritsche, 1997) nachgewiesen werden. Eine besondere Rolle nehmen
hierbei die Manganperoxidasen (MnP) ein. Diese Enzyme oxidieren mit H,O, als
Elektronenakzeptor Mn>" zu Mn’". Letzteres kann als Mediator des Enzyms auch in
kleine Kohleporen hineindiffundieren und dort &duBlerst unspezifisch verschiedene
Substrate  oxidieren (Higuchi, 1989). Die Anwesenheit kohlestimmiger
Huminséduren erhoht den Level an MnP-mRNA in verschiedenen Pilzen (Ludwig et

al., 1999; Scheel et al., 2000).
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Carboxyl- und Hydroxylgruppen an den Braunkohle-Makromolekiilen sind zum
Teil iiber mehrwertige Metallkationen wie Ca®", Fe’" oder AI’* chelatartig vernetzt.
Entsprechend wird eine Kohle, welche viele solcher Metallkationen enthélt, durch
Entzug derselben mittels Chelatoren zum einen depolymerisiert, zum anderen durch
Freilegung deprotonierter Carboxylgruppen erheblich hydrophiler. Der Anteil dieser
Metallchelat-Vernetzungen steigt mit der Anzahl sauerstoffhaltiger Gruppen und
somit mit dem Oxidationsgrad der jeweiligen Kohle und korreliert wahrscheinlich
auch mit dem Aschegehalt. Es verwundert daher kaum, daB3 die stark verwitterte
amerikanische Braunkohle Leonardit durch den Pilz Trametes (Coriolus) versicolor
allein durch die Ausscheidung hoher Mengen von Ammoniumoxalat vollstindig
solubilisiert werden kann (Cohen et al., 1990). Ahnliches wurde auch fiir mit H,O,
voroxidierte Kohlen beobachtet (Fakoussa, 1994). Auf unbehandelte wenig oxidierte
Kohlen dagegen wie etwa die aschearme Rheinische Braunkohle ist der Einfluf3 von

Chelatoren nur gering.

Detergenzien (Biotenside) konnen zur Solubilisierung beitragen, indem sie
aliphatische hydrophobe Anteile der Braunkohle (Paraffine) in Losung bringen.
Durch Tenside allein kann allerdings nur ein geringer Anteil der Kohle verfliissigt
werden (Strandberg u. Lewis, 1987; Fakoussa, 1992). Einen groBeren Effekt hat die
Anwendung gingiger biochemischer Detergenzien wie SDS, Tween 80 oder
TritonX-100 (Breckenridge u. Polman, 1994). Die Konzentrationen gleich welcher
Detergenzien muflten jedoch die in der Natur vorliegenden in jedem Falle deutlich
iibersteigen, um nennenswerte Auswirkungen auf die Kohleverfliissigung zu haben,
so daB der Einsatz von Biotensiden in vivo nur eine untergeordnete Rolle bei der

Solubilisierung spielen diirfte.

Im Wachsanteil des Bitumens sind Carboxylester vorhanden, und auch eine
Verkniipfung von Matrix- und Huminsdureanteilen durch Esterbriicken wird
diskutiert (Holker, 1998); eine Beteiligung von hydrolytischen Enzymen wie z.B.
Esterasen kann daher vermutet werden. Fiir den Deuteromyceten Trichoderma
atroviride konnte die Aktivitdt eines teilweise induzierbaren neuen Esterase-Typs
gezeigt werden, welcher die Solubilisierung Rheinischer Braunkohle erleichterte
(Holker et al., 1999a u. b). Weitere Hinweise auf eine Beteiligung von Esterasen

fanden sich bei Trichoderma spp. (Laborda et al., 1997 u. 1999).
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Dabei unterscheidet man zwei Prinzipien des mikrobiellen Angriffs auf die
Kohlestruktur (Abb. 1.10):

> die tiberwiegend nicht- i
Bioconversion of brown coal "

enzymatische Solubilisierung von

Braunkohle bei hoheren pH-Werten

(7-10)  zu  einer  schwarzen K
Losung/Suspension  von  Humin- Y

sdauren durch alkalische Substanzen

und/oder Chelatoren und Tenside

g die enzymatische ~ (oxidative) Solubilization Depolymerization
Depolymerisierung von Braunkohle | (microfungi aerobic bacteria) (basidiomycetous fungi)
- L. . | Black liquids {humic acids) Yellowish liquids (fulvic acids) |
oder Huminsduren bei niedrigeren
pH-Werten (3-6) bis zu einer gelb- Abb. 1.10: Hauptwege mikrobieller struktureller
Modifikationen von Braunkohle.
lichen Losung von Fulvinsduren, die (Klein, Fakoussa et al., 2001)

oft mit einer Entfarbung einhergeht.

Insgesamt ist die Kohleverfliissigung
Coal property

kein einheitlicher Proze3 und stark vom

high Cocem 105

jeweiligen Kohletyp abhingig (Abb.
1.11). Sollte sich jedoch die alkalische
Solubilisierung als Haupteffekt
herauskristallisieren, wéaren chemische
Verfahren den biologischen deutlich
iiberlegen.  Auch  eine  oxidative
Vorbehandlung der Kohle koénnte mit
H,0; deutlich 6konomischer erfolgen als
durch oxidative Enzyme, wie auch aus
der chemischen Industrie bekannte
Chelatoren klar preiswerter einzusetzen

Abb. 1.11: EinfluB verschiedener mikrobieller Wirk-

wiren als ihre natiirlichen Aquivalente. stoffe auf die Kohlesolubilisierung
(Fakoussa und Hofrichter, 1999)

Ahnliches gilt fiir die Biotenside, die die Effektivitit ihrer chemischen Gegenstiicke
nicht erreichen und zudem in der Gewinnung erheblich teurer sind; dariiber hinaus
scheint deren Anteil an der biologischen Kohlesolubilisierung eher gering, was auch fiir

die Beteiligung der Esterasen gilt.
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Insgesamt ergab die Erforschung der mikrobiellen Kohlesolubilisierung in den 80er und
90er Jahren eine Vielzahl beteiligter Mechanismen, die in groBtenteils noch zu
klirendem Mal3e zusammenwirken.

Seit Beginn der 90er Jahre ist mit MicGAS™ COAL BIOCONVERSION TECHNOLOGY SCHEMATIC

Step 1

einem Diinger aus biologisch Microbes Nutrieats Siep 2

Mierobes Nutrients
Anaerobic
Bioconversion

Microbes—— =
Chemicals —— W

Products

solubilisierter Kohle das erste
Produkt dieser Forschung auf dem

Markt (vgl. Abb. 1.12).

= Fuel Gas

Humic Acid
Agriculture

Step 3

* actosol

Einige der entdeckten Enzyme,

Environment
* Humasorb -L

insbesondere die extrazelluldaren Huirmor 08

Demilitarization
*  Actodemil

Oxidoreduktasen aus Holz- und Apb. 1.12: Schema biologischer und biochemischer Kohle-

.y konversion mit Angabe von bereits auf dem
Laub-abbauenden Ba51d10rnyceten Markt befindlichen Produkten ~ ©Arctech, Inc.

konnten bald einer biotechnologischen Anwendung zugefiihrt werden (Klein et al.,
2001).

Wenig vielversprechend erscheint dagegen beim derzeitigen Stand der Forschung eine
Umwandlung von Kohle in fliissige Brenn- und Treibstoffe durch das ABCDE-System:
Selbst wenn bei weiterer Beforschung dieses Themas (neben einer detaillierteren
Untersuchung der Solubilisierungsmechanismen kann auch das mikrobielle Screening
nach Kohle verfliissigenden Organismen nicht anndhernd als abgeschlossen gelten)
mikrobielle Wirkstoffe gefunden werden sollten, die effektiver als ihre chemisch-
technischen Pendants arbeiten und vor allem preiswerter zu gewinnen sind, wére das
Produkt, insbesondere aufgrund seines extrem hohen Wassergehaltes, in dieser Form
nicht einsetzbar. Es mul} ein weiterer Veredelungsschritt durchgefiihrt werden, der die
wilrige Kohlelosung erstens nutzbar und zweitens zu einem effektiveren Brennstoff

macht.

Decarboxylierung: Entscheidende Stufe der Kohleveredelung

Auf welchem Weg auch immer die Kohleverfliissigung in Zukunft erfolgen wird, eine
direkte Verbrennung des Produktes wire wie oben erwédhnt aufgrund des hohen
Wasseranteils kaum moglich, und ein vollstindiges Abdampfen desselben wire infolge
der hohen Wirmekapazitit des Wassers extrem zeitaufwendig und wiirde — bei
entsprechender Wérmezufuhr — unwirtschaftlich viel Energie verbrauchen. Eine
elegantere Losung wiére eine Hydrophobierung des Kohleanteils, woraus dessen

Abscheidung aus der walirigen Kohlelosung resultieren wiirde (Fakoussa et al., 1999b).
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Davon ausgehend, da3 die vorherige Hydrophilierung der Kohle im wesentlichen auf
alkalischer Deprotonierung der Carboxylgruppen der Huminsduren beruht, kdnnte eine
solche Hydrophobierung durch Abspaltung dieser Carboxylat-Anionen, also durch
Decarboxylierung, erfolgen. Diese Idee zur Kohleveredelung wurde patentiert (Fakoussa
et al., 1999a). Durch Beteiligung von Chelatoren und Esterasen an der
Kohlesolubilisierung entstiinden zusétzliche (freie) Carboxylgruppen, so daf3 dieser
Effekt noch verstirkt wiirde. Gegeniiber einer bloen Reprotonierung der
Carboxylgruppen mittels mineralischer Sduren hétte eine Decarboxylierung zudem den
Vorteil einer Erhdhung des C/O-Verhiltnisses und damit einer Verbesserung des
spezifischen Brennwertes der Kohle.

Diese wiirde somit zu einem Hy@cow

wertvolleren Brennstoff, was einen
hydrophobe Braunkohle- bzw.
Huminsaure (HS-) Struktur

vorherigen Kostenaufwand bei der

alkalische NaOH
Solubilisierung rechtfertigen, unter Solubilisierung
Umstinden sogar uber- LN

H Co0 Yo N
kompensieren wiirde, zumal die W

. . Deprotonierte und hydratisierte HS
zuvor eingebrachten alkalischen

Substanzen (im einfachsten Fall Reprotonierung Decarboxylierung

(mittels mineralischer Séuren)

Natronlauge) zum groBiten Teil g

. o CcO
wiedergewonnen werden konnten

2
(Fakoussa, personliche Mitteilung, HSV@;COOHI [@' >o Na+]

2000) Damber hlnaus Wurden Ausfallung der HS hydratisiertes HS-Carbanion
Umweltprobleme vermieden, +
- H
. Na o
welche im Falle der oben AN ] “
. salziges Abwasser
angesprochenen  Reprotonierung HS“@ m +  NaoH
Wiedergewinnung
der Huminséuren durCh Anfallen Decarboxylierte und damit der oben einge-

wesentlich hydrophobere HS setzten NaOH

stark salziger Abwisser auftriten.
Abb. 1.13: Wiedergewinnung alkalisch solubilisierter

Mogliche Mechanismen zur Huminsduren (aus Rudat, 2000).
. . Eventuell zusitzlich vorhandene Substituenten am
Fallung/Hydrophobierung alka- Benzenring wurden zugunsten einer iibersichtlicheren

Darstellung nicht eingezeichnet.
Eine Decarboxylierung der Huminsduren birgt

sind in Abb. 1.13 zusammen- gegeniiber einer Reprotonierung den Vorteil der
Recyclisierung (Fakoussa, personliche Mitteilung, 2000;

fassend dargestellt. vgl. auch Text !).

lisch solubilisierter Huminsduren
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1.4.1 Enzymatische und chemisch-technische Decarboxylierung

1.4.1.1 Chemische, elektrochemische und thermische Decarboxylierung

Aus der chemischen Industrie sind verschiedene Methoden zur Decarboxylierung
bekannt, die theoretisch alle auf Kohle angewendet werden kdnnten (modifiziert nach
Helas; zusammengestellt nach Falbe und Regitz, 1997 sowie nach www.organische-
chemie.ch).

- thermisch:
R-COOH —T>2"C_3 R_H + CO,

- elektrochemisch (Kolbe-Elektrolyse):
o

T . )
2 J\ N i,., 2 S —..,ECD? RAME — = R-R
R Q/_ )

"

- radikalisch (Hunsdieker-Reaktion und Kochi-Reaktion):

o B,
,-JL\ . qu"' R—Br + .ﬂ.gEir + CDE
4 (Hunsdieker-Reaktion)

Ph{OAC), Cl
OH Licl Y + C0y + LiPb(OAc); + CH,COOH

(Kochi-Reakt.)
- Oxidation mit Peroxodisulfat (S;0s%):

2 R-COOH + $,05” +2 ¢ —"¢ ), 2 R-H +2 SO, + 2 CO;
(analog auch mit den Oxidationsmitteln Pb(OAc), oder Ce*"/Ag")

- Heterogene Katalysatoren:
z.B. Zeolithe, Ton u.a.

Durch elektrochemische Decarboxylierung von Huminséduren konnte deren
Hydrophobierung bewirkt und damit der oben postulierte Effekt der Decarboxylierung
solubilisierter Kohle eindeutig nachgewiesen werden (Henning und Fakoussa,
unverdffentlichte Daten, 1995). Der Energieaufwand ist jedoch, wie auch bei den
anderen oben angefiihrten chemisch-technischen Verfahren, sehr hoch. Diese
Decarboxylierungsmethoden wéren somit unwirtschaftlich.

Hier konnte sich die enzymatische Decarboxylierung den chemisch-technischen
Verfahren als 6konomisch iiberlegen erweisen, da die entsprechenden biochemischen
Reaktionen bei milden und damit kostengiinstigen Bedingungen abliefen. Die im
Verhéltnis teurere  Produktion des Biokatalysators konnte durch dessen
Wiedergewinnung (idealerweise wiirde die Decarboxylase nicht verbraucht)

kompensiert werden (Fakoussa et al., 1999a).
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1.4.1.2 Enzymatische Decarboxylierung und ihre Bedeutung in Natur und Industrie

Decarboxylierungsreaktionen aller Art finden sich ubiquitir im Stoffwechsel aller
Lebewesen. Decarboxylasen treten hédufig in Verbindung mit Coenzymen bzw.
prosthetischen Gruppen auf (z.B. Aminosiduredecarboxylasen mit Pyridoxalphosphat,
die Pyruvatdecarboxylase mit Thiaminpyrophosphat oder die Methylmalonyl-CoA-
decarboxylase mit Biotin).

Die im Laufe der Decarboxylierung auftretenden anionischen Zwischenprodukte
(Enolate) miissen durch Coenzyme stabilisiert werden (O'Leary, 1992). Eine
Aktivierung bzw. Stabilisierung {lber Metallionen erfolgt alternativ  (B-
Ketocarbonsduren, z.B. Acetoacetat-Decarboxylase) oder zusdtzlich (allg. o-
Ketocarbonsédure-Decarboxylasen).

Diese Bildung eines anionischen Intermediates stellt eine endotherme Reaktion dar.
Diese wird durch eine sich unmittelbar anschlieBende exotherme Reaktion ,,gezogen*;
dabei handelt es sich im Falle einer Aromaten-Decarboxylierung um die Protonierung
des intermedidr entstandenen Carbanions.

Von  besonderem  Interesse  fiir die  klinische  Forschung sind die
Aminoséduredecarboxylasen. Deren Produkte, die biogenen Amine, sind als Vorstufen
von Hormonen, Coenzymen und Alkaloiden bekannt. Insbesondere sind sie von
Bedeutung als Neurotransmitter wie z.B. Dopamin, Histamin oder y-
Aminobuttersdure/GABA (Schlee u. Kleber, 1991).

Mikrobielle Decarboxylasen haben Eingang in die technische Chemie gefunden (Falbe
und Regitz, 1997), beispielsweise bei der Enantiomeren-selektiven Decarboxylierung

disubstituierter Malonsauren (Theil, 1997).

1.4.1.3 Anforderungen an eine potentielle Huminsaure-Decarboxylase

Aufgrund der extremen Heterogenitit der Kohlestruktur stellt sich an eine solche
Decarboxylase eine fiir Enzyme ungewohnliche Anforderung: Sie miifite ausgesprochen
unspezifisch arbeiten, wéhrend normalerweise gerade die {iberaus hohe
Substratspezifitét als typische Enzymeigenschaft bekannt ist.

Zudem wire die fiir fast alle enzymatischen Decarboxylierungen beschriebene
Abhingigkeit von Cofaktoren (s.0.) fiir den technischen Einsatz eines Enzyms
hinderlich. Erwiinscht wire daher das Aufspiiren extrazelluléarer Enzyme, welche in der

Regel unabhédngig von anderen Zellkomponenten arbeiten und zudem ein breiteres
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Substratspektrum besitzen. Dariiber hinaus sind extrazellulire Enzyme nicht auf
spezielle intrazelluldre Arbeitsbedingungen wie etwa einen genauen pH-Wert oder ein
bestimmtes Reduktionspotential angewiesen. AuBlerdem liee sich eine ins Medium
ausgeschiedene Decarboxylase erheblich leichter isolieren und aufreinigen; aufgrund
des in der Regel um fast eine Grofenordnung geringeren Molekulargewichtes wire sie
auch ,handlicher, d.h. zum einen wire das zugehdrige Gen in Klonierungs-
experimenten leichter einsetzbar, zum anderen wire das exprimierte Protein stabiler und
damit im Labor wie auch in der praktischen Anwendung haltbarer. Im Idealfall liee
sich von einem solchen Enzym ein kleines, in vitro synthetisierbares Peptid mit

unspezifischer Decarboxylase-Aktivitit ableiten.

1.4.2 Benzencarbonsauren (BCS) als Modellsubstanzen fiir Huminsauren

Mikrobielle Umsetzungen von Huminsduren sind aufgrund deren extrem heterogener

dreidimensionaler Struktur (Abb. 1.14) sehr schwer zu untersuchen.

O0=rCH
CO0H HA CO0H (J'IZH— ),
1
E - [H ° k=0
0 o o To 0 ] 0---H
OH ] 0 COOH
ooy O~
o HN LI
OH R o HD o= CO0E
=0

1
HH

}

Abb. 1.14: Eines von zahlreichen Strukturmodellen einer Huminsdure (©OHumifulvateScience, 2005).
Gemeinsam ist den Modellen lediglich der iiberwiegend aromatische Charakter sowie der
hohe Anteil an Carboxylgruppen (bis zu 10%).

Huminsduren als Substrat fiir bakterielles Wachstum werden zudem nur sehr langsam
umgesetzt (Koch, 2000). Daher wurden mehrfach carboxylierte einfache Aromaten als

Modellsubstanzen verwendet (Abb. 1.15).

1.4.2.1 Naturliche Vorkommen

Benzenpolycarbonsduren entstehen bei der Oxidation von Graphit, Ruf3 u. dergl. und
finden sich daher in Spuren auf Kliiften von Braun- und Steinkohlenlagern und in
bitumindsen Sedimenten (Falbe und Regitz, 1997) sowie in Holzkohle. Insbesondere
das Aluminiumsalz der Benzenhexacarbonsdure, der Mellit (Honigstein,

Al[Cs(COO)s)) findet sich in z.T. recht groBBen Kristallen.
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Abb. 1.15: Die moglichen Strukturisomere der verschieden hoch carboxylierten Benzencarbonséuren.

Der weitaus grofite Teil (70 — 95 %) organischer Materie in Meteoriten besteht aus

undefiniertem Material, welches aus Kohlenmonoxid, Wasserstoff und Ammoniak

durch Prozesse entstanden ist, die der Fischer-Tropsch-Synthese vergleichbar sind

(Anders et al., 1973). Diese organischen Polymere dhneln irdischen Huminsduren

(Briggs und Mamikunian, 1963). Unter oxidativen Bedingungen entstehen zu fast 50%

Benzencarbonsduren, und zwar alle von Benzoesaure liber simtliche Benzendi-, tri- und

tetracarbonsduren bis hin zu Benzenpenta- und -hexacarbonsdure (Hayatsu et al., 1980).

Benzenpolycarbonsduren stellen also mdglicherweise einen nicht unbedeutenden Teil

der extraterrestrischen organischen Materie, wenn diese oxidativen Prozessen ausgesetzt

war.
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Unléngst wurde gezeigt, da3 sich Salze hoherer Benzencarbonsiuren, insbesondere der
Mellitsdure, in Mengen von mindestens 2kg/m® auf der Oberfliche unseres
Nachbarplaneten Mars angehduft haben miiiten (Benner et al., 2000). Dabei handelt es
sich um metastabile Oxidationsprodukte organischer Materie, welche iiber Meteoriten
die Planetenoberfldache erreicht haben konnte (Flynn, 1996; Hayatsu u. Anders, 1981;
Mullie u. Reisse, 1987). Aufgrund ungeeigneter Mefimethoden (GC-MS) konnten diese
nicht fliichtigen Verbindungen im Rahmen der letzten Mars-Mission der Viking-Sonde
nicht nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis hétte weitreichende Konsequenzen fiir die
Exo- bzw. Astrobiologie und -geologie: Organische Verbindungen (und damit even-

tuelle Spuren fritheren Lebens auf dem Mars wéren mdglicherweise iibersehen worden.

1.4.2.2 Verwendung von Benzencarbonsauren

Aromaten mit ein bis zwei Carboxylgruppen gehdren zu den Hauptprodukten der
organochemischen Industrie: Das Anhydrid der Benzen-1,2-dicarbonsdure (Phtalsdure-
anhydrid) dient als Weichmacher fiir Kunststoffe. Mit 5 Mill. t/a iiberschreitet die
Weltproduktion dieser industriell bedeutendsten Carbonsédure sogar die von Essigsdure
(Breuer, 1991). Terephtalsdure wird zur Polyester-Herstellung verwendet. Die
Benzenmonocarbonsdure (Benzoesiure) findet als Konservierungsmittel Verwendung in
der Lebensmittel- und Tabakindustrie, wihrend die Acetylsalicylsdure (,,Aspirin®) als
Schmerzmittel das meisteingenommene Medikament {iberhaupt darstellt.

Dagegen werden hohere Benzencarbonsduren (mit > 3 Carboxylgruppen) nicht im
industriellen Mafstab hergestellt, mit Ausnahme des Benzen-1,2,4-tricarbonsiure-
Anhydrids, welches verestert mit Alkoholen als Weichmacher fiir Polyvinylchlorid Ver-
wendung findet (vergleichbar dem Phtalsdureanhydrid; www. chemicalLand21.com).
Bei den in Deutschland ansédssigen Pharmaunternehmen und Chemikalien-GroBhédndlern
ist neben der Benzenhexacarbonsdure (Mellitsdure) und den drei Benzentricarbonsiure-
Isomeren als einzige Tetracarbonsiure die Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsiure (Pyromellit-
sdure) erhiltlich; Benzenpentacarbonsdure mufl aus Frankreich bezogen werden.

Hohere Benzencarbonséduren erlangten in den spéten neunziger Jahren Bedeutung als
Liganden fiir kinetische Enzymstudien: Insbesondere Mellit- und Pyromellitsdure
werden aufgrund ihrer symmetrischen Struktur eingesetzt, um die Substratbindestelle(n)
von Proteinen zu untersuchen, welche carboxylierte Metaboliten umsetzen (Beispiele:
Fumarase, Beeckmans & van Driesche 1998 sowie Phosphoglycerat-Mutase, Rigden et

al. 1999).
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1.4.3 Enzymatische Decarboxylierung aromatischer Carbonsauren

1.4.3.1 Aromaten mit < 3 Carboxylgruppen

Entsprechend der Anhdufung von Benzencarbonsduren, insbesondere von Phtalaten in
der (vom Menschen verschmutzten) Natur (vgl. 1.4.2.2) wird die Féhigkeit zum Abbau
von Benzencarbonsduren relativ oft angetroffen. Eine Decarboxylierung von 4,5-
Dihydroxyphtalsdure wurde schon 1960 beschrieben (Ribbons und Evans), eine
Darstellung der Decarboxylierung des Isomers 3,4-Dihydroxyphtalsdure folgte 1982.
Ebenfalls bekannt ist die enzymatische Decarboxylierung unterschiedlich substituierter
Benzenmonocarbonséduren (e.g. Aminobenzoat-Decarboxylase, McCullough, 1957; 2.,4-
Dihydroxy-6-methylbenzoat-Decarboxylase, Mosbach und Schulz, 1971; 6-
Methylsalicylat-Decarboxylase, Light und Vogel, 1975; Protocatechuat-Decarboxylase,
He und Wiegel, 1996; 4-Hydroxybenzoat-Decarboxylase, Li et al., 2000; Gallussdure-
Decarboxylase, Hashidoko et al., 2002).

Die verschiedenen Benzencarbonsduren werden nach ausreichender Decarboxylierung
(bzw. allgemeiner Abspaltung von Substituenten) laut Literatur (Gottschalk, 1986;
Fritsche, 1990; Schlegel, 1992; Madigan et al., 2002) an zwei benachbarten Stellen
hydroxyliert. In der Regel sind Catechol und Protocatechuat die Schliisselverbindungen,
in welche die meisten aromatischen Verbindungen umgewandelt werden (Stanier u.
Ornston, 1973). Anschliefend erfolgt deren Abbau, welcher durch oxidative Spaltung

des Benzenringes eingeleitet wird.

1.4.3.2 Hohere Benzencarbonsduren (BCS)

Zur Suche nach einer aromatischen Carbonsdure-Decarboxylase, welche auch eine
Aktivitit fir Huminsduren besitzen konnte, wurde in vorherigen Arbeiten (Lammerich,
1998; Krause, 2000; Rudat, 2000) die Benzenhexacarbonsdure (Mellitsdure) eingesetzt.
Indem diese Verbindung als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle fiir das
(Mineralsalz-) Néhrmedium ausgewéhlt wurde, konnten nur Organismen wachsen,
welche zu ihrer Decarboxylierung fihig waren, da diese einer zur Verwertung
notwendigen Ringspaltung vorausgehen mufB. Hierbei wurden alternativ auch
verschiedene Benzentricarbonsduren sowie Benzen-1,2.,4,5-tetracarbonséure
(Pyromellitsdure) als C-Quellen verwendet. Ein Wachstum von Mikroorganismen mit
Aromaten, welche mehr als zwei Carboxylgruppen besitzen bzw. deren enzymatische

Decarboxylierung war zuvor nicht bekannt bzw. ist noch nie beschrieben worden.
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In den oben erwidhnten Arbeiten konnte die weite Verbreitung der Fahigkeit zur
Verwertung hoherer Benzencarbonsduren (BCS) bei morphologisch und physiologisch
deutlich verschiedenen Mikroorganismen durch entsprechendes Screening dokumentiert
werden (Lammerich, 1998 und Rudat, 2000). Zur Verwertung der Benzenhexa-
carbonsdure (Mellitsdure) wie auch der Pyromellitsdure war in allen untersuchten Féllen
deren zumindest partielle Decarboxylierung erforderlich. Dieses Ergebnis bestdtigt die
Eignung dieser beiden BCS als Screening-Substanzen bei der Suche nach
Decarboxylasen aromatischer Carbonsiuren. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dafl

bevorzugt eine Decarboxylierung zu Benzen-1,2,4-tricarbonséure erfolgt (Abb. 1.16).

COOH

HOOG COOH

HOOC COOH

OOH
Benzenhexacarbonsaure

L CO2
HOO OOH
HOO COOH
OOH
Benzenpentacarbonsaure

CO2 CO2
CO2
OOH HOOC: \/: :COOH HOO! COOH
COOH

HOO OOH HOOC HooC
OOH Benzen-1,2,4,5- OOH
Benzen-1,2,3,4- tetracarbonsaure Benzen-1,3,4,5-

tetracarbonsaure tetracarbonsaure
CO2
co OOH
CO2
HOOC

COCH

Benzen-1,2,4-
tricarbonsaure

Abb. 1.16: Decarboxylierungsschritte von der Benzenhexacarbonséure bis zur Benzentricarbonséure.
Alle Schritte wurden mittels HPLC nachgewiesen (Lammerich, 1998 und Rudat et al., 2002).
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1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit

In diesem Dissertationsvorhaben sollten Benzenpolycarbonsidure-Decarboxylanten

isoliert und die zugehdrigen Decarboxylasen untersucht werden. Hierfiir war es

zwingend erforderlich, Methoden zur Reinigung dieser bislang vollig unbekannten

Enzyme zu etablieren. Im einzelnen wurden dabei nachstehende Ziele verfolgt:

e Durch mikrobiologische Arbeitsschritte sollten Mikroorganismen isoliert und
differenziert werden, welche iiber das gesuchte Enzym bzw. die gesuchten Enzyme
verfligen. Dariiber hinaus sollte die Verwertung verschiedener Benzencarbonsduren
(BCS) durch unterschiedliche Mikroorganismen vergleichend untersucht werden.
Dabei sollten die interessantesten Stimme néher charakterisiert werden.

e In biochemischen Experimenten sollten Methoden entwickelt und angewendet
werden, mit deren Hilfe erstmals eine solche BCS-Decarboxylase gereinigt und
eindeutig nachgewiesen werden kann. Dabei sollten grundlegende Eigenschaften der
isolierten =~ BCS-Decarboxylase  erforscht  werden. Die  enzymatischen
Decarboxylierungsschritte zur Einleitung des Abbaus verschiedener BCS sollten
mittels hoch auflésender Fliissigchromatographie (HPLC) bzw. anderer

Nachweismethoden dokumentiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemische Untersuchungen der Benzencarbonsauren (BCS)

2.1.1 Wasserloslichkeit und Aciditat

Aus der vorangegangenen Diplomarbeit war bekannt, da3 die Benzencarbonsduren mit
Ausnahme der Mellitsdure in protoniertem Zustand nur schlecht wasserloslich sind
(Rudat, 2000). Beim Ansetzen der Stammldsungen fiir Medien mufite daher stets
Natronlauge zugegeben werden, um die Carboxylgruppen quantitativ zu deprotonieren
(sieche 2.2). Da der Protonierungszustand der BCS fiir deren Verwertbarkeit durch die
Bakterien wahrscheinlich von Bedeutung ist, wurde die Aciditdt der Carboxylgruppen

mittels Aufnahme von Titrationskurven tiberpriift

2.1.2 ldentifikation der BCS mittels HPLC
Die Aufklarung des Mellitsdure-Abbaus geschah mittels hochauflosender

Fliissigchromatographie (HPLC). Um eine sichere Identifikation der einzelnen BCS
gewidhrleisten zu konnen, erwies sich neben der bisher etablierten Erkennung anhand
der Retentionszeiten (Lammerich, 1998) eine zusitzliche Uberpriifung mittels Dioden-
array-Detektion als hilfreich. AuBlerdem erforderte die Trennung von BCS-Struktur-

isomeren eine Modifikation des Laufmittels (Bedingungen der HPLC siehe 2.8).

2.1.3 Infrarot-Spektroskopie (IR)

Die mikrobielle Umsetzung von Huminsduren, respektive deren enzymatische
Decarboxylierung, kann aufgrund ihrer heterogenen Struktur nicht durch einfache
Spektralphotometrie vorgenommen werden. Vielmehr sollte ein Nachweis der
Modifikation funktioneller Gruppen dieser Makromolekiile durch Infrarotspektroskopie
gefiihrt werden.

Vorbereitend wurden zunichst Spektren der Benzencarbonsduren aufgenommen. Hierzu
wurden KBr-Prellinge aus jeweils 2mg BCS und 200mg KBr hergestellt. Die
betreffenden Substanzen sowie das KBr wurden zuvor in einem Achatmorser fein
gemahlen und tiber Nacht im Trockenschrank bei 80°C getrocknet. Nach der Trocknung
wurden BCS und KBr zusammengegeben. Zum Vermischen erwies sich ein Vortex-
Schiittler als ausreichend, d.h. die Substanzen wurden nicht noch einmal miteinander
vermahlen. Dadurch muf3ten die Proben nicht unmittelbar vor der Messung noch einmal

der Luftfeuchtigkeit ausgesetzt werden.
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Die zweiminiitige Pressung erfolgte unter Vakuum (Schlauchpumpe) bei 8t/cm? in einer
hydraulischen Presse (Specac 15.011). Die Messung wurde an einem FT-IR-
Spektrometer der Fa. Bruker (Tensor 27) durchgefiihrt (Methode modifiziert nach
Giinzler und Bock, 1990).

2.2 Screening der Decarboxylanten
Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach Mikroorganismen gesucht, die zur
Decarboxylierung substituierter Aromaten in der Lage sind. Zu den Screening-Medien
wurden daher als einzige Kohlenstoff-(C-)Quelle verschiedene Benzencarbonsduren
(BCS) 0.1-0,4%ig (w/v) gegeben. Diese wurden in Form 10-%iger (w/v) walriger
Stammlosungen zugegeben, deren pH durch Einwiegen entsprechender Mengen NaOH-
Platzchen auf einen neutralen Wert gebracht wurde, geméf der Formel:
Zugabe von NaOH /g/= MW(NaOH) /g/mol] e¢ Anzahl Carboxyl-
gruppen pro jeweiliger BCS em(BCS) /g// MW(BCS) /g/mol/

[ Teilt man die einzusetzende Masse m der jeweiligen BCS durch ihr Molekular-
gewicht MW und multipliziert mit der jeweiligen Anzahl Carboxylgruppen pro BCS, so
erhalt man die Gesamtzahl an Carboxylgruppen in der angesetzten BCS-Ldsung. Zur
vollstandigen Deprotonierung derselben muB eine aquivalente Menge Hydroxylgruppen
(in Form von NaOH) zugegeben werden. Durch Multiplikation dieser Menge mit dem
Molekulargewicht MW von NaOH ergibt sich die zuzugebende Masse an
Natriumhydroxidplatzchen.]

Bei Verwendung fester Kulturmedien wurde der zur Verfestigung bendtigte Agar
(Select Agar, Fa. Gibco) gereinigt, um eine Verunreinigung des Mediums mit
potentiellen anderen C-Quellen zu minimieren, die zu falsch positiven Screening-
Ergebnissen hitten filhren konnen. Hierzu wurde das Agar-Pulver in einem moglichst
groBen Volumen aqua demin 20-30min aufgeriihrt. Nach Sedimentation des nun
gequollenen Agars wurde der gelbliche Uberstand mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe

abgenommen. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis der Uberstand ungefirbt

erschien (je nach Reinheitsgrad des eingesetzten Agars 3-5x).

2.2.1 Verwendete Medien
Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedene Nahrmedien zum Einsatz gebracht,
welche teils auf bereits zuvor bekannten Medien basierten und durch leichte
Modifikationen den besonderen Anforderungen angepaflt wurden. Unterschieden
werden mul} hierbei zwischen Selektivmedien (Minimalmedien) zur Anreicherung der

Benzencarbonsdure-Decarboxylanten auf der einen Seite sowie auflerdem
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Komplexmedien (Vollmedien) zur Vereinzelung derselben und zur Abtrennung von

Kontaminanten.

2.2.1.1 Selektivmedien

Zum Decarboxylanten-Screening wurde hauptsdchlich folgendes Minimalmedium
verwendet:

Medium nach Lammerich/Fakoussa/Rudat (LFR-Medium, modifiziert nach Lammerich,

1998)

Losung |

KNO; 0,489 g/L
KCl 0,593 g/L
MgCl, 0,400 g/L
Ca(NOs3)» 0,102 g/L
Losung 11

(NH4)2SO4 0,785 g/L
NH4H,PO4 1,186 g/L
NazHPO4 X 2H20 1,835 g/L
Losung I11

Vitamin- u. Spurenelementlésung
(Zusammensetzung siehe unten)

Fir feste Nahrmedien zusétzlich:
gereinigter Agar 20 g/

Die Losungen I und II wurden als zehnfach konzentrierte Stammlosungen angesetzt,
durch Zugabe von NaOH-Lsg. jeweils angemessener Konzentration auf pH 7,3
gebracht, getrennt autoklaviert und erst nach Erkalten auf Raumtemperatur
zusammengegeben und mit aqua demin auf 1L aufgefiillt (Wasser vorlegen, sonst
Ausfillung!).

Als Spurenelement- bzw. Vitaminlésungen wurde eine im Handel erhéltliche Vitamin-
und Mineralstoff-Tablette (Fa. Tetesept, Typ ,.classic A-Z >in one< *) gemdrsert und
aufgelost (1h Ultraschallbad) und ein Teil dem Medium zugegeben, so daB3 sich

folgende Endkonzentrationen zusétzlicher Elemente und Verbindungen ergaben:

Vitamin A 80,0 pg/L
Beta-Carotin 240,0 pg/L
Vitamin C 6,0 mg/L
Vitamin E 1,0 mg/L
Vitamin B 140,0 pg/L
Vitamin B, 160,0 ng/L

Vitamin Bg 200,0 pg/L
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Pantothensdure 600,0 ng/L
Folsédure 20,0 pg/L
Nicotinsdureamid 1,8 mg/L
Biotin 15,0 pg/L
Vitamin B, 100,0 ng/L
Vitamin D3 500,0 ng/L
Vitamin K, 8,0 nug/L
Citrus-Bioflavonoide 500,0 pg/L
L-Cystein 900,0 ng/L
Calcium 20,0 mg/L
Magnesium 12,0 mg/L
Kalium 6,0 mg/L
Chrom 6,0 ng/L
Eisen 600,0 pg/L
Kupfer 100,0 pg/L
Mangan 120,0 pg/L
Molybdin 8,0 ug/L
Phosphor 10,3 mg/L
Selen 2,5 ng/L
Silicium 200,0 pg/L
Zink 950,0 pg/L
Chlorid 3,5 mg/L

MATERIAL UND METHODEN

In der Regel wurde das LFR-Medium zundchst ohne C-Quelle zusammengestellt und
die jeweilige BCS erst nach dem Autoklavieren hinzugegeben bzw. im Falle fester
Néhrmedien mit einem Drigalskispatel ausplattiert. Nach Bedarf wurde die betreffende
BCS aber auch mit einer der LFR-L6sungen mit autoklaviert und so direkt dem Medium

zugefiigt.
Wegen des auch in Zukunft (d.h. fiir weiterfiilhrende Arbeiten) zu erwartenden groflen
Umfangs an Screening-Ansdtzen wurde als Alternative zum relativ aufwendig

herzustellenden LFR-Medium ein denkbar einfaches Minimalmedium entwickelt:

Mineralsalzmedium MMR 11

MgSO4 x 7TH,0 0,246 g/L
Vitamin- u. Spurenelementlsg. (wie LFR)
KOH (-Platzchen) ad pH 7,3

Die gewiinschte BCS (pH 7,3 durch Einwiegen von NaOH) kann wahlweise vor oder

nach dem (gemeinsamen!) Autoklavieren zugegeben werden.
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2.2.1.2 Komplexmedien

Auf den Mineralsalzplatten gewachsene Screening-Ansitze wurden auf verschiedenen
Komplexmedien vereinzelt, um eventuelle Kontaminanten ausfindig zu machen. Von
dort wurden Einzelkolonien wieder auf LFR-Platten iibertragen, bis Reinkulturen von
Decarboxylanten vorlagen, die von Kommensalen befreit waren, die lediglich die
Ausscheidungsprodukte der Decarboxylanten verwerteten.

Da es sich bei den mit Abstand am hiufigsten gefundenen Bakterien um
Pseudomonaden-dhnliche handelte, wurde zur Vereinzelung in erster Linie ein auf

Pseudomonaden zugeschnittenes Komplexmedium verwendet:

Pseudomonas-Agar F (PsF), modifiziert nach Merck-Fertigndhrboden Nr. 10989

Pepton aus Casein 10,0 g/L
Pepton aus Fleisch 10,0 g/L
MgSO,4 x 7 H,O 1,5 g/L
KH2PO4 1,5 g/L
Glycerin (87%) 10 mL/L
Agar 15,0 g/L
pH 7,2

Da einige Bakterien sich als unfdhig erwiesen, auf diesem Medium mit relativ hoher

Stoftkonzentration zu wachsen, wurde zusitzlich ein verdiinntes Komplexmedium

entworfen, welches eine Chimire aus PsF und MMR 1I darstellt:

Komplexmedium KR

Pepton aus Casein 1,0 g/L
Hefeextrakt 1,0 g/L
Pyromellitséure 1,0 g/L
(NH4),HPO, 0,264 g/L
MgSO4 x 7 H,0O 0,147 g/L
(Agar 15,0 g/L)
pH 7,2

Dieses Medium war auBBerdem bei der Isolierung des Bakterienstammes ,,Artern* von
groBem Nutzen (vgl. 3.2.3). Dariiber hinaus wurde festgestellt, da8 die lag-Phase bei
Animpfung von Fliissigkulturen deutlich kiirzer ausfiel als bei Uberimpfung von PsF-

Platten. Daher wurde dieses Medium fortan bevorzugt verwendet.
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2.2.1.3 Weitere Medien
Fir die sytematische Einordnung des Bakterienstammes , Artern® wurde ein
stickstofffreies Mineralsalzmedium MMR 1 verwendet, welches bereits in der
vorangegangenen Diplomarbeit entwickelt worden war.

Stickstofffreies Mineralsalzmedium MMR I (Rudat, 2000):

Losung 1: KC1 0,468g/L
MgSO4 0,724g/L
CaCl, x 2H,0 0,091¢g/L
Losung 2: KH,PO4 1,402¢g/L
NazHPO4 1 ,835g/L
Na,MoQOy4 0,010g/L
Losung 3: FeCl, x 4H,0 0,036g/L

Losung 1 u.2 werden durch Zugabe von NaOH-Lsg. auf pH 7,3 gebracht und getrennt
autoklaviert. Nach Erkalten auf Raumtemperatur werden Losung 3 sowie die Vitamin-
und Spurenelementlosung (siehe oben) und die C-Quelle (fiir den Stamm ,,Artern‘:

0,5% Mannit) zugegeben.

Fir die Wachstumsversuche mit dem Stamm ,,Artern” kam aullerdem Hefeextrakt-
Mannitol-Medium zum Einsatz (YEM).
YEM(-Agar), modifiziert nach Norris und Date, 1976:

Mannitol 10,0g/L
KzHP 04 0,5 g/ L
MgSO4X7H20 O,Sg/L
NaCl 0,2g/L
F€C12 X 4H20 0,0 1 g/L
Hefeextrakt 1,0g/L
(Agar 15,0g/L)

2.2.2 Screening-Orte und Durchfiihrung des Screenings

In der vorangegangenen Diplomarbeit (Rudat, 2000) wurde aus zahlreichen mit BCS
angereicherten Erdproben bzw. Huminsdure-Losungen (Lammerich, 1998) eine
Decarboxylanten-Stammsammlung angelegt: Es konnten iliber 60 Bakterien und eine
Hefe isoliert werden, welche zum Wachstum mit BCS als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle beféhigt waren.

Im Rahmen dieser Dissertation konnten 22 dieser Stimme in Fliissigkultur mit

Pyromellitséure als einziger C-Quelle zum Wachstum gebracht werden.
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Dariiber hinaus wurde eine zusitzliche Suche nach Decarboxylanten in einem
ehemaligen Braunkohle-Gebiet bei Artern/Thiiringen durchgefiihrt. Auf Kliiften in der
Braunkohle dieser Region fand sich der Mellit, das Aluminiumsalz der Mellitsdure
[AL[Ce(COO)s] x 18H,0] als 1-2mm diinner kristalliner Anflug (nach Steinbach,
1982). Nach SchlieBung des Tagebaus wurde dieser geflutet. Entlang des resultierenden
Sees sowie von dessen Grund in Ufernihe wurden Proben genommen und wie oben

beschrieben auf LFR-Platten aufgeimpft.

Herr Dr. Thomas Koch aus der Arbeitsgruppe Mikrobiologie / Prof. Dr. Nehkorn an der
Universitit Bremen stellte uns freundlicherweise seine Stammsammlung aus vier Jahren
Huminstoffabbau-Forschung zur Verfiigung. Insgesamt waren dies 801 verschiedene
Bakterienstimme aus Grundwasserproben, fiir welche z.T. eine Nutzung von
Huminséuren als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle nachgewiesen werden konnte
(Koch, 2000). Das Durchscreenen von iiber 100 dieser Stimme ergab jedoch, daf3 diese
Organismen durchweg extrem niedrige Wachstumsraten selbst auf Komplexmedien
zeigten und zu einem Wachstum mit hoéheren BCS als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle nicht in der Lage waren. Diese Ergebnisse sind vermutlich darauf
zuriickzufiihren, daf3 im ndhrstoffarmen Grundwasser, aus welchem die Stimme isoliert
wurden, tiberwiegend Organismen der oligotrophen Bakterienfraktion anzutreffen sind.
Diesen sind oft Wachstumsraten von mehreren Monaten eigen, so da3 eine genauere
Untersuchung dieser Stimme beziiglich ihrer Fahigkeit zur Verwertung von BCS im

Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden konnte.

2.3 Differenzierung der Decarboxylanten

2.3.1 Photographische Aufnahmen

Einige Bakterienstimme wurden beim Wachstum auf festen Ndhrmedien mit Hilfe
einer Digitalkamera (Canon Powershot G2) photographiert. Mit diesem Modell
entstanden auch die Farbaufnahmen des Fermenters sowie der durch Alizaringelb

gefarbten Affinitdtsmatrix.

2.3.2 Mikroskopisches Bild

Einige Decarboxylanten wurden lichtmikroskopisch untersucht, um Aussagen iiber die

Zellmorphologie, das Vorhandensein von Zelleinschliissen, die eventuelle Bildung von
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Zellverbianden bzw. -assoziationen sowie iiber die Beweglichkeit der Zellen machen zu
konnen. Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten am Mikroskop Leica DM LB
(Aufsatz: Leica DC 300F); die Bildbearbeitung wurde mit dem Programm PhotoImpact
4.2 durchgefiihrt

2.3.3 Physiologische und molekulargenetische Differenzierung

Zwei Bakterienstimme (,,LFG19a* aus der in der Diplomarbeit angelegten
Stammsammlung sowie der aus dem gefluteten ehemaligen Braunkohle-Gebiet bei
Artern/Thiiringen isolierte Stamm (vgl. 2.2.2)) wurden zur nidheren Bestimmung von
der Deutschen Stammsammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in
Braunschweig untersucht. Im Einzelnen erfolgte eine (Teil-)Sequenzierung der 16S-
rDNA, eine Analyse der Fettsdure-Zusammensetzung der Membranen sowie die
Erstellung eines Verwertungsprofils fiir bestimmte Substrate.

Mit dem Stamm ,Artern“ wurden zusétzliche Untersuchungen durchgefiihrt, die

spezifisch fiir eine Differenzierung von Rhizobien geeignet sind.

2.3.3.1 Wachstum auf YEM-Agar

Eine wichtige Hilfe zur Einteilung der Rhizobien ist das Wachstumsverhalten auf
Hefeextrakt-Mannitol- (YEM-) Agar. Schnell wachsende Rhizobien bilden in 3-5 Tagen
bis zu S5mm groBe Kolonien unter Bildung groer Mengen extrazelluldren
Polysaccharidschleims. Damit einher geht die Produktion von Sédure (Kuykendall et al.,
2005). Diese Arten werden in den Gattungen Rhizobium, Allorhizobium und
Sinorhizobium zusammengefalit. Auch die nahe verwandten Agrobacterium-Arten
bilden auf YEM-Agar Polysaccharidschleim und Séure.

Hingegen zeigen die langsam wachsenden Rhizobien, die in der Gattung
Bradyrhizobium zusammengefalit werden, erst nach 5-7 Tagen auf YEM-Agar 1-2mm
kleine Kolonien ohne Schleimproduktion sowie alkalische Endprodukte (Elkan und
Bunn, 1992). Diese Eigenschaften wurden durch Animpfen des Stammes ,,Artern* auf

mit Bromthymolblau versetzte YEM-Agarplatten getestet.

2.3.3.2 Fixierung von Distickstoff (N,)
Eine charakteristische Eigenschaft von Rhizobien ist die Fahigkeit zur N,-Fixierung.
Diese wurde durch Animpfen des Stammes ,,Artern” in MMR I-Flissigmedium (vgl.

2.2.1.3) getestet. Als Positivkontrollen wurde ein Azotobacter-Stamm im gleichen
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Medium angeimpft sowie ein Wachstumsversuch des Stammes ,,Artern” in MMR I-

Medium mit einem Zusatz von 1g/L. NH4NO3 durchgefiihrt.

2.3.3.3 Geil3elfarbung
Allen Vertretern der Gattungen Agrobacterium und Rhizobium ist eine Beweglichkeit
iiber peritriche Begeiflelung gemeinsam (Matthysse, 2004). Daher wurde der Stamm
»Artern® einer Geiflelfarbung unterzogen (modifiziert nach Leifson, 1960 und Kodaka
et al., 1982):

v' Aus einer spit exponentiell/friih stationdr wachsenden Fliissigkultur wird ein
Mikrozentrifugengefal3 befiillt und abzentrifugiert (10min bei 2000 x Q).

v Der Uberstand wird dekantiert und das Pellet vorsichtig in Reinstwasser
resuspendiert (Gefdl befiillen, 2-3min stehen lassen, anschl. vorsichtig
schwenken).

v Ein kleiner Tropfen der Zellsuspension wird auf einen griindlich entfetteten
(Bunsenbrenner) Objekttriger gegeben, mit Reinstwasser verdiinnt und
eintrocknen gelassen (keine Hitzefixierung!).

v Der eingetrocknete Tropfen wird mit Farbelosung (nach Kodaka, siche unten)
iiberschichtet.

v Nach 10min wird die Fiarbelosung unter einem weichen Leitungswasserstrahl 2-
3min abgewaschen.

Geillel-Farbeldsung nach Kodaka et al. (1982), zusammengestellt nach Bast, 2001:
Lsg. A (Beizmittel):

Tannin (Gerbséure) 10g
Phenol (5%) 50mL
gesittigte Alaunlosung (60g/L) 50mL

Lsg. B (Farbstofflosung):
Kristallviolett (13,87g in 96% Ethanol) 10mL

Losung A und B mischen. Die gebrauchsfertige Losung ist bei Raumtemperatur
unbegrenzt haltbar.

2.4 Anzucht der Decarboxylanten in Fltssigmedien

2.4.1 Anzucht im Schuttelkolben

Die Anzucht der Decarboxylanten erfolgte in zu 40% mit LFR- bzw. MMR II-Medium
gefiillten 1000mL-Erlenmeyerkolben, welche sowohl mit Seiten- als auch mit
Bodenschikanen ausgestattet waren (insgesamt mind. drei Schikanen), um auch bei
dieser groflen Fiillhohe eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewéhrleisten. Die
Vorkulturen bestanden aus ebenfalls zu 40% befiillten 250 mL-Erlenmeyerkolben,
welche von LFG-Platten aus mit einer Impfose beimpft wurden. Alle Kolben wurden

mit Silikonschaumkappen steril verschlossen. Aus der nach ein bis zwei Tagen dicht
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bewachsenen Vorkultur (ODgyo > 1) wurden die Hauptkulturen so angeimpft, da3 sich
eine ODgoo von mindestens 0,1 ergab. Die OD wurde in einem Novaspec [I-Photometer
(Pharmacia) vemessen.

Vor- und Hauptkulturen wurden auf einem Rotationsschiittler (Fa. New Brunswick

Scientific, Modell G 25) in der Regel bei Raumtemperatur und 240 rpm angezogen.

2.4.2 Anzucht im Kleinfermenter

Zur Gewinnung von mehr Zellmasse erfolgte die Anzucht z.T. in einem improvisierten
Kleinfermenter. Der Fermenter wurde zu 2,7L mit LFG-Medium, C-Quelle (0,3% w/v)
und 300mL Vorkultur beschickt. Die Beliiftung erfolgte iiber zwei Aquariumpumpen,
welche durch sterilisierte Watte gefilterte Luft {iber einen perforierten Schlauch in den
Fermenter pumpten, wo die Luft durch einen Magnetrithrer verteilt wurde, welcher
parallel fiir eine Durchmischung des Mediums sorgte. Die Luft wurde zuvor durch eine
Waschflasche geleitet und dadurch angefeuchtet, um einem Fliissigkeitsverlust des
Fermenters entgegenzuwirken.

Der Fermentationsverlauf wurde anhand der optischen Dichte (ODgo) sowie des pH-
Wertes (Wachstum mit Glucose geht einher mit einer Ansduerung des Mediums, ein
Aufbrauchen der Pyromellitsdure bewirkt eine Alkalisierung) verfolgt. Die ODgp wurde
mit einem Photometer (Fa. Pharmacia Biotech, Typ Novaspec II) gegen Luft

vermessen, wobei ab einer ODgpp > 0,3 mit aqua demin verdiinnt wurde.

2.5 Zellernte, Zellaufschlufl? und Zentrifugationsschritte
2.5.1 Zellernte

Das Wachstum im Schiittelkolben wurde in der Regel nicht photometrisch verfolgt; die
Kolben wurden je nach Schnelligkeit des Wachstums 36-72h nach dem Animpfen
geerntet.

Der Kolben- bzw. Fermenterinhalt wurde in einer Sorvall-RC 2B Superspeed 30min bei
13.700 x g und 4°C abzentrifugiert und der Kulturiiberstand nach Uberpriifung auf
(extrazelluldre) Decarboxylase-Aktivitit verworfen. Die Sedimente wurden einmal mit
Kaliumphosphatpuffer (50mM, pH 7,5) gewaschen, d.h. suspendiert und erneut
abzentrifugiert (wie oben), um noch vorhandene Mediumreste zu entfernen. Die nun
gewaschenen Sedimente wurden moglichst direkt im Anschlul wie unten beschrieben
aufgeschlossen, um eine Induktion oder Reprimierung bzw. proteolytischen Verdau von

Enzymen zu verhindern.
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2.5.2 ZellaufschlufR

Die gewaschenen Zellen (vgl. 2.5.1) wurden in dreifachem Volumen
Kaliumphosphatpuffer (50mM, pH 7,5) suspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen
mechanisch durch Ultraschall aufgeschlossen. Der Aufschluss erfolgte mit einem
Branson Sonifier, Modell Cell Disruptor B15 (Einstellungen: Leistungsstufe 7,
Arbeitsweise 50 %, gepulst). Um den Schallgeber (Metallstab) effektiv einzusetzen,
wurden jeweils nur 6-8 mL Zellsuspension auf einmal in einem Kunststoffrohrchen (in
Eis gekiihlt) beschallt, dessen Durchmesser den des Metallstabes nur wenig iiberstieg.
Pro Milliliter Zellsuspension wurde eine Minute beschallt, wobei auf je 10s
Beschallungszeit 10s Kiihlpause folgte.

Die zertrimmerten Zellwidnde sowie evtl. nicht aufgeschlossene Zellen wurden in einer
Biofuge RS 28 (Heraeus Sepatech) durch 30min Zentrifugation bei 22.800x g und 4°C

abgetrennt.

2.5.3 Ultrazentrifugation

2.6

Die oben erhaltenen Rohextrakte enthielten neben anderen Zellbestandteilen das
gesamte fiir das Wachstum in LFR-Medium bendtigte Proteom der betreffenden
Organismen. Dieses wurde mittels Ultrazentrifugation (Ultrazentrifuge der Fa.
Beckmann, Modell L5-50; 2h Zentrifugation bei 105.000x g u. 4 °C) in zwei Fraktionen
unterteilt, zum einen die membranstindige, welche mit den Zellmembranen
abzentrifugiert wurde, zum anderen die 18sliche, welche im Uberstand verblieb. Die
Sedimente wurden nach (negativer) Uberpriifung auf Decarboxylase-Aktivitit
verworfen. Die die gesamte Decarboxylase-Aktivitit enthaltenden Uberstinde wurden

bis zur weiteren Verwendung bei -70°C eingefroren.

Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes der Uberstéinde der Ultrazentrifugation wie auch

aller anderen Proben erfolgte zunéchst photometrisch an einem Spektralphotometer

Cary 1E der Fa. Varian gemiB folgender Formel (nach Warburg und Christian, 1941):
(1,55 x Eag0) - (0,76 X E260) = c(Protein) /mg/mL/
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Die zu messenden Proben wurden jeweils so stark verdiinnt, dal der gemessene
Extinktionswert sich zwischen 0,1 und 1 bewegte. Diese Methode erwies sich als sehr
gut geeignet zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen bis zu c(Prot) > 10pg/mL
(bewiesen durch Messung entsprechender BSA-Standards).

Die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) mit Hilfe des ,,Standard-Assays* der
Firma Biorad erwies sich als nicht genauer als die wesentlich einfachere
Bestimmungsmethode nach Warburg und Christian. Lediglich zur Vermessung der
Proteinfraktionen der Liganden-A ffinitditschromatographie nach Elution mit Mellitsdure
(vgl. 2.13) kam diese Methode zum Einsatz, da die hohe UV-Absorption der Mellitsdure
eine Proteinbestimmung anhand der Extinktion bei 280 bzw. 260nm unmdoglich machte.
Zur exakteren Quantifizierung extrem geringer Proteinkonzentrationen (<10pug/mL)

wurde eine Bestimmung nach Bradford (1976) mit Hilfe des ,,Micro-Assays® der Firma

Biorad nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Eichstandard diente geldstes

Rinderserumalbumin (BSA) der Firma Pierce.

Photometrische Bestimmung der Decarboxylase-Aktivitat

Wie alle Aromaten, so absorbieren auch die BCS Licht im UV-Bereich, so dal3 sich fiir
jede dieser Substanzen ein charakteristisches UV-Spektrum ergibt (Krause, 2000). Die
Umwandlung einer héheren BCS in eine niedrigere durch Decarboxylierung 148t sich
durch spektralphotometrisches Verfolgen der Anderung des Spektrums entsprechender
BCS-Losungen, welche mit BCS-Decarboxylase versetzt wurden, qualitativ und
quantitativ nachweisen (Lammerich, 1998; Krause, 2000).

Alle diesbeziiglichen Untersuchungen erfolgten mit Hilfe des Spektralphotometers
»CARY 1E* der Fa. Varian (Australien).

2.7.1 Definition und Nachweis enzymatischer Aktivitaten

Unter Enzymaktivitit versteht man den enzymatisch katalysierten Substratumsatz pro
Zeit. Als Einheit ist die ,,unit (U) gebrduchlich; dieser Begriff bezeichnet diejenige
Enzymaktivitit, welche die Umsetzung von 1pumol Substrat pro Minute katalysiert.

Wenn sich das Absorptionsspektrum des Produktes einer Reaktion von dem des Eduktes

deutlich unterscheidet, 148t sich die Konzentrationsianderung einer Substanz mit Hilfe



37 MATERIAL UND METHODEN

eines Photometers anhand der Zu- oder Abnahme der Absorption des Reaktionsansatzes
bei einer charakteristischen Wellenldnge bestimmen.
Das Lambert-Beersche Gesetz beschreibt die Abhangigkeit der Lichtabsorption von der

Konzentration der absorbierenden Substanz:

A=logl/lp=¢-c-d

A Absorption

Iy  Intensitit des in die Probenldsung eintretenden Lichtes
Intensitdt des nach Durchlaufen der Probenlosung austretenden Lichtstrahls

€ Absorptionskoeffizient der absorbierenden Substanz [mL x (umol x cm)” bzw.
cm’/pmol]

c Konzentration der absorbierenden Substanz [pumol/mL]

d Schichtdicke der Kiivette (im UV-Bereich: Quarz-Kiivette, sonst Glas oder
Plastik) [cm]

Zur praktischen Anwendung photometrischer Enzymtests wurde die Gleichung in

folgender Form verwendet (nach Bergmeyer, 1970):

AA 1000 - V
Volumenaktivitat (i. d. Probe) = Ac/at = : /muU/mL/
At e-d-v

tbzw. At (Reaktions-)Zeit [min]
VvV Volumen des Testansatzes [uL]
\% Probenvolumen im Testansatz (= Enzymprobe) [uL]

2.7.2 Test auf Benzenhexacarbonsdure-Decarboxylase (nach Lammerich,
modifiziert nach Krause und Fakoussa)

Benzenhexacarbonsdure wird bei Abspaltung nur einer Carboxylgruppe zu
Benzenpentacarbonsdure decarboxyliert. Bei gleichzeitiger Abspaltung zweier
Carboxylgruppen bzw. einer unmittelbar folgenden einfachen Decarboxylierung der
Benzenpentacarbonséure ist die Bildung dreier verschiedener Benzentetracarbonséuren
denkbar (vgl. Abb. 1.16).

Von diesen vier verschiedenen oben aufgefiihrten Decarboxylierungsprodukten war
zundchst nur eines, ndmlich die Benzen-1,2,4,5-tetracarbonséure (Pyromellitsdure) im
Handel erhéltlich. Beim Vergleich der UV-Spektren dieser beiden Substanzen (Abb.
2.1a) fallt eine deutlich niedrigere Absorption der Pyromellitsdure gegeniiber der

Mellitsaure im Bereich von 220-250 nm auf.
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Abb. 2.1a: UV-Spektren von Mellitsdure und Pyromellitsédure in Kaliumphosphatpuffer [S0mM].
Aufgetragen sind die Extinktionseinheiten (Ordinate) gegen die Wellenldnge (Abszisse).

Bei einer direkten Decarboxylierung der Mellitsdure zu Pyromellitsdure miifite sich also
eine Abnahme der Absorption in diesem Bereich beobachten lassen.
Dieses Phdnomen trat bei ausnahmslos jedem darauthin untersuchten Stamm auf; nach
Zugabe von Rohextrakt eines auf Mellitsdure gezogenen Stammes zu einer verdiinnten
Mellitsdurelosung verschob sich das UV-Spektrum in diesem Bereich nach unten (Abb.
2.1b). Die ebenfalls zu erwartende Zunahme unterhalb von 220nm war nicht zu
beobachten, da aufgrund der hohen zuzugebenden Proteinmenge die Absorption der
Peptidbindungen in diesem Bereich die Absorption der Mellit- bzw. Pyromellitsdure
iiberlagerte (vgl. hierzu auch 3.16).
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Abb. 2.1b: UV-Spektren einer verdiinnten Mellitsdurelosung, zu welcher Rohextrakt eines
Decarboxylanten (Stamm E.1, Lammerich, 1998) gegeben wurde (Rudat, 2000).
(20uL Mellitsdure 0,1 %ig, 20uL Rohextrakt aus E.1, 960uL Kaliumphosphatpuffer)
Die Aufnahme der Spektren erfolgte alle 10min (T, — Zugabe des Rohextraktes)

Die stirkste Abnahme erfolgt bei 235nm. Durch Messung der Absorptionsabnahme pro
Zeiteinheit kann die Enzymaktivitdt der Probe berechnet werden (Formel sieche 2.7.1 ;
Absorptionskoeffizient der Mellitsdure &3snm [Mellitsdure] = 21,4cm’/ umol, nach

Lammerich, 1998).
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Die Enzymtests wurden in S0mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5 durchgefiihrt.

Enzymtestansatz (nach Lammerich, 1998):

Reagenzien Volumen [pl] C endg [MM]
Phosphatpuffer 970 - 990 50
(50mM, pH 7,5)
Mellitsdure 10 0,03
(0,1 % w/v)
Enzymlosung 1-20 nicht bestimmbar

2.7.3 Test auf Pyromellitsdure-Decarboxylaseaktivitat (nach Rudat, 2000)

Pyromellitsdure kann infolge ihrer symmetrischen Struktur bei einfacher
Decarboxylierung ausschlielich in Benzen-1,2,4-tricarbonsdure umgewandelt werden.
Ein Vergleich der UV-Spektren dieser beiden BCS (Abb. 2.2) ergibt, daBl eine

entsprechende Reaktion eine Abnahme der Absorption um 225nm nach sich ziehen

miifite.
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Abb. 2.2: UV-Spektren von Benzen-1,2,4,5-tetra- sowie Benzen-1,2,4-tricarbonséure

Diese Uberlegung wurde durch entsprechende Tests mit Rohextrakten auf
Pyromellitsdure angezogener Organismen bestatigt.

Daher wurde der Extinktionskoeffizient der Pyromellitsdure fiir diese Wellenldnge
ermittelt (€225nm = 20,9cm2/ umol; Rudat, 2000) und der Enzymtest wie unter 2.7.2 fiir

Mellitsdure beschrieben durchgefiihrt.

2.7.4 Test auf Benzenpentacarbonsaure-Decarboxylaseaktivitat (diese
Arbeit)

Benzenpentacarbonsdure wird bei einfacher Decarboxylierung in eines der drei
moglichen Benzentetracarbonsdure-Isomere umgewandelt. Von diesen war jedoch nur
eines, ndmlich die Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsdure (Pyromellitsdure) kommerziell

erhiltlich. Diese beiden BCS zeigen unterschiedliche UV-Spektren (Abb. 2.3a), welche
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im Falle einer Decarboxylierung, wie sie oben beschrieben wurde, eine Abnahme der
Absorption im Bereich von 220-240nm sowie eine leichte Zunahme {iber 210nm

erwarten lassen.
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Abb. 2.3a: UV-Spektren von Benzenpentacarbonsdure und Benzen-1,2,4,5-tetracarbonséure
(Pyromellitsdure) in Kaliumphosphatpuffer [SOmM].
Aufgetragen sind die Extinktionseinheiten (Ordinate) gegen die Wellenldnge (Abszisse).

Fir den Paracoccus-Stamm E.1 (interne Stammbezeichnung) wurde diese
Decarboxylase-Aktivitdt mittels hochauflosender Fliissigchromatographie postuliert
(Lammerich, 1998) und nachgewiesen (Rudat, 2000). Ein Rohextrakt dieses Stammes,
erhalten aus der im Rahmen meiner Diplomarbeit durchgefiihrten Fermentation (Rudat,
2000), wurde daher zu einer verdiinnten Benzenpentacarbonsédurelosung gegeben und

die Anderung des UV-Spektrums spektralphotometrisch verfolgt (Abb. 2.3b):
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Abb. 2.3b: UV-Spektren einer verdiinnten Benzenpentacarbonsdurelosung, zu welcher Rohextrakt des
Decarboxylanten E.1 gegeben wurde (20uL Benzenpentacarbonsdure 0,1 % w/v, 20uL durch
fraktionierte (NH,4),SO4-Féllung angereicherte Decarboxylase aus E.1, 960uL Kalium-
phosphatpuffer).

Die Aufnahme der Spektren (T;-T;) erfolgte alle 10min (T, —Zugabe des Rohextraktes).
Deutlich erkennbar ist die starke Abnahme der Absorption im Bereich von 220 - 240nm.

Die postulierten Abnahmen der Absorption im UV-Bereich sind deutlich sichtbar (vgl.
auch 3.16). Aus der Messung der Abnahme der Absorption um 230nm kann diese
Decarboxylase-Aktivitdt ermittelt werden. Zur Berechnung ist die vorherige

Bestimmung des molaren Absorptionskoeffizienten der Benzenpentacarbonsdure bei
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dieser Wellenlidnge (e330) erforderlich. Dieser konnte gemall dem Lambert-Beerschen
Gesetz durch Messung der Absorption bei 230nm verschieden stark konzentrierter

Losungen dieser BCS bei dieser Wellenldnge ermittelt werden (siche Abb. 2.4).

Extinktionskoeffizient der
Benzenpentacarbonsaure bei 230nm
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Abb. 2.4: Bestimmung des molaren Absorptionskoeffizienten der Benzenpentacarbonsiure (=Penta)
in Kaliumphosphatpuffer (50mM) bei 230nm (— &30). Die Einzelpunkte stellen Mittelwerte
von Dreifachbestimmungen dar.

Die Steigung der Geraden (AE/Ac) in Kaliumphosphatpuffer (SO0mM, pH 7,5) betrug
0,0234 L/umol, der Absorptionskoeffizient der Benzenpentacarbonsdure betrigt daher:

€30 = 234 cm’/umol. Mit Hilfe dieses Absorptionskoeffizienten konnten die

Aktivititen der BCS- Decarboxylasen fiir Benzenpentacarbonsiure ermittelt und mit

denen fiir Mellit- und Pyromellitsdure verglichen werden.

2.8 Hochauflosende Flissigchromatographie (HPLC)
2.8.1 ldentifikation von Zwischenprodukten der BCS-Decarboxylierung

In den vorhergehenden Arbeiten zum Thema Benzenpolycarbonsdure-Decarboxylasen
(Lammerich, 1998; Krause, 2000) wurde das Einleiten des Abbaus von Mellitsdure
durch Decarboxylierung anhand der Identifikation auftretender
Decarboxylierungsprodukte mittels HPLC verfolgt. Die Methodik hierzu wurde von Dr.
K. Henning entwickelt (personliche Mitteilung) und von H.-P. Lammerich (1998)
modifiziert. Hierdurch konnte fiir die in der Arbeitsgruppe Fakoussa isolierten Stimme
Alcaligenes piechaudii (,,X.93) und Paracoccus spec. (,,E.1¢) eine Decarboxylierung
der Mellitsdure zu Benzen-1,2,4-tricarbonsdure nachgewiesen werden, welche bei dem
Stamm E.1 iiber Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsédure (Pyromellitsdure), bei A. piechaudii
wahrscheinlich iiber Benzen-1,2,3,4-tetracarbonsdure verldauft. In beiden Féllen trat bei
der Decarboxylierung der Mellitsdure zur jeweiligen Benzentetracarbonsdure ein
Zwischenprodukt auf, welches in der dieser Dissertation vorangegangenen Diplomarbeit

als Benzenpentacarbonsdure identifiziert wurde.
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2.8.2 Bedingungen der HPLC

Gerite: HPLC von Merck mit DAD L 4500, Interface D 6000,
Pumpe L 6200, Autosampler AS 2000A und D-7000

Software: HPLC-Manager von Merck fiir Windos NT
mobile Phase:  Phosphorsédure 0,05% (w/v)
Wellenldnge:  235nm

Saule: LiChrospher 100 CN (Sdulendimensionen: 125mm, [.D.: 4mm,;
KorngroBe Sum, Fa. Merck, Darmstadt), mit dazu gehoriger
Vorsdule (gleiches Material wie Trennséule)
Fa. Merck, Darmstadt

FluBrate: 1mL/min

Fiir einige Anwendungen wurde das Laufmittel in der Konzentration und damit dem
pH-Wert verdndert sowie zusitzlich die Einstellung unterschiedlicher Konzentrationen
an Methanol erprobt, insbesondere um eine effizientere Trennung der Strukturisomere
Benzen-1,2,3- und -1,2,4-tricarbonséure zu erreichen (vgl. 3.1.2).

Fir die Enzymtests wurden 10uL einer 0,01%igen (w/v) Loésung von
Benzenpentacarbonsdure in Kaliumphosphatpuffer (50mM, pH 7,5) auf die HPLC-
Séule gegeben.

2.9 Anreicherung der Decarboxylasen

Aus den zahlreichen aufgefundenen Decarboxylanten wurden 22 in Schiittelkolben
angezogen (wie unter 2.4 beschrieben). Aus diesen sollte ein Stamm ausgewihlt
werden, fiir den eine Induktion seiner Decarboxylase mittels Anzucht mit und ohne
BCS als einziger C-Quelle sowie anschlieBender Protein-Gelelektrophorese
nachgewiesen werden konnte.

Da die Decarboxylase nur eines unter iiber tausend Proteinen im Rohextrakt des
Decarboxylanten ist, muf3 fiir den gelelektrophoretischen Nachweis eine erhebliche
Anreicherung dieses Proteins erfolgen (auch wenn zunichst anzunehmen war, dafl die
Decarboxylase sehr stark exprimiert wird, da ohne diese die einzige im Medium

vorhandene Kohlenstoff- und Energiequelle fiir den Organismus nicht zugénglich ist).
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2.9.1 Fraktionierte Ammoniumsulfatfallung

Zur Anreicherung der Decarboxylasen aus den Rohextrakten wurde eine fraktionierte
Ammoniumsulfatfillung durchgefiihrt (Green und Hughes, 1955). Dabei fallen die im
Rohextrakt enthaltenen Proteine je nach dem Grad ihrer Hydrophilie (d.h. nach Anzahl
ihrer geladenen bzw. polaren Aminosduren) bei einer unterschiedlich hohen Séttigung
an zugegebenem Salz aus, wobei Ammoniumsulfat [(NH4),SO4] aufgrund seiner sehr
geringen chaotropen, auf die meisten Proteine sogar stabilisierenden Wirkung das
Fallungs-Agens der Wahl ist (Lottspeich u. Zorbas, 1998). Durch diese Fraktionierung
nach Hydrophilie 14Bt sich auch eine Aussage iiber das Ldslichkeitsverhalten der
Decarboxylase machen; dieses kann fiir einen moglichen technischen Einsatz des
Enzyms zur Decarboxylierung partiell hydrophober Huminséuren von entscheidender
Bedeutung sein.

Die Zugabe des Ammoniumsulfates erfolgte in Form einer geséttigten Losung (nach
W.I. Wood, 1976) sehr langsam unter stindigem Riihren auf Eis. Nach Erreichen einer
bestimmten Séttigungsstufe wurde die (durch Proteinausfillung triibe) Losung bei
17.540 x g fiir 30min bei 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde dekantiert und auf seine Decarboxylase-Aktivitit hin untersucht.
Das Sediment wurde in einem geringen Volumen Kaliumphosphatpuffer (50mM, pH
7,5) aufgenommen und ebenfalls beziiglich seiner Aktivitit vermessen. Befand sich die
groBte spezifische Aktivitit im Uberstand, so wurde dieser durch weitere Zugabe von
Ammoniumsulfat auf die nidchste Sattigungsstufe gebracht, bis sich die Hauptaktivitét

letztlich im Sediment befand.

2.9.2 Ultrafiltration (UF)

2.9.2.1  UF zur Abschéatzung des Molekulargewichtes
Als weiterer Anreicherungsschritt sowie zur Abschitzung der Molekulargewichte der in
den Rohextrakten enthaltenen Decarboxylasen wurden die Rohextrakte bzw. die die
gesamte Decarboxylase-Aktivitdt enthaltenden (resuspendierten) Sedimente der
Ammoniumsulfatfallung ultrafiltriert. Dieser Schritt erfolgte mit einer Ultrafiltrations-
(UF-)Einheit der Fa. Amicon, Witten (Modell 8010) sowie Diaflo-Membranen der
PorengroBen 100kDa (YM 100) und 300kDa (XM 300), welche nach Angaben des

Herstellers vorbereitet wurden. Zur Filtration wurde die UF-Einheit mit Argon unter
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lkp/cm® Uberdruck gesetzt. Retentat und Filtrat wurden wie oben beschrieben auf

Decarboxylase-Aktivitét untersucht.

2.9.2.2  UF fur Einengung/Pufferwechsel
Zur Einengung von Proteinextrakten sowie zur Entsalzung wie auch zum Pufferwechsel
wurden die betreffenden Fraktionen durch UF-Rohrchen der Firma Millipore
(AusschluBigroBe 30kDa) zentrifugiert, nachdem sich &hnliche Rohrchen der Firma
Vivascience als ungeeignet erwiesen hatten. Letztere enthielten eine UF-Membran aus
Polyethersulfon, die schnell verstopfte und auBlerdem Decarboxylase-Aktivitét
adsorbierten. Erstere besallen eine Cellulose-Membran, die sich durch Filtration von

0,1M NaOH regenerieren lieB3.

2.10 Klassische Reinigungsmethoden zur Reinigung einer
Mellitsdure-Decarboxylase

Zur Reinigung der Mellitsdure-Decarboxylasen wurden vorab verschiedene
Chromatographie-Materialien im Batch-Ansatz getestet (modifiziert nach Roe, 1995

sowie Preneta, 1995).

2.10.1 lonenaustausch-Chromatographie (IAC)
Zunichst wurden verschiedene Ionentauscherharze auf ihre Eignung zur Anreicherung
der Decarboxylasen mittels IAC iiberpriift. Hierbei sollte neben dem ,klassischen®
Mechanismus der Anbindung an das Harz aufgrund der unterschiedlichen Nettoladung
noch ein weiterer Effekt zum Tragen kommen: Da viele schwache Kationentauscher als
funktionelle Gruppe eine Carboxylgruppe tragen, bestand die Hoffnung, einen
zusitzlichen spezifischen Bindungseffekt iiber die Affinitit des aktiven Zentrums der
Decarboxylasen zu erhalten.
Folgende Materialien kamen zum Einsatz:
Anionentauscher

Schwache Anionentauscher: DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia)
Fractogel DMD 650 (Merck)
Ecteola 23 (Serva)

Starke Anionentauscher: Dowex 2x8
Dowex 1x4
Dowex 1x2
Biorex (Biorad)
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Kationentauscher

Schwache Kationentauscher: CM-Sephadex (Pharmacia)
Amberlite IRC-50 (Supelco)

Starke Kationentauscher: Biorad AG MP-50 (Biorad)

Alle Harze wurden in Mengen von 1-2g in Reagenzglidser gegeben und mehrfach
gewaschen, die Anionentauscher mit Tris/HCl-Puffer (50mM, pH 8,0), die
Kationentauscher mit Kaliumphosphatpuffer (50mM, pH 6,0), bis der pH-Wert im
Reagenzglas dem des zugegebenen Puffers entsprach (bis zu 10 Waschungen nétig).
Nach dem Equilibrieren wurden 500ul der aufgequollenen Materialien in
Mikrozentrifugengefalle (,,Eppis*) tiberfiihrt.

AnschlieBend wurden je 100uL Decarboxylase-Losung (bekannter Protein- und
Aktivitdatskonzentration) zugegeben und durch ,,Schnippen® mit dem Chromatographie-
Material vermischt. Nach 30min wurde kurz anzentrifugiert und die

Proteinkonzentration sowie die Decarboxylase-Aktivitit im Uberstand vermessen.

2.10.2 Weitere Chromatographie-Methoden
Als weitere chromatographische Trennverfahren wurden die Molekularsieb-
chromatographie (Gelpermeationschromatographie, GPC) sowie die Hydrophobe
Interaktions-Chromatographie (HIC) angewendet.
Fiir die GPC kamen die Sephadex-Materialien der GroBBe G50, G100 und G200 zum
Einsatz, die zunédchst in Wasser aufgequollen und dann mit Phosphatpuffer 50mM pH
7,5 aquilibriert wurden. Auch hier wurden zunéchst Bindungsversuche im Batch-Ansatz
in Mikrozentrifugengefdflen durchgefiihrt (vgl. 2.10.1). Mit dem geeignetsten Material
G200 wurden Mini-Sdulen (auf Basis von Pasteurpipetten) gegossen.
Als lipophile Materialien wurden Sephadex lipophilic und Sephadex LH-60 im Batch-
Verfahren erprobt.

2.11 Entwicklung einer Liganden-Affinitatschromatographie

Da die Versuche, eine Mellitsdure-Decarboxylase mit klassischen Chromatographie-
Methoden aufzureinigen, nicht zum gewiinschten Erfolg fiihrten, wurde als Alternative
mit der Entwicklung einer Methode zur Liganden-Affinitidtschromatographie (LAC)

begonnen.
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2.11.1 Auswahl eines geeigneten Liganden
Als Ligand fiir die LAC wurde Mellitsdure ausgewahlt, da auch nach der Kopplung
iiber eine der Carboxylgruppen noch fiinf weitere fiir die Erkennung als Substrat durch
die Decarboxylase zur Verfligung stehen. Dies sollte eine hinreichend effiziente

Bindung des Enzyms an das Sdulenmaterial gewahrleisten.

2.11.2 Auswahl einer geeigneten Matrix
Nach anfinglichen Uberlegungen, die
Mellitsdure als Ester an eine hydroxylierte

OH

Matrix zu koppeln, wurde uns empfohlen, :
—0-CH,=CH-CH.~NH(CH,)~ NH.,

stattdessen eine stabilere Peptidbindung zu

kniipfen (Engelhardt, personliche

D=L o

o . . . . EAH Sepharose
Mitteilung). Als Matrixmaterial bot sich hier
©AmershamPharmacia 2002

die EAH-Sepharose 4B an, welche an einem Abb. 2.5: Die vorderivatisierte Matrix
. ) . EAH-Sepharose™4B.
elf-atomigen Spacer eine Aminogruppe tragt.

2.11.3 Kopplungsbedingungen/Vorversuche zur Kopplung von Ligand
und Matrix

Die Kopplung eines carboxylierten Liganden an eine Aminogruppe erfordert dessen
vorherige Aktivierung mit Hilfe eines Carbodiimids der allgemeinen Struktur

R-N=C=N-R’. Hiufig verwendete Carbodiimide sind in Abb. 2.6 gezeigt.

HEE"‘E"“’R"'”\'—EE‘-‘N .
|: ] CH;
o

—. O ~—  CH,
H:.r:—(\"—\;—%:—l:l' N=C=N
ik HyG—
i : 3
N-Cyclohexyl-N"(2-morpholino- N-(3-Dimethylaminopropyl)-
ethyl)-carbodiimide-methyl-p- N'_cthylcarbodiimide (EDC)
toluenesulfonate (CMC)

Abb. 2.6: Haufig zur Kniipfung von Peptidbindungen verwendete Carbodiimide

Um das Matrixmaterial besser kennen zu lernen sowie die Kopplungsbedingungen
abschétzen zu konnen, wurde zunéchst die Kopplung mehrerer carboxylierter Farbstoffe

(vgl. Abb. 2.7) an das Matrixmaterial versucht (Fakoussa, personliche Mitteilung).
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Rose bengale (fee acidr

Bengalrosa Dithiobisnitro- Methylrot Fluorescein Alizaringelb
benzoesdure

Abb. 2.7: Carboxylierte Farbstoffe, mit deren Hilfe das Resultat einer Anderung der
Kopplungsbedingungen ,,mit bloBem Auge* verfolgt werden und somit deren Optimierung
erheblich vereinfacht werden konnte.

Es wurden unterschiedliche Konzentrationen an Ligand und Carbodiimid eingesetzt und
die Kopplung bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. AuBlerdem wurde die
Kopplungsdauer variiert (siche Ergebnisteil).

Die anschlieBende Waschung der Matrix erfolgte abwechselnd mit je 5x 100mM Essig-
sdure/Acetat pH 4,0 incl. 0,5mM NaCl und 100mM Tris/HCI pH 8,5 incl. 0,5mM NaCl.

Die Waschpufferreste wurden durch dreimaliges Waschen mit Reinstwasser entfernt.

2.12  Untersuchung des Erfolges der Kopplung von Mellitsdure

2.12.1 Infrarotspektroskopische Untersuchungen

Zur Uberpriifung der Kopplung von Mellitsiure an die Sepharose-Matrix wurden IR-
Spektren von derivatisierter und nicht derivatisierter EAH Sepharose 4B aufgenommen.
Da diese vor der Kopplung weder Carboxylgruppen noch C-C-Doppelbindungen
enthélt, sollte durch Auftreten der zugehorigen charakteristischen Banden eine
Identifikation der gebundenen Mellitsdure moglich sein.

Hierzu wurde die Sepharose jeweils vor und nach der Kopplung mit Mellitsdure mittels
Gefriertrocknung von Wasser befreit und ein KBr-Preling hergestellt (Details siche
2.1.3).

2.12.2 UV-spektroskopische Untersuchungen

Wie schon unter 2.7.2 erwiéhnt, besitzt Mellitsdure ein charakteristisches UV-Spektrum
(vgl. Abb. 2.1a). Nach erfolgreicher Kopplung nahm die nun derivatisierte Matrix eben
dieses UV-Spektrum an. Uber den molaren Extinktionskoeffizienten der Mellitsiure bei
235nm (g35 = 21,4 cm*/umol) konnte die Konzentration des gekoppelten Liganden in
der Matrix und damit der Kopplungserfolg quantifiziert werden.

Hierzu wurde die derivatisierte Matrix 1:100 in Reinstwasser aufgeriihrt und im
Zweistrahlphotometer gegen unbehandelte bzw. ohne Carbodiimid derivatisierte Matrix

(Negativkontrolle) vermessen.
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2.13 Praparation einer geeigneten Decarboxylase fur die LAC

2.13.1 Auswahl des Decarboxylanten
Fir die Reinigung einer Mellitsdure-Decarboxylase wurde der aus einer mit
Pyromellitsdure angereicherten Erdprobe isolierte Stamm LFG19a ausgesucht. Bei
diesem mittlerweile durch die DSMZ als Sinorhizobium morelense bestimmten Stamm
(welcher allerdings in Ensifer adhaerens umbenannt werden muf3; Young, 2003 sowie
Triiper, personliche Mitteilung, 2006) handelt es sich um lebhaft bewegliche, z.T.
paarig vorliegende strikt aerobe kleine Stdbchen. LFG19a zeichnet sich durch ein
breites Verwertungsspektrum polycarboxylierter Aromaten aus. Entscheidend fiir die
Auswahl dieses Stammes war sein hervorragendes Wachstum mit Pyromellitsdure (bis
OD > 4 im Schiittelkolben) sowie die sehr hohe Grundaktivitit der Decarboxylase (bis
10mU/mg Mellitsdure-Decarboxylase-Aktivitdt im Rohextrakt). Auflerdem lie sich die
Decarboxylase-Aktivitdt durch fraktioniertes Aussalzen mit Ammoniumsulfat um einen

Faktor von 5 und mehr anreichern.

2.13.2 Anzucht mit verschiedenen C-Quellen und Induktionsversuche
Der Stamm LFG19a wurde in LFR-Medium in Schiittelkolben sowie im Kleinfermenter
angezogen (vgl. 2.3). Hierbei wurden verschiedene mehrfach carboxylierte und z.T.
hydroxylierte Verbindungen bei der Anzucht als C-Quelle verwendet (Abb. 2.8).

GO g HOO £O0H HOOC- COOH
e -8, COOH 00 DOH
i o™ oo /@i @ HOOC COOH
¥ 00 COOH HOOC’ CO0H HOOC 00 e o0 =
00H

O0H

Protocate-  5-Hydroxy- Benzen-1,2,4- Pyromellit- Benzenpenta- Mellitsdure
chusdure  isophtalsdure tricarbonsiure sdure carbonsdure

Abb. 2.8: Bei der Anzucht des Stammes LFG19a (S.morelense/E.adhaerens) verwendete C-Quellen.

Um eine Induzierbarkeit der Mellitsdure-Decarboxylase nachzuweisen, erfolgte
zundchst eine Anzucht mit Glucose (Vorkultur); anschlieBend wurde in sieben
Hauptkulturen mit jeweils einer der oben angegebenen C-Quellen iiberimpft.

AuBerdem wurde ein diauxisches Wachstum mit Glucose und Pyromellitsdure im

Kleinfermenter durchgefiihrt (vgl. 2.4.2).

2.13.3 Praparation des Enzyms fir die LAC
Zur Vorbereitung auf die LAC wurde der Rohextrakt nach Ultrazentrifugation
ausgesalzt (1,8-2,2M (NH4),SO4). Die so angereicherte Proteinfraktion wurde mittels
Ultrafiltration entsalzt (vgl. 2.9.2).
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2.13.4 Bestimmung geeigneter Bindungsparameter

Zunichst wurden das pH- und Ionenstirke-Optimum der Mellitsdure-Decarboxylase aus
dem Stamm LFG19a bestimmt. Hierzu wurde der unter 2.7.2 beschriebene Enzymtest
bei pH-Werten von 5,0 bis 8,5 sowie bei lonenstirken von 500uM bis 500mM in
Kaliumphosphat-Puffer =~ durchgefithrt. Dabei wurde der pH-Wert durch
Zusammengeben von  Reinstwasserlosungen  geeigneter Konzentration  von
Dikaliumhydrogen- und Kaliumdihydrogenphosphat hergestellt (d.h. keine Einstellung
des pH-Wertes durch Séure bzw. Lauge, dadurch Vermeidung der Anwesenheit
unerwiinschter Na'-/CI"-Ionen).

Beim so bestimmten Aktivitdtsoptimum (pH 6,5/50mM) adsorbierte das Enzym gut an

die Affinitdtsmatrix.

2.13.5 Bestimmung geeigneter Elutionsbedingungen

Die Decarboxylase lieB sich nach Bindung an die Sdule durch pH- wie auch
Ionenstérkegradienten vollstdndig von der Saule ablosen: Eine Bindung erfolgte bis
75mM Phosphatpuffer, pH 6,7. Die Elution bei Erhhung eines der beiden Parameter
filhrt jedoch auch zur Elution unspezifisch gebundenen Proteins, so daBl hier nur
Reinigungsfaktoren bis knapp 20 erzielt wurden. Eine spezifischere Elution lief sich
durch Zugabe von Mellitsdure zum Elutionspuffer bewirken. Dieser Effekt wurde
wiederum verstérkt, indem gleichzeitig pH und Ionenstdrke wieder erniedrigt wurden,
so dal3 unspezifisch adsorbiertes Protein noch fester an die Séule gebunden wurde.
Somit ergaben sich folgende Bindungs- und Elutionsbedingungen:

v Auftrag auf die Saule in 50mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5

v" Waschung mit 10 Sdulenvolumina Phosphatpuffer 7SmM/pH 6,7

v" Spezifische Elution mit Phosphatpuffer 50mM/pH 6,0 incl. 300uM Mellitsdure

2.14  Durchfihrung der Protein-Gelelektrophorese

2.14.1 Praparation des Polyacrylamidgels (nach Laemmli, 1970)

Trenngelpuffer: 1,5M Tris/HCI, 0,3% SDS, pH 8.8
Sammelgelpuffer: 0,5M Tris/HCI, 0,4% SDS, pH 6,8
5x Elektrophoresepufter: 15 g Tris, 72g Glycin, 5g SDS ad 1L (Reinstwasser)
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Losung Trenngel, 10% Sammelgel, 4,5%
Acrylamid-Lsg.* 4 mL 0,75 mL
Reinstwassser 5SmL 3 mL
Trenngelpuffer 3 mL -
Sammelgelpuffer - 1,25 mL
APS 10%** 100 uLL 100 uL
TEMED*** 5uL 5uL

Tab. 2.1: Zusammensetzung der im Rahmen dieser Arbeit gegossenen Polyacrylamidgele
*Acrylamidstock: 37,5% Acrylamid : 1%Bisacrylamid (BIO-RAD)
** Ammoniumpersulfatlsg. 10 % (w/v)
*#*N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin

2.14.2 Durchftihrung der SDS-PAGE

Die Proteinproben wurden nach Verdiinnung auf ca. Ilmg/mL mit Probenpuffer
versetzt (Rotiload 2 (ROTH), nicht-reduzierend, 4x konz. 10% SDS, 20% Glycerin,
0,02% Bromphenolblau in 125mM Tris/HCL, pH 6,8) und 5min gekocht (alternativ:
Rotiload 1 mit Mercaptoethanol). AnschlieBend erfolgte die Beladung der Geltaschen
mit ca. 20pug Protein (d.h. ca. 10-30pL Protein/Puffer-Losung).

Zur GroBenabschitzung wurde ein Molekulargewichtsmarker (prestained protein
ladder 10-180kD, Fa. Fermentas) mit auf das Gel aufgetragen.

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde mit einer Mini-Protean-II-
Gelkammer (Fa. Bio-Rad) durchgefiihrt. Als Stromquelle diente das Power Supply
1000/500 der gleichen Firma. Es wurde nun fiir ca. 15min eine Spannung von 60V
angelegt bis die Proben das Trenngel erreicht hatten; anschlieBend wurde die Spannung
auf 100V erhoht und das Gel so lange laufen gelassen, bis die Bromphenolblau-Bande

aus dem Gel hinaus lief (ca. 1h).

2.14.3
Fir die native PAGE wurden Trenngel-, Elektrophorese- und Probenpuffer ohne SDS

Native Proteingelelektrophorese

angesetzt. Ein Sammelgel wurde nicht gegossen, und die Proben wurden vor dem

Auftrag nicht gekocht. Die Elektrophorese erfolgte fiir 3h bei 100V auf Eis.

2.14.4

Nach dem Lauf wurden die Gele 2h in einer Losung des Proteinfarbstoffes Coomassie

Brillant Blue geschiittelt (20% MeOH, 10% Essigséure, 0,25% Farbstoff). AnschlieSend

Coomassie-Farbung und Trocknung der Gele

wurde unspezifisch gebundenes Coomassie Blue ausgewaschen (mehrfaches Schiitteln
in der gleichen Losung ohne Farbstoff), bis sich definierte Proteinbanden erkennen

lieBen.
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AnschlieBend wurden die gefarbten Gele in einem Vakuum-Trockner (Aldo Xer
Geltrockner, Fa. Schiitt, Gottingen) bei 50°C fiir 45min auf Whatman-Papier
getrocknet.

2.14.5 Silberfarbung

Zum Nachweis von Verunreinigungen nach der Liganden-Affinitidtschromatographie
wurden einige Gele alternativ mit Silber gefarbt (Sensitivitdt: ca. 100 Picogramm
Protein pro Bande gegeniiber 100 Nanogramm bei der Coomassie-Fiarbung). Z.T.
wurden bereits mit Coomassie gefarbte Gele mit Silber nachgefarbt.
Losungen fiir die Silberfarbungen (alle in Reinstwasser):

(1) 10% Essigsaure, 20% Methanol

(2) 30% Ethanol, 0,5% Glutaraldehyd, 0,2% NaS,03, 0,5M Natriumacetat

(3) 0,1% AgNOs3, 0,01% Formaldehyd

(4) 2,5%Na,COs, 0,01% Formaldehyd

(5) 0,05M EDTA (alternativ: Losung 1)

Farbungsprotokoll (nach Heukeshoven und Dernick, 1988)

v' mind. 1h Fixieren in Lsg. (1) (entfdllt bei vorheriger Coomassie-
Féarbung)

mind. 30 min Reduktion mit Lsg. (2)
3x 5-10 min Waschen mit Reinstwasser
15 min Farben mit Lsg. (3)

Gel kurz (20 s) wissern mit Reinstwasser

AN N NN

3-15 min Entwickeln mit Lsg. (4)
v’ Farbung abstoppen mit Lsg. (5) oder Lsg. (1)

Fixierung, Reduktion und Waschung erfolgten unter Schiitteln in einer Plastikwanne.

2.15 Entwicklung einer Aktivitatsfarbung

2.15.1 Nachweis des abgespaltenen CO, durch Ausfallung als CaCO3
Es wurde versucht, eine Aktivititsfarbung zu entwickeln, bei der die Decarboxylase
nach der nativen Gelelektrophorese spezifisch nachgewiesen werden kann. Hierbei
wurde zunédchst in Angriff genommen, das nach Zugabe von Substrat (Mellitsdure) frei
werdende CO, bzw. HCOj5™ als CaCO;3; nachzuweisen. Hierbei hitte es in Anwesenheit

von Ca*"-Ionen zu einer lokalen Ausfillung als weifie Bande kommen sollen (nach

Nimmo und Nimmo, 1982).
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Leider stellte sich heraus, daBl Mellitsdure bereits in niedrigen Konzentrationen
(<100uM) mit Ca®" ausfillt, vermutlich als Calcium-Mellitat Cas[Cs(COO)s].
AuBerdem fiihrte die Zugabe von Ca”" zu einer Hemmung der Decarboxylase-Aktivitit
(ImM Ca’" senkte die Decarboxylase-Aktivitit auf 20%). Daher wurde dieser Ansatz

nicht weiter verfolgt.

2.15.2 Nachweis der Anderung des pH-Wertes nach Decarboxlierung
Die zweifache Decarboxylierung von Mellitsdure zu Pyromellitsdure im neutralen pH-

Bereich fiihrt zu einer Alkalisierung des umgebenden Mediums (vgl. Abb. 2.9).
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Abb. 2.9: Decarboxylierung von Mellitsdure zu Pyromellitsdure und daraus
resultierende Alkalisierung des umgebenden Mediums.

Diese wurde mit Hilfe des pH-Indikators m-Nitrophenol nachgewiesen, welcher im
Basischen von farblos nach gelb umschligt. Um die pH-Anderung noch zu forcieren,
wurde auf die Pufferung der Reaktion verzichtet bzw. die Pufferung ausschlieBlich
durch das Substrat (10mM Mellitsdure) bewirkt.

Erleichtert wurde der Nachweis durch die Tatsache, dal3 die H
entstehende Pyromellitsdure im Gegensatz zu Mellitsdure bei pH-

Werten iiber 6,0 nicht mehr puffert, d.h. die lokale Alkalisierung

wird noch verstirkt durch eine lokale Schwichung des NOZ2

Puffersystems (vgl. Titrationskurven unter 3.1.1). m-Nitrophenol

Reagenzien fur die Aktivitatsfarbung:
Lsg.I: 600 mL Phosphatpuffer reinst S0mM pH 6,5 incl. 0,3% m-Nitrophenol

Lsg.II: 600 mL 0,3% m-Nitrophenol in Reinstwasser
Lsg.III: 60 mL Mellitsdure 10mM pH 6,5 incl. 0,3% m-Nitrophenol
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Durchfihrung der Aktivitatsfarbung:
v Gele nach der PAGE 3 x 5min mit 100mL Lsg.I waschen (fiir Einstellung des

pH-Wertes und Entfernen des Tris-Puffers aus dem Gel).

v AnschlieBend 3 x 5min mit 100mL Lsg.Il waschen (Entfernung des Phosphat-

puffers)

v 30mL Losung III zugeben und 30min Schiitteln; anschlieBend fast vollstdndiges

Abgieflen der Losung und nicht mehr Schiitteln.

v’ Firbung abwarten (2-3h). AnschlieBend Gel trocknen.

Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien besaen den Reinheitsgrad ,,p.a.“ oder hoher. Die fiir die

Durchfiihrung dieser Arbeit wichtigsten Substanzen wurden von folgenden Firmen bezogen:

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

. Aldrich:

. Interchim:

. Merck:

. BioRad:

. Fluka:

. Gibco:

Benzenhexacarbonsiure (Mellitsdure), Benzen-1,2,3-tricarbonséure
Benzenpentacarbonsdure

Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsiure (Pyromellitsdure),
Benzen-1,2,4-tricarbonsdure

Benzen-1,2- und -1,3-dicarbonsaure

Benzoesaure

Methanol reinst (LiChroSolv®)

KBr reinst (UvaSol®)

Acrylamid-Stammldsung

APS (Ammoniumpersulfat)

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)
SDS (Natriumdodecylsulfat)

Fertiglosung zur Proteinbestimmung

Benzen-1,3,5-tricarbonsiure, Benzen-1,4-dicarbonsiure
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide (EDC)

Select-Agar

. AmershamPharmacia/General Electrics: EAH Sepharose”® 4B
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3 Ergebnisse

3.1

3.1.1

Chemische Untersuchungen der Benzencarbonsauren (BCS)

Um die mikrobiologische Umsetzung der Benzencarbonsiuren genauer zu verstehen,
wurden vor und parallel zu den biochemisch-mikrobiologischen Experimenten
verschiedene Versuche durchgefiihrt, um die chemischen FEigenschaften dieser
Substanzen besser kennen zu lernen, welche ja zuvor kaum Gegenstand biologischer
Forschung waren und die auch chemisch relativ wenig untersucht sind. Die Resultate
dieser Versuche wurden durch Literaturstudien erginzt und wo moglich mit diesen

verglichen.

Titrationskurven, Aciditat und Wasserloslichkeit

Die Aktivierung der Carboxylgruppen durch Carbodiimide fiir die Synthese der
Ligandenaffinitidtschromatographie-Matrix bedingt deren vorherige Deprotonierung
sowie nach Angaben des Herstellers der aktivierten Matrix (Pharmacia) einen sauren
pH-Wert (vgl. auch 2.11). Es wurden daher Titrationskurven der BCS aufgenommen,
um das Verhiltnis von protonierten zu deprotonierten Carboxylgruppen bei

verschiedenen pH-Werten abschitzen zu konnen.

3.1.1.1  Benzenhexacarbonsaure (Mellitsaure)

Titration von 60 mL Mellitsre [10mM] mit NaOH [60mM]
11 —
10+ @O\ on //
9+ E [ ] 7/
§ 8o e e ™o —/
g. Z : O:;c/cﬁ /C\D/OH /
:IC:J_ 5+ | z I /
pll OH \OHD /
3 /
/
2 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zugabe NaOH [mL]

Abb. 3.1a: Titrationskurve von Mellitsdure

Auf Grund seiner sechs Carboxylgruppen ist Benzenhexacarbonsdure hoch polar und
entsprechend hervorragend wasserloslich bis ca. 20% w/v (= 600mM; eigene
Ergebnisse). Der pH-Wert édndert sich bei Zugabe einer 60mM konzentrierten NaOH
nur allméhlich und ohne Spriinge; es lassen sich keine klaren Wendepunkte der
Titrationskurve erkennen, es ergibt sich hier cher eine Titrationsgerade (Abb. 3.1a).

Lediglich um pH 4,5 148t sich eine kleine Biegung erahnen.
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3.1.1.2  Benzenpentacarbonsaure

Titration von 40 mL Benzenpentacarbonsaure
[20mM] mit NaOH [50mM]

11
10 1 /

pH-Wert

N WHOOTO N
2
Dﬁo
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0 10 20 30 40
Zugabe NaOH [mL]

Abb. 3.1b: Titrationskurve von Benzenpentacarbonsdure

Fir die Benzenpentacarbonsdure ergibt sich ein &dhnliches Bild wie fiir die
Benzenhexacarbonsdure: Es liegt ebenfalls {iiber einen weiten Bereich eine
Titrationsgerade vor. Benzenpenta- und -hexacarbonséure sind die einzigen BCS, die in
hohen Konzentrationen ohne vorherige Deprotonierung durch z.B. NaOH wasserloslich

sind (vgl. auch 2.2).

3.1.1.3  Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsaure (Pyromellitsaure)

Titration von 40 mL Pyromellitsdure [10mM] mit NaOH [40mM]

11

10 ~ 0 OH /
97 l:l e &
%‘ 8 ’HO/ \?4 \E:/ ~\0 /
;I g : o§c/c\\c/c\c/m /
T | I
o 54 OH ]
4 4
3 //
2 T T T T
0 10 20 30 40

Zugabe NaOH [mL]

Abb. 3.1c: Titrationskurve von Pyromellitsdure

Die Pyromellitsdure ist deutlich schlechter wasserloslich als die beiden hoher
carboxylierten BCS. Laut Vertrieb (Merck) betragt die Loslichkeit 15g/L (=60mM, d.h.
zehnmal weniger als Mellitsdure). Auch die Pyromellitsdure besitzt hervorragende
Puffereigenschaften iiber einen weiten Bereich (pH 2-6; Mellitsdure von 2-7).
Entsprechend ergibt sich auch hier ein gleichméfiger Anstieg des pH-Wertes (Abb.
3.1¢).
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3.1.1.4  Benzen-1,2,3-tricarbonsaure (Hemimellitsaure)

Titration von 40 mL Benzen-1,2,3-tricarbonséure [10mM]
mit NaOH [30mM]

10 1o
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Abb. 3.1d: Titrationskurve von Benzen-1,2,3-tricarbonsiure

Bei dieser Benzencarbonsdure zeigt sich ein nicht ganz so ,glatter Verlauf der
Titrationskurve (Abb. 3.1d). Der dritte pKs-Wert der Benzen-1,2,3-tricarbonsiure
zwischen 5,5 und 6,0 14Bt sich aus der Kurve durchaus ableiten. Die ersten beiden pKs-
Werte um 3,0 bzw. 4,0 lassen sich ebenfalls erahnen, allerdings nur bei Vergroflerung

der entsprechenden Kurvenabschnitte.

3.1.15 Benzen-1,2,4-tricarbonsaure (Trimellitsaure)

Titration von 40mL Benzen-1,2,4-tricarbonsaure
[20mM] mit NaOH [30mM]

pH-Wert
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Abb. 3.1e: Titrationskurve von Benzen-1,2,4-tricarbonsiure

Hier liegt wiederum eine ,,Titrationsgerade iiber einen Bereich von 2,5 bis 6,0 vor
(Abb. 3.1e). Auffillig ist die gegeniiber den beiden anderen Benzentricarbonsduren
deutlich stirkere Aciditit der ersten Carboxylgruppe: Bei gleicher Konzentration
(10mM) féllt hier der pH-Wert auf 2,36 (gegeniiber 2,68 bei Benzen-1,2,3-
tricarbonsiure bzw. 2,77 bei Benzen-1,3,5-tricarbonséure).

Die vom Hersteller angegebene gute Wasserloslichkeit (83g/L, d.h. fast 400mM) konnte
in dieser Arbeit nicht bestdtigt werden: Mehr als 1%ig (=50mM) liel3 sich diese BCS
ohne Zugabe von NaOH nicht l9sen.
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3.1.1.6  Benzen-1,3,5-tricarbonsaure (Trimesinsaure)

Titration von 50 mL Benzen-1,3,5-
tricarbonsaure [10mM] mit NaOH [30mM]

0 10 20 30 40 50 60
Zugabe NaOH [mL]

Abb. 3.1f: Titrationskurve von Benzen-1,3,5-tricarbonsdure
Bei dieser BCS lassen sich zwar Unregelmdfigkeiten im Anstieg des pH-Wertes
ausmachen (Abb. 3.1f); im Gegensatz zur Benzen-1,2,3-tricarbonsiure 148t sich jedoch
keiner der drei pKs-Werte sicher graphisch bestimmen. Die Wasserloslichkeit liegt mit

15g/L im Bereich der Pyromellitsdure.

3.1.1.7  Benzen-1,2-dicarbonsaure (Phtalsaure)

Titrationskurve von 40 mL Phtalsédure [5SmM] mit NaOH [10mM]

pH-Wert

0 10 20 30 40
Zugabe NaOH [mL]

Abb. 3.1g: Titrationskurve von Phtalsdure
Hier zeigt sich eine typische Titrationskurve einer zweiprotonigen schwachen Sdure
(Abb. 3.1g): Der erste pKs-Wert 148t sich - wenn auch schwach - um 3 ausmachen, den
zweiten kann man deutlich bei etwas iliber 5 bestimmen. Als einziges Isomer der
Benzendicarbonsdure ist die ortho-Phtalsdure einigermaBlen gut wasserldslich (5,7g/L
~35mM).
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3.1.1.8 Benzen-1,3-dicarbonsdure (Isophtalsaure)

ERGEBNISSE

pH-Wert

Titration von 50 mL Isophtalsaure [0,5mM] mit NaOH [1mM]
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Zugabe NaOH [mL]

60

Abb. 3.1h: Titrationskurve von Isophtalsiure

Dieses Isomer der Phtalsdure zeigt ein vollig anderes Verhalten bei der Titration: Hier

ergibt sich ein fast vollig regelméBiger Anstieg des pH-Wertes ohne klar erkennbare
Wendepunkte (Abb. 3.1h). Aufgrund der deutlich schlechteren Wasserloslichkeit

gegeniiber der ortho-Phtalsdure (0,12g/L ~0,72mM gegeniiber 5,7g/L ~35mM) erfolgte

die Aufnahme der Titration einer 0,5mM konzentrierten meta-Phtalsdure, so dal3 die

Aciditdten der Sduren anhand der Titrationskurven nicht verglichen werden konnen.

3.1.19 Benzen-1,4-dicarbonsdure (Terephtalsaure)

Aufgrund der

extrem schlechten Wasserloslichkeit von

Benzen-1,4-dicarbonsdure (15mg/L; Fa. Merck, 2005) konnte

von dieser BCS keine Titrationskurve aufgenommen werden.

Abb. 3.1i: Terephtalsaure

3.1.1.10 Benzenmonocarbonsaure (Benzoesaure)

pH-Wert
N WO N OO

=

Titrationskurve von 40mL Benzoeséaure [10mM] mit NaOH [10mM]
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Abb. 3.1j: Titrationskurve von Benzoeséure

Benzoesdure zeigt das charakteristische Verhalten einer schwachen Sdure bei der

Tiitration (Abb. 3.1j). Der pKs-Wert kann graphisch recht gut auf knapp iiber 4

bestimmt werden. Trotz der nur schwachen Aciditit und der zu erwartenden

Hydrophobizitit ist die Benzoesdure relativ gut wasserloslich (3,4g/L = 30mM).
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3.1.2 Trennung von BCS-Strukturisomeren durch Modifikationen des
Laufmittels
Die Analyse der Decarboxylierungsschritte bzw. der Nachweis der
Intermedidrmetabolite geschah mittels hochauflosender Fliissigchromatographie
(HPLC, vgl. 2.8). Die Identifikation der BCS nach Passieren der Chromatographie-
Sdule erfolgte anhand der Retentionszeiten. Da diese jedoch nach einem Wechsel der
Sdule mitunter erheblich von den vorherigen abwichen (vgl. Tab. 3.1) und teilweise
dicht beieinander lagen, wurde zusdtzlich eine Diodenarray-Detektion (DAD)
vorgenommen.
Insbesondere bei der Trennung der Strukturisomere Benzen-1,2,3- und -1,2,4-
tricarbonsdure sowie Terephtalsiure und Benzen-1,3,5-tricarbonsdure traten
Schwierigkeiten auf. Wéihrend letztere sich anhand ihrer DAD-Spektren gut
unterscheiden lieBen, waren die ersten beiden nur schwer zu differenzieren. Ein

Gemisch beider Substanzen eluierte als ein ,,Misch-Peak* (Abb. 3.2a-c).
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Intensity (AD)

2,00 min
4,00 min :
6,00 nin
3,00 min Fatention Time (min)

Abb. 3.2a: DAD-Spektrum u. Retentionspeak von Benzen-1,2,3-tricarbonsiure, Laufmittel 0,1% H;PO,

Chrom Type: Fixed WL 235 mm
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Abb. 3.2b: DAD-Spektrum u. Retentionspeak von Benzen-1,2,4-tricarbonséure, Laufmittel 0,1% H;PO,

Chrom Type: Fixed WL 235 nm
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Abb. 3.2c: DAD-Spektrum und Retentions-,,Mischpeak* eines Gemisches von Benzen-1,2,3- und -1,2,4-
tricarbonsdure, Laufmittel 0,1% H;PO,, pH 2,0.

Durch Modifikationen des Losungsmittel beziiglich Polaritdt (Zugabe verschiedener

Mengen Methanol) sowie Konzentration (und dadurch auch pH-Wert) wurde versucht,



60 ERGEBNISSE

eine deutlichere Trennung dieser Substanzen zu erreichen. Erfolgreich war eine
Senkung der Phosphorsdure-Konzentration von urspriinglich 0,1% auf 0,05% und damit

eine Erhohung des pH-Wertes von 2,0 auf 2,3:

1,500
1,000
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0,000

0,00 min R e
2,00 min B
3,00 min

4,00 min

Abb. 3.3a: DAD-Spektrum eines Gemisches von Benzen-1,2,3- und -1,2,4-tricarbonséure,
Laufmittel 0,085% H;PO,, pH 2,1.

0,360
0,240

0,120

oo !

0,000

Abb. 3.3b: DAD-Spektrum eines Gemisches von Benzen-1,2,3- und -1,2,4-tricarbonséure,
Laufmittel 0,07% H3;PO,, pH 2,2.

1,500
1,000 —*
0,500
0,000

f
0,00 min i 1
2,00 min
3,00 min

4,00 min

Abb. 3.3c: DAD-Spektrum eines Gemisches von Benzen-1,2,3- und -1,2,4-tricarbonséure,
Laufmittel 0,05% H3PO,, pH 2,3.
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Eine weitere Senkung der Konzentration bis zu 0,01% (pH 2,9) sowie eine leichte
Senkung der Polaritit des Laufmittels durch Beimischung unterschiedlicher
Konzentrationen von Methanol fiihrten zu einer noch schirferen Trennung der beiden
Benzentricarbonsdure-Isomere. Da unter diesen Bedingungen jedoch Mellitsiure,
Benzenpentacarbonsdure und Pyromellitsdure beinahe gleichzeitig eluierten, erwies sich
eine Modifikation des Laufmittels auf 0,05% H3POg als am sinnvollsten.

Sédmtliche im weiteren Verlauf dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen mit der HPLC

wurden mit diesem Laufmittel durchgefiihrt.

3.1.3 HPLC-Retentionszeiten und DAD-Spektren

Tabelle 3.1 zeigt die Retentionszeiten der Benzencarbonsiuren vor und nach Anderung
der Laufmittelbedingungen sowie nach Einsetzen einer neuen Séule. Wéhrend die
Mellitsdure anschlielend frither eluierte, verblieben die anderen BCS z.T. erheblich
langer auf der Sidule. AuBlerdem gab es einen Vertauschung: Benzen-1,3,5-

tricarbonsdure eluierte nun erst nach der (ortho-)Phtalséure.

Benzencarbonsaure RT 2003 (Rudat)* RT 1998
[min £ 0,05] (Lammerich)?
Benzenhexacarbonsdure (Mellitsdure) 1,05 1,21
Benzenpentacarbonséure 1,24 (nicht bestimmt)
Benzen-1,2,4,5-tetracarbonséure (Pyromellitséure) 1,56 1,49
Benzen-1,2 4-tricarbonsdure (Trimellitsdure) 2,49 1,91
Benzen-1,2,3-tricarbonsidure (Hemimellitsdure) 2,64 2,05
Benzen-1,3,5-tricarbonsaure (Trimesinsaure) 4,36 2,55
Benzen-1,2-dicarbonsédure (Phtalsdure) 3,76 2,68
Benzen-1,4-dicarbonséure (Terephtalsiure) 4,59 2,72
Benzen-1,3-dicarbonséure (Isophtalséure) 5,56 3,25
Benzenmonocarbonsiure (Benzoesiure) 7,37 4,24

Tab. 3.1: Retentionszeiten (RT) der Benzencarbonséduren
(LiChrospher 100 CN-Séule, , FluBrate 1mL/min)
! Laufmittel 0,05% H3PO,, * Laufmittel 0,1% H;PO,

Die Trennbarkeit der BCS konnte durch die Modifikation des Laufmittels deutlich
verbessert werden; Mellitsdure und ihre drei Decarboxylierungsprodukte
Benzenpentacarbonsdure, Pyromellitsdure (sowie TetraX) und Benzen-1,2,4-
tricarbonséure, die zuvor innerhalb von nur 42 Sekunden und daher fast {iberschneidend
von der Sidule eluierten, verteilten sich nun iiber einen Zeitraum von fast anderthalb
Minuten. Die {iberdies genutzte Identifikationsmoglichkeit iiber das DAD-Spektrum
vereinfachte die Unterscheidbarkeit der BCS zusétzlich.
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Die folgenden Abbildungen (3.4a bis 3.41) zeigen die DAD-Spektren der BCS bei

Verwendung von 0,05%iger H3PO, als Laufmittel. Es wurden jeweils 10pL einer

0,01%igen BCS (gelost in Reinstwasser) auf die Séule aufgetragen.
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Abb. 3.4a: Benzen-
hexacarbonséure
(Mellitsdure)

Abb. 3.4b:
Benzenpenta-
carbonsdure

Abb. 3.4c: Benzen-
1,2,4,5-tetracarbonsre
(Pyromellitsiure)

Abb. 3.4d: Benzen-
1,2,4-tricarbonsdure
(Trimellitséure)

Abb. 3.4e: Benzen-
1,2,3-tricarbonsdure
(Hemimellitsdure)
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Abb. 3.4k:
DAD-Spektrum
einer Mischung

aller unter 3.4 auf-
gefithrten Benzen-
carbonsduren
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Abb. 3.4: DAD-Spektren der BCS. Die Retentionszeiten lagen z.T. recht nahe beieinander und variierten
zudem leicht nach jedem Wechsel der Vorsdule. Daher wurde bei den meisten HPLC-
Experimenten das DAD-Spektrum zur sicheren Identifikation der BCS herangezogen.

Insgesamt kann festgehalten werden, dal die Trennung und Identifikation der
Benzencarbonsduren mittels HPLC nun problemlos erfolgen kann und auch Gemische

dieser Substanzen sich eindeutig differenzieren lassen.

3.1.4 Infrarotspekroskopische Untersuchungen der BCS

Die Infrarotspektroskopie erlaubt die Identifikation eines bestimmten Molekiils anhand
seiner funktionellen Gruppen. Bei der infrarotspektroskopischen Untersuchung der
Benzencarbonsduren zeigte die Mellitsdure aufgrund ihrer Symmetrie das

iibersichtlichste Spektrum (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Infrarotspektrum eines Mellitsdure-KBr-Prefllings. Folgende Banden konnten zugeordnet
werden: 1 breite (O-H)-Schwingung der Carboxylgruppen (2400-3400cm™)
2 (C=0)-Schwingung der Carboxylgruppen (1680-1700cm™)
3 Aromatische (C=C)-Schwingung (1475cm™)
4 (C-O)-Schwingung der Carboxylgruppen (um 1300cm™)

Die groften Unterschiede hierzu finden sich bei der (unsymmetrischen) Benzoesiure
(Abb. 3.6): Neben den deutlichen qualitativen und quantitativen Verdnderungen der
oben gezeigten Banden fillt insbesondere die Doppelbande im Fingerprint-Bereich um
700cm™ auf. Hierbei handelt es sich um die Aryl-(C-H)-Schwingung, die bei
monosubstituierten Aromaten (fiinf benachbarte Wasserstoff-Substituenten) als

Doppelbande auftritt.
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Abb. 3.6: Infrarotspektrum eines Benzoesiure-KBr-PreBlings.
Die Pfeile indizieren die out-of-plane-(C-H)-Schwingung monosubstituierter Aromaten.
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Bei geringerer Anzahl unmittelbar benachbarter H-Substituenten verschiebt sich diese

Bande laut Literatur (Hesse et al., 2002) in den niederfrequenten Bereich. Einzeln

stehende H-Substituenten sind in der Regel durch Infrarotspektroskopie nicht detek-

tierbar, da die resultierende Bande nur sehr schwach ist und daher meist iiberdeckt wird.

Dies konnte fiir die Benzencarbonsduren bestitigt werden: Wiahrend Benzen-1,2,4-

tricarbonsdure wie auch Terephtalsdure eine solche Bande bei knapp 800cm™ erkennen

lieBen (Abb. 3.7), konnte weder bei Benzenpentacarbonsdure noch bei Pyromellitséure

eine Bande eindeutig als der (C-H)-Schwingung zugehorig benannt werden (Abb. 3.8a
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Abb. 3.7: Infrarotspektren von Terephtalsédure und Benzen-1,2,4-tricarbonséure.
Der Pfeil indiziert die C-H-Schwingung zweier benachbarter H-Substituenten bei 770

bzw. 800cm™.
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Abb. 3.8a und b: Infrarotspektren von Benzenpentacarbonséure und Pyromellitsdure.
Die isoliert stehenden H-Substituenten verursachen lediglich eine schwache
Bande zwischen 800 und 900cm’™!, die nicht identifiziert werden kann.
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Besonders gut wurde die Bedeutung der C-H-Schwingungsbande beim Vergleich der
Benzen-1,2,3-tricarbonsdure (Hemimellitsdure) mit der vollstindig carboxylierten
Mellitsdure sichtbar (Abb. 3.9). Die beiden Spektren fielen iiber weite Strecken nahezu
identisch aus, aber die (C-H)-Bande bei etwa 800cm™ erlaubte auch dem wenig geiibten

Auge bereits auf den ersten Blick eine klare Differenzierungsmoglichkeit:

@

-%u Mellitsiure ﬁHO\cfo o
I
E HD/ \lc.pc'\%/cﬁo
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Abb. 3.9: Infrarotspektren von Mellitsdure und Benzen-1,2,3-tricarbonséure.
Der blaue Pfeil indiziert die (C-H)-Schwingung dreier benachbarter H-Substituenten bei
ca. 800cm™.

3.2 Ergebnisse der Screening-Versuche

3.2.1 Biodiversitat der Benzencarbonsdure- (BCS-) Decarboxylanten
Seit Beginn der Arbeiten an dieser Dissertation konnten 22 Bakterienstimme in

groBerem Malistab (d.h. in Zellmassen von mehreren Gramm) in Fliissigkultur mit
Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsdure (Pyromellitsdure) als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle angezogen werden.

Eine morphologische Untersuchung der neu isolierten Stimme ergab fiir einige so hohe
Ahnlichkeiten, daB davon ausgegangen werden kann, daB es sich z.T. um nahe
verwandte Arten handelt. Insgesamt konnten aber zehn deutlich verschieden aussehende
Stimme differenziert werden, deren morphologische Eigenschaften in Tab. 3.1

aufgefiihrt sind.
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Koloniemorphologie
(auf Komplexmedium KR)

Mikroskopisches Bild

beige-gelbe, Léangere
grof3e Kolonien, Stidbchen, z.T.
glénzend, paarig; beweglich
schleimige nur wenn einzeln
Konsistenz,
flach, glatter
Rand
Beige kleine Kurzstidbchen,
Kolonien, matt, z.T. paarig;
feste Konsistenz, lebhaft beweglich
schwach auch als Paar
erhaben, glatter
Rand *
Beige kleine
Kolonien mit Kurzstébchen,
klarem weiBen 2.T. paarig;
Saum, schwach beweglich
gldnzend,
erhaben, glatter
Rand
Weillliche, klare
mittelgroBe
Kolonien, Sehr kleine
schleimig- Stibchen, z.T.
verlaufene paarig; beweglich
Konsistenz,
flach mit Grube
in der Mitte,
g glatter Rand
LFG27a’
o Beige kleine Kurzstibchen,
Kolonien, matt, einzeln;
erhaben, glatter unbeweglich

Rand

Tab. 3.1a: Morphologische Eigenschaften von zehn BCS-Decarboxylanten.

(Legende siehe unten in Tab. 3.1b).




69

ERGEBNISSE

Koloniemorphologie
(auf Komplexmedium KR)

Mikroskopisches Bild

R FG32a
mittelgroBle Kurzstdbchen,
Kolonien, 7~ z.T. paarig;
glédnzend, lebhaft beweglich
schleimige .
Konsistenz,
flach, glatter
Rand
Belge-gelbp L F G 33a Kurzstabchen,
kleine Kolonien, : z.T. paarig;
glénzend, lebhaft beweglich
relativ feste nur wenn einzeln
Konsistenz,
erhaben, glatter
Rand
Beige grofie
Kolonien, Kurzstdbchen,
gldnzend, einzeln;
relativ feste unbeweglich
Konsistenz,
erhaben,
glatter Rand
Beige-gelbe Langere
kleine Kolonien, Stabchen, z.T.
matt, feste paarig; beweglich
Konsistenz, nur in
flach, glatter exponentieller
Rand * Phase

Weillliche, klare
mittelgroBe
Kolonien,
gldnzend,
schleimig-
verlaufene
Konsistenz,
flach, glatter
Rand*

Diplo-Kokken bis
-Kurzstibchen,
beweglich

(Stamm aus
Lammerich,
1998)

Tab. 3.1b: Morphologische Eigenschaften von zehn BCS-Decarboxylanten (selbst isoliert aufler E.1).
HS21c kennzeichnet ein Huminsédure-Isolat, das Screening des Stammes Artern wird unter
3.2.2 beschrieben. Bei allen iibrigen Stdimmen handelt es sich um Erdproben, welche in einer
Anreicherungskultur mit verschiedenen BCS versetzt wurden (Fakoussa, unverdffentlichte

Daten).
1Vergleiche auch Tabelle 3.3
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Alle Stdmme wuchsen in Flissigmedium mit Benzenhexa-, -penta-, -1,2.4,5-
tetracarbonsdure und -1,2,4-tricarbonsdure unter Bildung einer Mellitsdure-
Decarboxylase-Aktivitit sowie mit Benzen-1,3-dicarbonsdure (Isophtalsdure), wobei
hier die Bildung einer solchen Aktivitit nicht nachgewiesen werden konnte. Das
Wachstum mit den beiden letztgenannten BCS fiel deutlich schlechter aus als mit den
hoher carboxylierten BCS (Ausnahmen: LFG19a und E.1). Keiner der Stimme war in
der Lage, mit Phtal- oder Terephtalsdure (Benzen-1,2- bzw. -1,4-dicarbonsiure) zu
wachsen. Auch Benzen-1,3,5-tricarbonséure konnte nicht als Kohlenstoffquelle genutzt
werden, und einzig der Stamm E.l1 zeigte sich zur Verwertung von Benzen-1,2,3-
tricarbonsdure befdhigt. Wachstum mit Benzoesdure wurde nur auf mit Agar
verfestigtem LFR-Medium beobachtet. Hierbei kam es nicht zur Expression einer
Mellitsdure-Decarboxylase.

Die Verwertung der unterschiedlichen BCS ist in Tabelle 3.2 zusammengefal3t.

C-Quelle | Benzoe* | Phtal Iso Tere | 1,23 | 1,24 | 135 | Pyro | Penta | Mellit
Stamm
LFG17a +++ - + - - + - -+ +++ +++
LFG19a ++ - ++ - - ++ - | +++
LFG2la ++ - + - - +/- - . + T
LFG22a ++ - + - - +/- - T + T
LFG27a ++ - + - - +/- - 4t + T
LFG32a ++ - + - - +/- - . + T
LFG33a ++ - + - - +/- - T + T
HS21c ++ - + - - + - +++ + +
LArtern® + - +/- - - +/- - it + T
E.l +++ - ++ - + +++ - -+ -+ -+

Tabelle 3.2: Verwertung unterschiedlicher Benzencarbonsduren durch die verschiedenen
Bakterienstdimme. ,,+° bezeichnet ein Wachstum mit dieser BCS in Flissigmedium
(auBer *Benzoe, vgl. auch Text), die Anzahl der ,,+* quantifiziert das Wachstum.

3.2.2 Bestimmung und Charakterisierung des Stammes LFG19a

Aus unter 2.13 beschriebenen Griinden wurde der Stamm LFG19a fiir die Reinigung
der Mellitsdure-Decarboxylase ausgewihlt. Da infolgedessen mit diesem Bakterium
kiinftig bevorzugt gearbeitet werden soll (auch molekulargenetisch), wurde eine
Bestimmung durch die DSMZ vorgenommen. Aus der systematischen Klassifizierung

dieses Bakteriums sollten auch Riickschliisse auf physiologische Besonderheiten dieses
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Stammes moglich sein, die eine Anzucht in technischem Malstab wie auch
molekulargenetische Arbeiten erleichtern kdnnten.

Die partielle Sequenzierung der 16S-rDNA ergab eine Zuordnung zu 100% zu
Sinorhizobium morelense (Dr. Verbarg/DSMZ, Identifikationsprotokoll 2006). Das
Profil der zelluldren Fettsduren war ebenfalls typisch fiir Rhizobium und verwandte
Gattungen (sieche Anhang).

Einige physiologische Eigenschaften sind in Tabelle 3.3 (S. 73-74) aufgelistet (vgl.
auch Abb. 3.20).

3.2.3 Entdeckung und Charakterisierung einer neuen Art der Gattung
Rhizobium bzw. einer neuen Gattung der a-Proteobakterien

3.2.3.1 Screening
In einem ehemaligen Braunkohle-Abbaugebiet nahe der Stadt Artern/Thiiringen konnte
ein weiterer Bakterienstamm mit Decarboxylase-Aktivitdt fiir hohere BCS isoliert
werden (vergleiche 2.2.2). Dieser Stamm unterscheidet sich von allen anderen bisher
gefundenen BCS-Decarboxylanten dadurch, da er als einziger nicht zu einem
Wachstum auf dem bisher verwendeten Komplexmedium Pseudomonas-Agar F
befdhigt ist. Dies unterstreicht einmal mehr die schon in vorherigen Experimenten
bestdtigte physiologische Vielfalt der BCS-Verwerter. Die Vereinzelung gelang auf

dem selbst entworfenen KR-Medium.

3.2.2.2 Physiologische und molekulargenetische Charakterisierung

Nachdem die partielle Sequenzierung der 16S-rDNA des Stammes ,,Artern” auf eine
neue Gattung innerhalb der o-Proteobakterien hinwies, zeigte die Totalsequenz
unterschiedlich gute Ubereinstimmungen (von 93,7% mit Mesorhizobium loti bis 96,5%
mit Rhizobium radiobacter) mit verschiedenen Typenstimmen der Rhizobiaceae,
darunter Vertretern der Gattungen Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium und
Agrobacterium (siche Anhang).

Es wurde daher seitens der DSMZ vorgeschlagen, diesen Stamm als Vertreter einer
neuen Art innerhalb der Gattung Rhizobium anzusehen (Dr. Sproer/DSMZ, personliche
Mitteilung).

Zur genaueren Einordnung wurden einige physiologische Experimente durchgefiihrt.
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Der Stamm ,,Artern® bildete auf YEM-

Agar erst nach 4-5 Tagen Kolonien, die \
nach einer Woche eine maximale
Grofle von knapp 2mm Durchmesser
erreichten. Eine Schleimbildung wurde
nicht beobachtet. Es kam zur

Produktion von Siure, erkennbar an

dem Farbumschlag des Bromthymol-

blau von griin nach gelb (Abb. 3.10). Abb. 3.10: Der Stamm ,,Artern“ nach 7 Tagen Wachs-
tum auf YEM-Agar incl. Bromthymolblau.

Eine Fahigkeit zur N,-Fixierung konnte nicht nachgewiesen werden. Der Stamm
»Artern® zeigte sich nicht zu Wachstum im stickstofffreien Mineralsalz-Medium MMR
I in der Lage. Nach 7 Tagen erfolgte eine Zugabe von 1g/L NH4NO;. Daraufthin wurde
binnen 24h eine ODgyo von 0,5 erreicht. Der als Positivkontrolle eingesetzte Stamm

Azotobacter vinelandii wuchs in MMR I iiber Nacht bis zu einer ODgg von >1,0.

Die Geilelfarbung erwies sich als schwierig: Der Stamm ,,Artern® zeigte nur wihrend
der exponentiellen Wachstumsphase in YEM-Fliissigmedium bei 28°C {iberhaupt
Beweglichkeit. Hierbei konnte das Vorhandensein einer Geil3el nachgewiesen werden,

welche polar inseriert war (monopolar monotriche Begeiflelung, vgl. Abb. 3.11)
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Abb. 3.11: Der Stamm ,,Artern*
nach Geifelfarbung.
Der Begeielungstyp

: ‘ o ’ '
' L
w \ . ist monopolar mono-
o * .. ' trich.

Eine Zusammenfassung weiterer physiologischer Eigenschaften findet sich in Tab. 3.3.
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Stamm SArtern® (vor- LFG19a E.1
geschl. Keku- (S. morelense/ (Paracoccus
Eigenschaft lea arternensis) E. adhaerens) spec. nov.)
Zellform Pleomorphe Stdabchen Kokken bzw. kurze
Stidbchen pleom. Stibchen
Durchmesser 0,6-0,9um 0,6-0,7um 1,1-1,3um
Lange 2,0-3,5um 2,0-3,0um 1,5-2,0um
Beweglichkeit - + +
Gram-Reaktion - - -
Pigmente Cremig-gelb - -
Lyse durch 3% KOH + + +
Aminopeptidase + + +
Oxidase + + +
Katalase + + +
Anaerobes Wachstum - n.g. n.g.
ADH - - -
Urease - + +
Hydrolyse v. Esculin n.g. + -
Hydrolyse v. Gelatine - - -
Nitratreduktion - + +
Wachstum bei 2% NaCl n.g. + +
2,5% NaCl n.g. + +
3% NaCl n.g. n.g. +
6% NaCl n.g. n.g. +
12% NaCl n.g. n.g. -
Wachstum bei pH 6,0 + + +
Wachstum bei pH 9,0 + + +
Verwertung v. Glucose + + +
Arabinose + + n.g
Mannose + +
Maltose + n.g. n.g
Xylose n.g. n.g.
Fructose n.g. n.g. +
Trehalose n.g. n.g. +
Inositol n.g. + -
Arabitol n.g. + n.g.
Dulcitol n.g. + n.g.
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Stamm
SHArtern LFG19a E.1
Eigenschaft (Forts.)
Verwertung v. Mannitol + n.g. +
Sorbitol n.g. n.g. +
Methanol n.g. n.g. +
Malat + + n.g.
Adipat - + n.g.
Citrat - - n.g.
Gluconat n.g. - n.g.
Acetat n.g. +/- n.g.
Phenylacetat - n.g. n.g.
Glycin n.g. +/- n.g.
L-Tryptophan n.g. - n.g.
Methylamin n.g. n.g. +
Trimethylamin n.g. n.g. -

Tab. 3.3: Ubersicht und Vergleich zahlreicher morphologischer und physiologischer Eigenschaften der
Bakterienstimme ,,Artern“ (vorgeschlagener Name Kekulea arternensis spec. nov. gen. nov.,
LFG19a (Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens) und E.1 (Paracoccus spec. nov.).
(Daten grofBtenteils ermittelt durch DSMZ) n.g. = nicht gepriift

3.3 Erstmaliger Nachweis der Metabolisierung von Benzen-
pentacarbonsaure

3.3.1 Wachstum mit Benzenpentacarbonsaure

An dem Stamm ,,Artern” konnte zum ersten Mal das Wachstum mit Benzenpenta-
carbonsiure als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle nachgewiesen werden. Diese
BCS war bisher nur als Zwischenprodukt der Decarboxylierung von Benzenhexa- zu
verschiedenen Benzentetracarbonsduren bekannt (Lammerich, 1998; Rudat, 2000;
Rudat et al., 2002).

Es zeigten sich alle der zuvor auf Pyromellitsdure angezogenen Stdimme zu einem
Wachstum auf Mineralsalzmedium (LFR) mit Benzenpentacarbonsdure befdhigt (vgl.
auch Abb. 3.12). Das Wachstum erfolgte etwa so gut wie mit Mellitsdure und damit
deutlich langsamer als mit Pyromellitsdure. So dauerte es zumeist vier oder mehr Tage,

bis sich auf den Agarplatten die ersten Kolonien zeigten (Pyromellitsdure: Zwei Tage).
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Abb. 3.12: Gradientenplatte: Benzenpentacarbonsdure wurde als einzige C-Quelle (insgesamt
500uL 0,1%ige BCS-Lsg. in der Plattenmitte aufgetropft. Die ausgestrichenen
Bakterien (A: LFG19a; B: ,Artern*; C: E.1) wachsen deutlich sichtbar zur
Plattenmitte hin am besten und damit in Abhéngigkeit von der Konzentration der C-
Quelle.

3.3.2 Nachweis der enzymatischen Decarboxylierung von Benzenpenta-
carbonsaure durch die Stamme ,,Artern* und X.93 mittels HPLC

Nachdem die Benzenpentacarbonsdure als Zwischenprodukt identifiziert worden war
(Rudat, 2000), stellte sich die Frage, ob diese BCS nur als (u.U. aktiviertes) Intermediat
verwertet werden kann, oder auch als native Substanz als Substrat dienen kann.

In diesem Dissertationsvorhaben wurde erstmals die Benzenpentacarbonsdure als
Substrat in Fliissigchromatographie-Experimenten (HPLC) eingesetzt. Ein zugegebener
Rohextrakt des Bakterienstammes ,,Artern” zeigte sich in der Lage, diese BCS zu
Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsdure  (Pyromellitsdure) zu decarboxylieren. Dieses
Zwischenprodukt wird umgehend weiter decarboxyliert zu Benzen-1,2,4-tricarbonsdure

(Rudat und Fakoussa, 2003).
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Der Bakterienstamm X.93 (Alcaligenes piechaudii; Krause, 2000) bildet bei der
Decarboxylierung von Mellitsdure zu Benzen-1,2,4-tricarbonsdure eine andere
Benzentetracarbonsdure als Pyromellitsdure als Zwischenprodukt (Lammerich, 1998).
Ein Extrakt dieses Bakterienstammes wurde nun auf seine Fahigkeit tiberpriift, auch
Benzenpentacarbonsdure enzymatisch zu decarboxylieren. Die Decarboxylierungs-
schritte wurden ebenfalls mittels HPLC verfolgt und mit denen durch den Stamm
wArtern® verglichen (Rudat und Fakoussa, 2003). Es zeigte sich, da3 der Extrakt des
Stammes X.93 ebenfalls zur Decarboxylierung von Benzenpentacarbonséure befahigt
war; auch hier war Benzen-1,2,4-tricarbonsdure das vorldufige Endprodukt. Dabei trat
wiederum eine von der Pyromellitsdure verschiedene Benzentetracarbonsiure als
Intermediat auf. Diese wurde im folgenden als ,,TetraX* bezeichnet (vgl. 3.4).

Die unterschiedlichen Decarboxylierungswege sind in Abb. 3.13 schematisch
dargestellt. Abb. 3.14 zeigt die DAD-Spektren der BCS bzw. deren Anderung wihrend

der Decarboxylierung durch die beiden Stimme ,,Artern“ und X.93.

HOOG COOH

HOOG COOH

COOH
Benzenpentacarbonséure

CcO CcO
2
co, 2
COOH Hooc:©:c00H HOOG COCH
HOOCG OOH HOOG COOH COOCH
OOH Benzen-1,2,4,5-tetra- COOH
Benzen-1,2,3,4-tetra- carbonsaure Benzen-1,2,3,5-tetra-
carbonsaure (Pyromellitsaure) carbonsaure
C02 co
co; )
OOH
HOOC: COOH

Benzen-1,2,4-tri-
carbonsaure

Abb. 3.13: Schematische Darstellung der enzymatischen Decarboxylierung von
Benzenpentacarbonsédure durch die Stamme ,,Artern” und X.93 (nach Rudat und
Fakoussa, 2003).
Wiéhrend der Stamm ,,Artern” Pyromellitsdure als Zwischenprodukt bildet
(blau), tritt im Abbauweg von X.93 eine andere Benzentetracarbonsiure als
Intermediat auf (rot).
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SArtern® X.93
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Abb. 3.14: Decarboxylierung von Benzenpentacarbonsédure zu Benzen-1,2,4-tricarbonsiure durch die
Staimme ,,Artern“ und X.93. (Ordinate: UV-Absorption; Abszisse: Retentionszeit in min).
Die etwa alle 10min aufgenommenen HPLC-Chromatogramme zeigen die vollstindige
Umsetzung von Benzenpentacarbonséure (Retentionszeit: 1,24min) zu Benzen-1,2,4-
tricarbonsiure (Retentionszeit: 2,49min) binnen etwa 1,5h.
Als Zwischenprodukt wird durch den Stamm ,,Artern“ die Benzen-1,2,4,5-tetracarbonséure
(Retentionszeit: 1,56min) gebildet, wohigegen bei der Decarboxylierung durch den Stamm
X.93 eine andere Benzentetracarbonséure als Intermediat auftritt (Retentionszeit: 2,00min).
Testansatz: 0,01% Benzenpentacarbonsdure in 50mM Phosphatpuffer + BCS-
Decarboxylase enthaltender Rohextrakt aus den Stdmmen ,,Artern® und X.93 (Aktivitat im
Ansatz: jeweils ca. 20mU/mL).
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3.4 Untersuchung des Abbaus der unbekannten Benzentetra-
carbonsaure ,, TetraX“

3.4.1 lIsolierung von TetraX

Die Umsetzung von Benzenpentacarbonsdure zu TetraX durch einen ausgesalzten
Rohextrakt von X.93 lief erheblich schneller ab als die weitere Decarboxylierung zu
Benzen-1,2,4-tricarbonsdure. Daher konnte mittels Inaktivierung der Decarboxylase-
Aktivitdt durch 30miniitiges Kochen des Testansatzes die Decarboxylierung auf der
Stufe des Intermediates gestoppt werden. Das beim Kochen ausgefallene Protein wurde
abzentrifugiert, so dal TetraX nun als isoliertes Substrat fiir weitere Untersuchungen

zur Verfiigung stand (Abb. 3.15)

0,00 min

Lgfgii’f\i@

1,00 min Y
2,00 min

3,00 min

4,00 min

Abb. 3.15: Die isolierte Benzentetracarbonsdure TetraX, Intermediat der enzymatischen De-
carboxylierung zu Benzen-1,2,4-tricarbonsdure durch den Bakterienstamm ,,X.93*.

3.4.2 Untersuchung der Abbaubarkeit von TetraX

Im Folgenden wurde gepriift, ob ein :%

Rohextrakt des  Stammes X.93  zur p
Decarboxylierung von TetraX in der Lage ist.
Da diese Benzentetracarbonsdure noch nie als
Ausgangssubstrat eingesetzt worden war,
konnte dies mnicht als selbstverstindlich
angenommen werden. Wie in Abb. 3.16
dargestellt, lief die Decarboxylierung zu
Benzen-1,2,4-tricarbonsdure jedoch genauso
ab wie bei der Gabe von Benzenpenta-

carbonsdure als Substrat.

Abb. 3.16: Decarboxylierung der isolierten BCS
,,TetraX‘ durch einen Rohextrakt aus X.93.
Die Aufnahme der Spektren erfolgte alle
10min (Bedingungen vgl. Abb. 3.14).
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Nachdem die prinzipielle Decarboxylierbarkeit von TetraX bewiesen worden war,
wurde nun untersucht, ob auch die Zellextrakte anderer BCS-Decarboxylanten zur
enzymatischen Decarboxylierung dieser Benzentetracarbonsédure in der Lage sind.
Hierdurch hétte unter Umstdnden auch gezeigt werden kdnnen, um welche der beiden
moglichen Isomere es sich bei TetraX handelt. Bei einer Decarboxylierung zu Benzen-
1,3,5-tricarbonsdure hétte es sich bei TetraX um Benzen-1,2,3,5-tetracarbonsiure
handeln miissen, da aus Benzen-1,2,3,4-tetrarbonsdure nur Benzen-1,2,3- oder Benzen-
1,2,4-tricarbonséure gebildet werden kann.

Leider erwies sich keiner der eingesetzten Enzymextrakte als in der Lage, TetraX zu
decarboxylieren. Dagegen konnte Pyromellitsdure durch X.93 sehr wohl decarboxyliert
werden, was auch zu vermuten war, da dieser Stamm diese Benzentetracarbonsiure
auch als C-Quelle nutzen kann.

TetraX konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht in ausreichendem Malstab hergestellt

bzw. isoliert werden, um mit dieser BCS Wachstumsversuche durchzufiihren.

3.5 Vergleich der Decarboxylase-Aktivitdten im Rohextrakt

3.5.1 Ultrazentrifugation und Vergleich der Decarboxylase-Aktivitaten fur
verschiedene BCS

Zur Decarboxylierung heterogener Huminséure-Gemische wird eine extrem
unspezifische Decarboxylase aromatischer Carbonsduren bendétigt, die zudem {iber eine
hohe Stabilitdt verfligen mufl. Glinstig wire daher das Auffinden einer extrazelluldren
BCS-Decarboxylase. Da jedoch ausschlielich intrazelluldr aktive Enzyme detektiert
werden konnten, galt es nun, unter diesen immerhin 22 Decarboxylase-Systemen
zumindest eine als den geforderten Eigenschaften entsprechend zu charakterisieren.
Hierzu wurde zunédchst die spezifische Aktivitét der ultrazentrifugierten Rohextrakte fiir
die drei BCS Mellitsdure, Benzenpentacarbonsdure und Pyromellitsdure gemessen, um
die jeweilige Substratspezifitit zu ermitteln. Dabei ergab sich fiir fast alle
Decarboxylasen eine Reihung nach abnehmender Aktivitit von Mellitsdure {iber
Benzenpentacarbonsdure zu Pyromellitsdure, d.h. die am hochsten substituierte BCS
wird am schnellsten und besten decarboxyliert (vgl. Abb. 3.17).

Im Schnitt war die Decarboxylase-Aktivitdt fiir Benzenpentacarbonsdure etwa 20%

geringer als fiir Mellitsdure, die flir Pyromellitsdure betrug nur etwa 30%.
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Als weitere RegelmiaBigkeit konnte festgestellt werden, daB3 die spezifische Aktivitdt
durch die Ultrazentrifugation erhoht werden konnte. Bei diesem Schritt werden die
Zellmembranen sowie alle in diesen eingeschlossene Proteine entfernt; folglich sind die
Decarboxylasen der untersuchten Stimme nicht membranstindig, sondern durchweg

cytoplasmatisch (16slich).

spezifische Decarboxylase-Aktivitat fur
spez. 18+¢ [ V' verschiedene Benzencarbonséuren
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Abb. 3.17: Relative Decarboxylase-Aktivitdt der cytoplasmatischen Extrakte fiir Mellitsdure (Mel),
Benzenpentacarbonsdure (Penta) und Pyromellitsdure (Pyro) vor und nach
Ultrazentrifugation (UltraZf).

Die Abbildung zeigt die gemittelten Werte der 22 untersuchten Bakterienstimme.

3.5.2 Ultrafiltration

Als zweites wichtiges Kriterium zur Vorauswahl eines geeigneten intrazellulldren
Enzyms wurde das Molekulargewicht gewéhlt und daher eine Ultrafiltration der
Rohextrakte durchgefiihrt. Diese Methode diente neben dem Zweck der Anreicherung
dazu, unter den 22 BCS-Decarboxylasen ein mdglichst kleines Enzym zu isolieren. Dies
geschah aus mehreren Griinden: Zum einen sind kleine Enzyme in der Regel deutlich
unspezifischer als grofe, da sie die relevanten funktionellen Gruppen aus sterischen
Griinden leichter erreichen konnen; zum anderen sind kleine Enzyme meist auch
stabiler und verfiigen {iber weniger Regulationseinheiten. Dariiber hinaus wire das zu
einem kleineren Protein gehdrende Gen kiirzer und somit in molekulargenetischen
Experimenten leichter zu bearbeiten.

Die Ergebnisse der Ultrafiltration zeigten, dal die BCS-Decarboxylasen der
verschiedenen Staimme deutliche Unterschiede im Molekulargewicht aufweisen. Bei
neun Stimmen fand sich die Fraktion mit der hdchsten Gesamtaktivitit im Uberstand
der Filtrationsmembran mit einer AusschluBgrée von 300kD. Hingegen war bei sieben

Stammen die BCS-Decarboxylase erheblich kleiner, so daBl hier ein Grofteil des



81 ERGEBNISSE

Enzyms auch die 100kD-Membran passierte. Zum Teil erfolgte sogar eine quantitative
Trennung: Bei zwei Zellextrakten wurde die BCS-Decarboxylase-Aktivitit durch die
300kD-Membran vollstindig zuriickgehalten, wihrend die Aktivitdt dreier anderer
Extrakte fast vollstindig die 100kDa-Membran passierten. Diese Werte lassen fiir die
beiden Gruppen einen Molekulargewichts-Unterschied von rund einer Grof3enordnung

vermuten. Die Ergebnisse der Ultrafiltration werden in Abb. 3.18 zusammengefaft.

GrolRRenverteilung der BCS-Decarboxylasen

Anzahl De-
carboxylasen

=
o N M~ O 00 O

Filtrat Retentat Retentat
100k Da 100k Da 300k Da

Fraktion mit hochster spezifischer Aktivitat

Abb. 3.18: GroBenverteilung der BCS-Decarboxylasen bzw. der decarboxylierenden
Enzymaktivitéten.
Dargestellt sind die Fraktionen, die nach Ultrafiltration durch Membranen
entsprechender Kenngrofle die hochste Aktivitit aufwiesen.

3.5.3 Fraktionierte Ammoniumsulfatfallung

Die Rohextrakte der Stimme mit den kleinsten Decarboxylasen (gemaf3 Ergebnissen der
Ultrafiltration) wurden durch fraktionierte Ammoniumsulfatfillung angereichert (siche
Abb. 3.19). Gezeigt sind die gemittelten Werte der gemill den Ergebnissen der
Ultrafiltration kleinsten sieben Decarboxylasen ( < 100kD). Deutlich tritt hervor, daf3
der iiberwiegende Anteil der Decarboxylasen bei (NH4),SO4-Konzentrationen zwischen
1,8M und 2,6M ausfielen, wihrend das iibrige Zellprotein erst durch deutlich héhere
Konzentrationen ab 2,8M (NH,4),SO, ausgesalzt wird. Uber 90% der eingesetzten
Decarboxylase-Aktivitit fiel in diesem Bereich aus, wihrend fast 50% des
Gesamtproteins bei 2,6M (NH4),SOs,—Konzentration noch in Lésung war sowie iiber
20% schon bei Konzentrationen von 1,6M und darunter ausfiel.

Die BCS-Decarboxylasen der untersuchten Stimme konnten so um Faktoren von 5-8

angereichert werden, bei Ausbeuten zwischen 80-100%.
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Fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung:
Ausgefalltes Gesamtprotein und Verteilung der

Aktivitat/ Decarboxylase-Aktivitat
Protein [%] 35+ il

30
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Ammoniumsulfat-Konzentration

Abb. 3.19: Anreicherung der BCS-Decarboxylasen mittels fraktionierter (NH4),SO,-Féllung.
Gezeigt sind die Durchschnittswerte der gemédB den Ergebnissen der Ultrafiltration sieben
kleinsten Decarboxylase-Aktivitéten fiir Mellitsdure aus sieben verschiedenen Staimmen.
Die Mellitsdure-Decarboxylaseaktivitit fallt bei Konzentrationen um 2,2M aus, begleitet von
nur geringen Mengen Gesamtprotein, so da8 mit dieser Methode eine Anreicherung um
Faktoren von 5-8 mdglich war.

3.6 Vorversuche zur Proteinreinigung mit Kklassischen
Chromatographie-Methoden

3.6.1 Auswahl eines geeigneten Bakterienstammes

Die ersten Vorversuche zur Proteinreinigung wurden mit dem neu isolierten
Bakterienstamm ,,Artern (vgl. 3.2.3) sowie dem von Lammerich (1998) gescreenten
Stamm E.1 durchgefiihrt. ,,Artern* wuchs jedoch sehr langsam und verfiigte nur iiber
eine geringe Decarboxylase-Aktivitdit im Rohextrakt, welche sich zudem nur maBig
iiber fraktionierte Ammoniumsulfatfallung anreichern liel (Faktor 3). E.1 produzierte
bei Wachstum mit Pyromellitsdure sehr viel Schleim, welcher ebenfalls die Reinigung
erschwerte. Daher wurde nach einiger Zeit der im Rahmen der Diplomarbeit (Rudat,
2000) isolierte Stamm LFG19a (Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens, vgl. 3.2.2
sowie Tab. 3.3) zur Erstreinigung einer Mellitsdure-Decarboxylase ausgewéhlt (vgl.
auch 2.13.1). Die Charakteristika von LFG19a sind neben Abb. 3.20 zusammengefalt.

Isoliert aus Erdprobe/Pyromellitséure

v" kleine Stibchen, z.T. paarig, lebhaft
beweglich durch 1-2 Geilleln

v breites Substratspektrum
(polycarboxylierte Aromaten)

v »pflegeleicht: gutes Wachstum im
Schiittelkolben bis OD > 4 mit
Pyromellitsdure

v relativ hohe Grundaktivitit der

L oy & » & Voo Al ’._ .
. S Decarboxylase: bis 10mU/mg

Abb. 3.20: Der Bakterienstamm LFG19a.
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3.6.2 lonenaustauschchromatographie (IAC)

Mit den ausgesalzten Rohextrakten der Stimme ,,Artern®, E.1 und LFG19a (sieche oben)
wurden Vorversuche in lonenaustauschchromatographie (IAC) durchgefiihrt. Nach
ersten Fehlschligen wurden die weiteren Experimente nur noch mit Extrakten aus
LFG19a vollzogen. Im Batch-Verfahren (Mikrozentrifugen-Gefile bzw. kleine
Reagenzglidser) wurde die Affinitit dieser BCS-Decarboxylase zu acht verschiedenen
Ionentauscherharzen tiberpriift (vgl. 2.10).

In Tabelle 3.4 sind die Ergebnisse der Vermessung der Uberstinde dieser Batch-

Ansitze gezeigt. Es wurden jeweils 100uL einer Decarboxylase-Losung zu 500uL der

jeweiligen lonentauscherharze gegeben.

lonentauscher- c(Prot) Ausbeute Vol-Akt. | Ausb.[%] | Spez.Akt. | Anreich.-
Material* [mg/mL] | Protein% | [mU/mL] Aktivitdt | [mU/mg] Faktor

Schwache 1 0,60 46,2 17,0 85 28,3 1,84
Anionen- 2 0,49 37,7 17,3 86 35,3 2,45
tauscher 3 0,40 30,8 18,5 92 46,25 3,0
4 0,36 27,7 13,0 65 36,1 2,34

Starke 5 0,50 38,5 9,0 45 18 1,17
Anionen- 6 0,38 29,2 2,6 13 6,84 0,44
tauscher 7 0,52 40,0 13,8 69 26,5 1,72
Schw. 8 0,83 63,8 27,6 86,3 33,25 1,35
Kation. 9 0,69 53,1 26,9 84,1 39,0 1,58
St. Kat. 10 0,20 15,4 7,0 21,9 35 1,42

Tab. 3.4: Batch-Ansitze zur Ionenaustauschromatographie. Hervorgehoben sind die Materialien mit der
starksten Affinitdt zur Decarboxylase (6) bzw. zum restlichen Protein (3).
Die Ausgangswerte der eingesetzten Proteinlosung waren wie folgt:
Proteinkonzentration: 1,3mg/mL; Volumenaktivitdt in Tris-Puffer: 20mU/mL; spezifische
Aktivitit: 15,4mU/mg; Volumenaktivitit in Phosphat-Puffer: 32mU/mL; spezifische Aktivitt:
24,6mU/mg.

*folgende Materialien wurden verwendet: 1 DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia)
2 Fractogel DMD 650 (Merck)

3 Ecteola 23 (Serva)

4 Dowex 2x8 ()

5 Dowex 1x4

6 Dowex 1x2

7 Biorex (Biorad)

8 CM-Sephadex (Pharmacia)

9 Amberlite IRC-50 (Supelco)

10 Biorad AG MP-50 (Biorad)

Aufgrund dieser Methode wurden zwei Anionentauscherharze ausgewéhlt, von denen
eines die Decarboxylase-Aktivitidt aus LFG19a besonders gut und selektiv adsorbierte
(Dowex ™ 1x2 Fa. Serva), wihrend das andere kaum Affinitit zur Decarboxylase
zeigte, jedoch viel Gesamtprotein aus der Probe entfernte (Ecteola 23, Serva). Bei
diesen Materialien wire am ehesten die Moglichkeit einer selektiven Abtrennung der

Decarboxylase vom Gesamtprotein zu erwarten gewesen.
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Mit diesen beiden Materialien sollte im weiteren Verlauf der Arbeit eine Reinigung via
Sdulen-Ionenaustauschchromatographie etabliert werden. Leider lieen sich diese
Ergebnisse nicht in groBerem Mafstab reproduzieren. Bei Anwendung einer selbst aus
einer Glaspipette hergestellten Kleinstsdule (SmL) kam es lediglich zu einer

Anreicherung um den Faktor 2 bei ca. 65% Ausbeute.

3.6.3 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Des weiteren wurden Vorversuche iiber Gelpermeationschromatographie (GPC) mit
Materialien vom Typ Sephadex™ (Pharmacia/Amersham) durchgefiihrt. Auch diese
Versuche erfolgten zundchst im Batch-Verfahren, wobei jeweils kaum BCS-
Decarboxylase in die Poren der verschiedenen Materialien diffundierte. Im Falle des
Materials mit dem groBten Porendurchmesser gelangte jedoch relativ viel {ibriges
Protein in die Poren, wodurch eine Anreicherung der Decarboxylase im
Ausschluvolumen (Fliissigkeitsvolumen aufBlerhalb der Poren) um den Faktor 2

resultierte (Durchfithrung wie bei der IAC, Verwendung von Phosphatpuffer 50mM mit

pH 7.,5).
Gelfiltrations- c(Prot) Ausbeute Vol-Akt. | Ausb.[%] | Spez.Akt. | Anreich.-
Material [mg/mL] | Protein% | [mU/mL] Aktivitat | [mU/mg] Faktor
Sephadex G 10 1,25 96,2 30,7 95,0 24,55 1,0
Sephadex G 50 1,1 84,6 29,6 92,5 26,9 1,1
Sephadex G 200 0,6 46,1 29,0 90,6 48,4 2,0

Tab. 3.5: Batch-Ansitze zur Gelpermeationschromatographie.
Die Ausgangswerte der eingesetzten Proteinldsung (in Phosphatpuffer SOmM pH 7,5) waren
wie folgt: Proteinkonzentration: 1,3mg/mL; Volumenaktivitit: 32mU/mL; spezifische Aktivitit:
24,6mU/mg.
Die Decarboxylase-Aktivitit verblieb in allen drei Fillen im Ausschlulvolumen des
Chromatographie-Materials; durch die Diffusion iibrigen Proteins in die Gelporen hinein kam
es jedoch bei Sephadex G200 zu einer Anreicherung der Decarboxylase im Uberstand.

Mit Hilfe einer selbst hergestellten Kleinstsdule (Pasteur-Pipette gefiillt mit Sephadex
G200) lieB sich eine Anreicherung des Enzyms um einen Faktor 3 bei einer Ausbeute
von 75 % erzielten. Das Elutionsprofil dieses Versuchs ist in Abb. 3.21 dargestellt. Wie
schon aus den Batch-Versuchen zu erahnen war, eluierte die Mellitsdure-Decarboxylase
direkt durch die Siule, wiahrend offenbar viel anderes Protein vom Saulenmaterial

langer zuriickgehalten wird.
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Abb. 3.21: Elutionsprofil der GPC im Kleinstsédulen-Mafstab. Deutlich ist zu erkennen, daf}
die Mellitsdure-Decarboxylase sich unter den ersten Proteinen befindet, welche
von der Sdule eluieren.

Dieses Ergebnis lie sich jedoch nicht auf einen groBeren MaBstab iibertragen; vielmehr
kam es zu einer deutlichen Verbreiterung des Decarboxylase-Peaks bzw. -Tableaus.
Zudem bewegten sich die Messungen der Decarboxylase-Aktivititen infolge der
Verdiinnung bei der GPC hart an der Nachweisgrenze, so daf3 sich auch diese Methode

als ungeeignet zur Reinigung der Mellitsdure-Decarboxylase erwies.

3.6.4 Hydrophobe Interaktions-Chromatographie (HIC)

Die lipophilen Materialien zur HIC erwiesen sich als vollig ungeeignet. Bei den Batch-
Versuchen kam es weder zu einer nennenswerten An- noch zu einer Abreicherung der
Decarboxylase-Aktivitit im Uberstand. Es wurde wiederum in Phosphat-Puffer
aufgenommene ausgesalzte Enzymldsung verwendet, d.h. die Volumenaktivitit betrug
32mU/mL, die spezifische Aktivitit 24,6mU/mg und die Proteinkonzentration
1,3mg/mL. Tabelle 3.6 =zeigt die Vermessung der Uberstinde bzw. des

Ausschluvolumens der Materialien.

Lipophiles Material c(Prot) Ausbeute Vol-Akt. | Ausb.[%] | Spez.Akt. | Anreich.-
[mg/mL] | Protein % | [mU/mL] Aktivitat | [mU/mg] | Faktor

Sephadex lipophilic 1,0 76,9 29,4 91,9 29,5 1,2

Sephadex LH-60 1,0 76,9 27,0 83,6 27,0 1,1

Tab. 3.6: Batch-Ansitze zur Hydrophoben Interaktionschromatographie.
Die Ausgangswerte der eingesetzten Proteinldsung (in Phosphatpuffer S0mM pH 7,5) waren
wie folgt: Proteinkonzentration: 1,3mg/mL; Volumenaktivitit: 32mU/mL; spezifische Aktivitit:
24,6mU/mg.
Weder wurde die Decarboxylase von den Materialien selektiv gebunden, noch kam es zu einer
Anreicherung der Decarboxylase-Aktivitit im Uberstand.
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3.7 Herstellung der Matrix fur die Liganden-Affinitats-
chromatographie (LAC)

Da die klassischen Verfahren zur Proteinreinigung sich als wenig geeignet fiir die
Reinigung einer Mellitsdure-Decarboxylase erwiesen hatten, wurde eine Methode
entwickelt, bei der die (Bio-)Affinitit dieses Enzyms zu seinem Substrat ausgenutzt
werden sollte. Hierzu wurde Mellitsdure nach vorheriger Aktivierung durch ein
Carbodiimid kovalent an ein vorderivatisiertes Sdulenmaterial (EAH Sepharose 4B, vgl.

2.11.2, Abb. 2.5) gebunden.

3.7.1 Vorversuche zur Derivatisierung der LAC-Matrix
Um das Sédulenmaterial besser kennen zu lernen und die Kopplungsbedingungen

auszuloten, wurde zundchst versucht, verschiedene carboxylierte Farbstoffe an EAH
Sepharose 4B zu binden (Fakoussa, pers. Mitteilung; vgl. 2.11.3). Dieses gelang mit
Alizaringelb (Abb. 2.7); hierbei wurde auch EDC (Abb. 2.6) als das (gegeniiber CMC)
geeignetere Carbodiimid ermittelt, da CMC mit dem Séaulenmaterial interagierte
(Schleimbildung) und EDC sich zudem in erheblich hoheren Konzentrationen 16sen
lieB3.

Die Kopplungseffizienz konnte anhand der Farbung des Matrixmaterials mit bloBem
Auge abgeschitzt werden. Zur genaueren Untersuchung erfolgte zudem eine
photometrische Quantifizierung: Alizaringelb besitzt ein Absorptionsmaximum bei
350nm. Mittels einer Eichreihe konnte folgende Beziehung hergestellt werden:
E3sonm/25 = ¢(Alizaringelb)[mM].

Tabelle 3.7 zeigt eine Untersuchung des Einflusses der Kopplungsdauer auf die
Bindung von Alizaringelb an EAH-Sepharose 4B. Hierbei wurde Alizaringelb in
unterschiedlichen Konzentrationen jeweils mit und ohne EDC mit dem Matrixmaterial
inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten wurde die Absorption des Uberstandes bei 350nm
vermessen. Dabei ergab sich, daf3 die Kopplung mindestens iiber Nacht erfolgen sollte;
eine achtstiindige Kopplung erwies sich als nicht ausreichend.

Abb. 3.22 zeigt die Pellets der oben erlduterten Untersuchung beziiglich der
Kopplungsdauer.
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Zeitpunkt der | [Aliz]= 1mM [Aliz]=1mM | [Aliz]=10mM | [Aliz]= 10mM
Probennahme ohne EDC [EDC]=0,4M ohne EDC [EDC]=0,4M
to 0,50 0,55 4,0 4,2
8h 0,56 0,38 3,85 3.4
24h 0,49 0,15 4,1 3,0

Tab. 3.7: Konzentrationen von Alizaringelb [mM] im AusschluB3volumen verschiedener Kopplungsansitze.

Es wurden jeweils 375uL Sepharose und Alizaringelb zusammengegeben. Das Volumen der
EDC-Losung betrug 250uL. Deutlich zu sehen ist die Abnahme der Konzentration bei
Verwendung des Carbodiimides, wihrend ohne EDC die Konzentration im Uberstand ungefihr
gleich bleibt.

Abb. 3.22: Einflul der Kopplungsdauer auf die kovalente Kopplung von Alizaringelb an EAH-
Sepharodse 4B. Die Farbung im Sediment ist nach 24h deutlich intensiver als nach 8h. Der
Kopplungsansatz ohne EDC zeigt die unspezifische Anlagerung geringer Mengen des
Farbstoffes. Rechts ist zum Vergleich die unbehandelte Matrix gezeigt.

AnschlieBend erfolgte die Kopplung von Benzoesdure als dem einfachsten
carboxylierten Aromaten. Hierbei wurde eine Hydrophobierung des Materials
beobachtet, da durch die kovalente Bindung iiber die Carboxylgruppe eine Phenyl-
Sepharose hergestellt wurde, wie sie ja auch zur HIC eingesetzt wird.

Als hohere Benzencarbonsiduren wurden Benzen-1,2,4-tricarbonsdure sowie
Pyromellitsdure gekoppelt. Die Bindung dieser Liganden an die Sepharose lieB sich
iber die erheblich hohere UV-Absorption des Materials nach der Kopplung nachweisen.
Da allerdings nur ein geringer Teil der BCS kovalent gebunden wurde (der Ligand
wurde im Verhiltnis zur Matrix im zehnfachen UberschuBl zugegeben), konnte im

Uberstand keine Abnahme der Absorption gemessen werden.
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3.7.2 Kopplung von Mellitsaure an EAH Sepharose 4B

Es wurden nun zahlreiche Ansédtze durchgefiihrt, bei denen Mellitsdure an EAH
Sepharose 4B gekoppelt wurde. Variiert wurden zundchst die Konzentrationen an
Ligand und Carbodiimid, anschlieBend der pH-Wert. Die Quantifizierung der

Kopplungseffizienz erfolgte wie unter 2.12.2 beschrieben.

3.7.2.1  Variation der Konzentration von Ligand und Carbodiimid
Die Angaben des Herstellers erlauben einen grolen Spielraum beziiglich der
Kopplungsbedingungen (AmershamPharmacia, 2002). Empfohlen wurde die
Einstellung eines pH-Wertes von 4,5 (sdurekatalysierte Aktivierung durch das
Carbodiimid). Zunichst wurde tlberlegt, die Mellitsdurekonzentration etwa so hoch zu
halten wie die Konzentration mdglicher Bindungsstellen an der Sepharose (etwa
10mM). AuBlerdem wurde zur Vermeidung von Quervernetzungen durch Aktivierung
mehrerer Carboxylgruppen eines einzelnen Mellitsduremolekiils die Konzentration an
Carbodiimid auf 1/6 der Mellitsdure-Konzentration eingestellt (d.h. ein Molekiil EDC
pro Carboxylgruppe). Insbesondere die zweite Uberlegung erwies sich jedoch als
unzutreffend; in der Tat bedurfte es eines groBen Uberschusses an Carbodiimid, um eine
ausreichende Zahl Carboxylgruppen zu aktivieren. Auch die Mellitsdurekonzentration
wurde letztlich so hoch wie moglich gewéhlt. Tabelle 3.8 zeigt einige repréisentative
Kopplungsergebnisse (modifiziert nach Rudat und Fakoussa, 2003). Bei hoheren

Konzentrationen von Carbodiimid oder Ligand kam es zu Ausfillungen.

c(Mellitsaure) im Ansatz
c(EDC)
15 mM 30 mM 50 mM
100 mM 0,10mM 0,15mM 0,2mM
300 mM 0,24mM 0,50mM 0,54mM
600 mM 0,51mM 1,10mM 2,33mM
c(Mellitsdure) gebunden an Seph4B

Tabelle 3.8: Konzentrationen kovalent an EAH Sepharose 4B gebundener Mellitsdure in Abhéngigkeit
der ecingesetzten Konzentrationen von Ligand und Carbodiimid (nach Rudat und Fakoussa,
2003).

Die Konzentrationen wurden anhand der UV-Absorption des Materials bei 235nm tiiber
den Extinktionskoeffizienten der Mellitsdure berechnet. Die hier maximal erreichte
Konzentration von 2,33mM entspricht einer Besetzung von {liber 20% der potentiellen
Bindungsstellen der EAH Sepharose 4B.

Bei hoher Kopplungseffizienz zeigte die derivatisierte Matrix zudem das

charakteristische UV-Spektrum der Mellitsdure (Abb. 3.23)
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Abb. 3.23: Kopplung von Mellitsdure an EAH Sepharose 4B bei verschiedenen Konzentrationen
von Carbodiimid und Mellitséure.
Als Negativkontrolle fungierte ein Kopplungsansatz ohne EDC (griin).
Gezeigt sind UV-Spektren der 1:100 verdiinnten Matrix in Wasser.

3.7.2.2  Variation des pH-Wertes
Nach Angaben des Herstellers soll die Kopplung am besten im Sauren (pH 4,5)

durchgefiihrt werden. Zur Uberpriifung dieser Angaben wurden Kopplungsversuche bei
pH-Werten von 4,0-9,0 durchgefiihrt. Da sich hierbei eine bessere Kopplungseftizienz
im neutralen Bereich ergab, wurde der pH-Bereich weiter eingeengt. Tatséchlich verlief

die Derivatisierung der Matrix mit Mellitsdure bei pH-Werten um 7 deutlich besser

(Abb. 3.24).
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Abb. 3.24 Kopplung von Mellitsdure an EAH Sepharose 4B bei verschiedenen pH-Werten.
Als Negativkontrolle fungierte ein Kopplungsansatz ohne EDC (griin),
Positivkontrolle wurde ein UV-Spektrum von (freier) Mellitsdure aufgenommen
(rot). Zur Aufnahme der Spektren wurde wiederum die derivatisierte Matrix 1:100 in
Wasser verdiinnt.

Durch Kombination der pH- und Konzentrationsoptima (50mM Mellitsdure, 600mM

EDC, pH 7,0) konnte der Derivatisierungsgrad der Matrix auf iiber SmM Mellitsdure (>
50% Besetzung der Bindungsstellen) verbessert werden (Abb. 3.25a und b).
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Abb. 3.25a: UV-Spektrum von mit Mellitsdure Abb. 3.25b: Differenzspektrum im Zweistrahl-
derivatisierter (schwarz) und nicht photometer (Substanzen wie Abb.
derivatisierter (grin) EAH Sepharose 4B 3.25a)

(jeweils 1:100 verd. In Wasser).

Mit dieser Matrix wurde im Anschlul die Liganden-Affinititschromatographie

durchgefiihrt.

3.7.2.3 Nachweis der Kopplung von Mellitsdure Uber Infrarotspektroskopie
Zur Uberpriifung der Kopplung von Mellitsdure an die Sepharose-Matrix wurden
zusétzlich IR-Spektren von derivatisierter und nicht derivatisierter EAH Sepharose 4B
aufgenommen. Die nativ belassene Sepharose zeigte im wesentlichen die gleichen
Banden wie monomere Zucker (vgl. Abb. 3.26), d.h. die verschiedenen (C-O)-, (C-H)-
/(C-Hy)-, (C-OH)- und (O-H)-Schwingungen von Alkoholen sowie eine ausgeprigte
Ether-Bande um 1100cm™. Die zusitzliche Bande bei etwa 1650cm™ kénnte auf die

Aminogruppe des Spacers zuriickzufiihren sein.
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Abb. 3.26a: IR-Spektrum eines KBr-PreBllings von  Abb. 3.26b: IR-Spektrum eines KBr-Pref3lings von
D-Glucose als Vergleich. EAH Sepharose 4B.
Funktionelle Gruppe Bindung | Wellenzahl Schwingung

Ether C-O0-C 1070-1150
Alkohole C-OH 1000-1250

“ -C-0O 1150-1040 (C-O)-Valenzschwingung

“ ---O-H 1260-1410 (O-H)-Deformationsschw.

Freies OH ---OH 3650-3590 (O-H)-Valenzschwingung
H-Briicken ---O-H 3200-3600

(Aliphaten) --CH,-- 2960-2850 (C-H)-Valenzschwingung

(Aliphaten) --CH,-- 1470-1430 (C-H)-Deformationsschw.

Tab. 3.9: Schwingungen von Zucker-Monomeren und des Sepharose-(Agarose-Polymer-)Grundgeriists
(hergeleitet nach Hesse et. al., 2002).
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Nach der Kopplung von Mellitsdure finden sich zusétzliche funktionelle Gruppen, die

bei folgenden Wellenzahlen charakteristische Schwingungen zeigen (vgl. auch 3.1.4):

Funktionelle Gruppe Bindung | Wellenzahl Schwingung
Aryl-Kohlenstoff C=C um 1500 (C=C)-Valenzschwingung
Aryl-Carboxylgruppe Ar-C=0 1680-1700 (C=0)-Valenzschwingung
“ Ar-C-O um 1300 (C-0O)-Valenzschwingung
breite Carboxyl-Hydroxyl ---O-H 2400-3400 (O-H)-Valenzschwingung
Amid (Peptidbdg.) -CONH- 3070-3460 (O-H)-Valenzschwingung

Tab. 3.10: Charakteristische Absorptionen der funktionellen Gruppen (gekoppelter) Mellitsdure.

Abbildung 3.27 zeigt die IR-Spektren von mit Mellitsdure derivatisierter EAH

Sepharose 4B sowie das Differenzspektrum gegen nicht derivatisierte Sepharose. In der

Tat lassen sich in genau den erwarteten Bereichen deutliche Abnahmen der

Transmission feststellen. Insbesondere der charakteristische Peak der Carbonylgruppen

(C=0) um 1700cm’" tritt deutlich hervor (vgl. auch das IR-Spektrum von Mellitséure in

Abb. 3.5).
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Abb. 3.27a: IR-Spektrum von mit Mellitsdure
derivatisierter EAH Sepharose 4B.
Der Carbonylgruppen-Peak
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Abb. 3.27b: Differenzspektrum von derivatisierter

und nicht derivatisierter Sepharose.

Deutlich tritt der (C=0)-Peak um
1700cm™ hervor. Zudem lassen sich
der Aryl-C=C-Peak um 1500cm™, der
C-O-Peak der Carboxylgruppen um
1300cm™ sowie die breite Schwingung
der Hydroxylfunktion der
Carboxylgruppen und der neu
gekniipften Peptidbindung ausmachen.

Somit konnte ein zusétzlicher Nachweis der gelungenen Kopplung von Mellitsdure an

EAH Sepharose 4B erbracht werden.
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3.8 Proteinreinigung

Zur Reinigung einer Mellitsduredecarboxylase mit Hilfe der oben hergestellten
Liganden-Affinitidtschromatographiematrix wurde der Stamm LFG19a (Sinorhizobium

morelense/Ensifer adhaerens) ausgewihlt (vgl. 3.6.1).

3.8.1 Bestimmung der Optima der Mellitsaure-Decarboxylase aus LFG19a
Zur gezielteren Reinigung der Decarboxylase wurden zunidchst die Bereiche der

optimalen katalytischen Funktion ermittelt.

3.8.11 Bestimmung des pH-Optimums
Zur Bestimmung des pH-Optimums wurde eine identische Menge Rohextrakt einer mit
Pyromellitsdure als einziger C-Quelle gewachsenen Kultur des Stammes LFG19a in
Phosphatpuffer unterschiedlichen pH-Wertes mit Mellitsdure versetzt und wie unter
2.7.2 beschrieben die Aktivitit gemessen. Es ergab sich ein deutliches Optimum der
enzymatischen Aktivitét bei pH 6,5 (vgl. Abb. 3.28). Eine Steigerung bzw. Senkung der
H;0"-Konzentration um 1,5 pH-Einheiten hatte eine deutliche Reduzierung der

Enzymaktivitdt um 40% bzw. 30% zur Folge.
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Abb. 3.28 Aktivitit der Mellitsdure-Decarboxylase aus Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens
(LFG19a) in Abhéngigkeit vom pH-Wert. Die Aktivitét erreichte ihr Optimum bei pH 6,5.

3.8.1.2  Bestimmung des lonenstarke-Optimums
Zur Bestimmung des lonenstdrke-Optimums wurde eine identische Menge Rohextrakt
einer mit Pyromellitsdure als einziger C-Quelle gewachsenen Kultur des Stammes
LFG19a in Phosphatpuffer (pH 6,5) unterschiedlicher lonenstirke mit Mellitsdure
versetzt und wie unter 2.7.2 beschrieben die Aktivitdt gemessen. Hierbei zeigte sich,

daBl die Decarboxylase iiber einen extrem weiten Bereich aktiv ist (vgl. Abb. 3.29):
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Zwar war die Aktivitdt bei 50mM deutlich am hochsten. Aber sowohl bei 300mM wie
auch bei 0,5mM Ionenstirke waren immer noch 50% der maximalen Aktivitdt messbar
(die Pufferkonzentration von 0,5mM ergab sich durch die Aufnahme von 10uL
Rohextrakt (gepuffert in 50mM Phosphatpuffer) in ImL Wasser). Das bedeutet, daf3
diese Decarboxylase praktisch ohne Pufferung immer noch iiber eine hohe Aktivitit

verfligt.
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Abb. 3.29 Halblogarithmische Darstellung der Aktivitit der Mellitsdure-Decarboxylase des Stammes
LFG19a in Abhéngigkeit von der lonenstirke in Phosphatpuffer (pH 6,5). Die Aktivitit
erreichte ihr Optimum bei 5S0mM.

3.8.2 Vorreinigung der Decarboxylase

Zur Vorbereitung fiir die Liganden-Affinitdtschromatographie wurde die Mellitsdure-
Decarboxylase des Stammes LFG19a durch fraktionierte Ammoniumsulfatfallung (vgl.
2.9.1) angereichert.

Aus Vorversuchen (vgl. 3.5.3) war bekannt, in welchem Bereich mit dem Ausfall der
Mellitsdure-Decarboxylase zu rechnen war. Daher wurde die Féllung in nur vier
Schritten durchgefiihrt (Abb. 3.30). Hierbei fiel der grote Teil der Decarboxylase-
Aktivitdt bei Erthohung der Ammoniumsulfatkonzentration auf 2,2M aus. Dies fiihrte zu
einer Anreicherung um den Faktor 4,9 (gegeniiber dem ultrazentrifugierten Rohextrakt)

bei einer Ausbeute von 70%.
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Anreicherung der Mellitsdure-Decarboxylase aus

LFG19a durch frakt. Ammoniumsulfatfallung
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Abb. 3.30: Relative Verteilung der Decarboxylase-Aktivitdt in den verschiedenen Fraktionen der
Ammoniumsulfat-Fallung. Die hochsten Werte der Gesamtaktivitit [mU] bzw. spezifischen
Aktivitit [mU/mg] fanden sich in der Fraktion bei 2,2M (NH,4),SO4-Konzentration. Fiir die
Graphik wurden diese Werte gleich 100% gesetzt und die anderen Werte hierauf bezogen.

Die Fraktion mit der hochsten spezifischen Aktivitit (c[(NH4),SO4] = 1,6-2,2M) wurde
durch Ultrafiltration mit UF-R6hrchen der Firma Microcon bei einer Ausschlufigrof3e
von 30kDa entsalzt und eingeengt (vgl. 2.9.2). Z.T. wurde hierbei auch ein
Pufferwechsel durchgefiihrt. Durch Entfernung kleinerer Proteine und Peptide (<30kDa)

kam es hierbei auch zu einer Anreicherung der Decarboxylase um einen Faktor 1,5-1,8.

3.8.3 Bindung der Decarboxylase an die Affinitatssaule

Zur Adsorption der Mellitsdure-Decarboxylase wurden die optimalen Bedingungen der
katalytischen  Aktivitdit ausgewdhlt, d.h. die Sédule wurde mit 50mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5 equilibriert. Vor dem Auftrag der (ausgesalzten)
Decarboxylase-Probe wurde diese mittels Ultrafiltration eingeengt, entsalzt und
anschlieBend ebenfalls in diesem Puffer aufgenommen.

Es zeigte sich, dafl unter diesen Bedingungen bis zu 1U Decarboxylase-Aktivitit pro
mL Matrixmaterial gebunden werden konnte. Allerdings adsorbierte hierbei auch 1/3
des aufgetragenen Gesamtproteins, so daf3 {iber die Bindung nur eine Anreicherung um

den Faktor 3 gelang.

3.8.4 Bestimmung der idealen (spezifischen) Elutionsbedingungen
Da relativ viel aufgetragenes Protein unspezifisch an die Sdule adsorbierte, mufite die
eigentliche Reinigung der Mellitsdure-Decarboxylase iiber eine mdglichst spezifische
Elution erfolgen. Hierzu wurden mehrere Ansétze durchgefiihrt, in denen verschiedene

Parameter variiert wurden.
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3.84.1 Elution durch Erh6éhung des pH-Wertes
Nach Auftrag der Decarboxylase-Probe bei pH 6,5 (50mM) wurde der pH-Wert
schrittweise um 0,1 Einheiten erhdht. Vor jeder Anderung des pH-Wertes wurden
jeweils fiinf Sdulenvolumina Phosphatpuffer zugegeben. Es zeigte sich, daf} die
Decarboxylase-Aktivitdt ab pH 6,8-6,9 zu eluieren beginnt (vgl. Elutionsprofil in Abb.
3.31a). Bei pH 7,3 ist der Hauptteil der Decarboxylase von der Sdule gewaschen. Bei
weiterer Erhohung des pH-Wertes um je 0,5 pH-Einheiten eluieren jeweils nur noch

Spuren von Decarboxylase und Gesamtprotein.
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Abb. 3.31a: Elutionsprofil der Liganden-Affinitdtschromatographie bei Elution durch Erhdhung des pH-
Wertes (Kaliumphosphatpuffer SOmM). Die aufgefangenen Fraktionen (fiinf Sdulenvolumina
je pH-Wert) wurden spektralphotometrisch auf ihre Decarboxylase-Aktivitdt untersucht. Die
Proteinbestimmung erfolgte nach Warburg und Christian.

Im Folgenden wurde dieser Versuch als Einschritt-Elution durchgefiihrt: Der Auftrag
erfolgte bei pH 6,7, die Elution bei pH 7,3 (die Ionenstirke betrug jeweils S0mM). Auf

diese Weise wurde eine Anreicherung um den Faktor 9 erreicht.

3.8.4.2  Elution durch Erhéhung der lonenstéarke
Nach Auftrag der Decarboxylase-Probe bei einer lonenstirke von 50mM (pH 6,7)
wurde diese schrittweise um 50mM erhdht. Vor jeder Anderung der Ionenstéirke wurden
jeweils fiinf Sédulenvolumen Puffer zugegeben. Die Decarboxylase-Aktivitit eluiert
bereits bei geringer Erhdhung der Ionenstirke (vgl. Elutionsprofil in Abb. 3.31b). Bei
150mM ist der Hauptteil der Decarboxylase von der Sdule gewaschen. Bei weiterer
Erh6éhung der Ionenstirke eluieren nur noch geringe Mengen an Decarboxylase und

Gesamtprotein.
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Abb. 3.31b: Elutionsprofil der Liganden-Affinititschromatographie bei Elution durch Erhohung der
Ionenstérke (Kaliumphosphatpuffer pH 6,7). (Zur Erstellung des Profils vgl. Abb. 3.31a)

Auch diese Elutionsmethode wurde als Einschritt-Elution vereinfacht: Der Auftrag
erfolgte bei einer lonenstirke von 75mM, die Elution bei 150mM (der pH-Wert betrug

jeweils 6,7). Auf diese Weise wurde ein Anreicherungsfaktor 11 erzielt.

3.8.43  Kombination beider Elutionsverfahren
Das Eluat einer liber Erhhung des pH-Wertes angereicherten Decarboxylase wurde
eingeengt und erneut auf die (inzwischen gereinigte) Sdule aufgetragen. AnschlieBend
wurde tlber Erhohung der Ionenstirke eluiert. Auf diese Weise wurden beide
Elutionsmethoden kombiniert (beide Methoden wurden als Einschritt-Elutionen

durchgefiihrt). Insgesamt wurde so ein Reinigungsfaktor von 17 erreicht.

3.8.4.4  Spezifische Elution durch Zugabe von Mellitsdure zum Elutionspuffer
Durch Zugabe des Enzymsubstrates Mellitsdure in unterschiedlichen Konzentrationen
zur adsorbierten Decarboxylase wurde versucht, diese spezifisch abzuldsen. Der
Probenauftrag erfolgte in 7SmM Phosphatpuffer, pH 6,7. Die Elution erfolgte im selben
Puffer, dessen Mellitsdure-Konzentration nach jeweils fiinf Sdulenvolumen um je 25uM
erhoht wurde. Ab einer Konzentration von 50uM Mellitsdure kam es zu einer Elution

der Decarboxylase (vgl. Elutionsprofil in Abb. 3.31c).
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Abb. 3.31c: Elutionsprofil der Liganden-Affinitatschromatographie bei Elution durch Zugabe von
Mellitsdure zum Elutionspuffer (Kaliumphosphatpuffer 75mM, pH 6,7). Die Protein-
bestimmung erfolgte nach Bradford, da die UV-Absorption der Mellitsdure in den aufge-
fangenen Fraktionen eine Bestimmung nach Warburg und Christian unmdglich machte.

Hierbei ergab sich ein interessanter Nebeneffekt: Die zugegebene Mellitsdure wurde
beim Sdulendurchlauf zu Pyromellitsdure decarboxyliert (gezeigt tiber UV-Spektrum
der Eluate), und zwar auch dann, wenn kaum oder gar keine Decarboxylase von der
Saule eluierte (c[Mel] = 25uM).

Diese Elutionsmethode wurde wiederum als Einschritt-Elution vereinfacht: Der Auftrag
erfolgte in 75mM Phosphatpuffer bei pH 6,7 ohne Mellitsdure, die Elution wurde im
gleichen Puffer durchgefiihrt, welcher zusitzlich 250uM Mellitsdure enthielt. Die
aufgefangenen Fraktionen enthielten zusammen 50-70% der aufgetragenen Mellitsdure-

Decarboxylaseaktivitét, welche um Faktoren von 40-60 angereichert vorlag.

3.8.45  Erhohung der Spezifitat durch Senkung von pH-Wert und lonenstéarke
Parallel zur spezifischen Elution der Mellitsdure-Decarboxylase eluierte auch immer
unspezifisch weiteres Protein. Um diesen Effekt zu minimieren, wurde die Affinitats-
Elution dahingehend modifiziert, daB pH-Wert und Ionenstirke des Elutionspuffers
erniedrigt wurden (40mM, pH 6,0). Dadurch sollte unspezifisch an die Matrix
adsorbiertes Protein fester an diese gebunden werden. In der Tat konnte so der
Anreicherungsfaktor weiter erhoht werden, und zwar auf Werte bis zu 175. Wie im
Elutionsprofil deutlich zu sehen ist (Abb. 3.31d), befand sich nach der spezifischen
Elution noch eine betrdchtliche Menge Protein auf der Siule, welches durch

Phosphatpuffer 100mM, pH 8,5 eluiert werden konnte. In allen vorherigen
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Elutionsversuchen wurde durch diesen zweiten Elutionspuffer so gut wie kein
Restprotein mehr von der Sdule gewaschen (vgl. auch 3.8.4.1.); folglich eluierte dieses

zuvor zeitgleich mit der Decarboxylase. Dies erklért die weitere deutliche Erhhung des

Anreicherungsfaktors.
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Abb. 3.31d: Elutionsprofil der Liganden-Affinititschromatographie bei Elution durch Zugabe von
Mellitsdure [300uM] zum Elutionspuffer (Kaliumphosphatpuffer 75mM, pH 6,7) bei
gleichzeitiger Senkung von pH-Wert und lonenstérke (auf pH 6,0 / 40mM). Die Protein-
bestimmung erfolgte wiederum nach Bradford.

3.8.5 Vergleich der verschiedenen Elutionsmethoden
Durch Zugabe von Mellitsdure zum Elutionspuffer konnte die Anreicherung der

Mellitsdure-Decarboxylase gegeniiber den ,klassischen®, unspezifischen Elutions-
methoden (Erhéhung von pH-Wert und/oder Ionenstirke) um einen Faktor 3-5
verbessert werden. Die zusitzliche Senkung von pH-Wert und lonenstirke fiihrt zu
einer zusétzlichen Steigerung um einen Faktor 3. Insgesamt konnten dadurch
Reinigungsfaktoren erzielt werden, die im dreistelligen Bereich lagen.

Die Ergebnisse der verschiedenen Methoden sind in Abb. 3.32 vergleichend dargestellt.
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Abb. 3.32: Vergleich der verschiedenen Elutionsmethoden. Gezeigt sind jeweils die
maximal erreichten Anreicherungsfaktoren.
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3.8.6 Anreicherung und Reinigung der Mellitsaure-Decarboxylase

Der Stamm LFG19a (Sinorhizobium morelense) wurde wie unter 2.4.1 beschrieben in
Mineralsalzmedium mit Pyromellitsdure als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle
angezogen. Nach Zellernte und -aufschluB wurden die Zelltriimmer sowie die
Zellmembranen mittels Ultrazentrifugation abgetrennt (Fraktion 1). Die Mellitsdure-
Decarboxylase wurde durch fraktionierte Ammoniumsulfatfdllung angereichert
(Uberstand 1,6M gefillt mit 2,2M — Fraktion 2). Durch Ultrafiltration wurde das Pellet
der Ammonium-sulfatfallung entsalzt, eingeengt und im Equilibrierungspuffer
(Kaliumphosphatpuffer 75mM, pH 6,7) aufgenommen (Fraktion 3). Diese Probe wurde
auf die LAC-Sdule aufgetragen. Nach Spililen mit 10 Siulenvolumen
Equilibrierungspuffer wurde die Mellitsdure-Decarboxylase mit 10 Sdulenvolumen
Elutionspuffer (Kaliumphosphat-puffer 40mM, pH 6,0 incl. 300uM Mellitsdure)
spezifisch eluiert. Dieses Eluat wurde durch erneute Ultrafiltration durch eine 30kDa-
Membran eingeengt und von Mellitsdure befreit (da diese die photometrische Messung
der Enzymaktivitét storen wiirde) — Fraktion 4.

Insgesamt wurde das Enzym hierdurch um den Faktor 407 angereichert. In Abb. 3.33 ist

die schrittweise Anreicherung der Decarboxylase dargestellt.
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Abb. 3.33: Reinigung der Mellitsdure-Decarboxylase aus S. morelense/E. adhaerens (LFG19a).
Die Zahlenwerte geben die spezifische Aktivitit der Proteinfraktionen der jeweiligen
Reinigungsstufe wieder. Die Anzucht erfolgte mit Pyromellitsdure als C-Quelle.
(1,8-2,2M: Vereinigte Sedimente der (NH,4),SO4-Féllung bei diesen Konzentrationen;
UF: Retentat d. Ultrafiltration; Affi-Eluat: Eluat d. Liganden-Affinitdtschromatographie).

Mit den vier oben beschriebenen Fraktionen wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt, um
die fortschreitende Reinigung zu dokumentieren (Abb. 3.34). Hierzu wurden jeweils
etwa 15ug Protein auf das Gel aufgetragen. Die Anreicherung der Decarboxylase ist

bereits nach der Ammoniumsulfatfallung zu erkennen. Deutlich ist auch zu erkennen,
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daB3 durch die Ultrafiltration das Gros der kleineren Proteine und Peptide entfernt
werden konnte. Nach der Liganden-Affinitdtschromatographie ist nur noch eine Bande

deutlich zu sehen.

Eluat d.

Cytoplasm. Aussalzen Retentat Affinitats-

MW- Extrakt mit 1,8-2,2M Ultrafiltra- chromato-
Marker nach UZ (NH4),SO4  tion 30kDa  graphie

Abb. 3.34 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinfraktionen der verschiedenen
Reinigungsstufen der Mellitsdure-Decarboxylase aus dem Stamm LFG19a.

3.9 Diauxisches Wachstum und differentielle Genexpression

3.9.1 Fermentation des Stammes LFG19a mit Glucose und Pyromellitsdure

Im Folgenden sollte die Induzierbarkeit der Mellitsdure-Decarboxylase gezeigt werden.
Hierzu wurden verschiedene Konzentrationen an Pyromellitsdure (0,02 bis 0,1%) zu
mehreren mit Glucose in Mineralsalzmedium LFR wachsenden Kulturen des Stammes
LFG19a gegeben und zu unterschiedlichen Zeiten (1h, 2h, 4h und 8h nach Zugabe)
Zellernten durchgefiihrt. Es konnte jedoch keine Decarboxylase-Aktivitit in den
Zellextrakten nachgewiesen werden.

Stattdessen wurde bei Anzucht in einem improvisierten Kleinfermenter ein diauxisches
Wachstum beobachtet: Nach Aufbrauchen der Glucose kam es zu einer Umstellung des
Stoffwechsels, anschliefend wuchs der Stamm mit Pyromellitsdure weiter (vgl.
Wachstumskurve in Abb. 3.35). Dies spiegelte sich auch in der pH-Wert-Entwicklung
wieder: Bei Wachstum mit Glucose kam es zu Saurebildung, wohingegen die

Decarboxylierung der Pyromellitsdure eine Alkalisierung des Mediums zur Folge hatte.
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Abb. 3.35: Halblogarithmische Wachstumskurve des Stammes LFG19a in LFR-Medium mit den
C-Quellen Glucose und Pyromellitsdure (je 3g/L). Nach einer gut dreistiindigen lag-
Phase kommt es zu exponentiellem Wachstum, welches knapp 10h anhielt. Danach
kam es zu einer stationdren Phase von einigen Stunden, an welche sich ein erneutes
exponentielles Wachstum anschlof3. Die diauxische Form des Wachstums 1dt sich
auch an der pH-Kurve erkennen: Zunéchst fiihrt die Verwertung der Glucose zu einer
Ansduerung des Mediums, anschlieBend bewirkt die Decarboxylierung der
Pyromellitsdure eine Alkalisierung bis weit iiber den Ausgangs-pH-Wert hinaus.

Durch Zugabe eines pH-Indikators (Phenolrot, 3mL/L einer Img/mL konzentrierten
Stammldsung) konnte die Diauxie auch mit bloBem Auge verfolgt werden (vgl. Abb. 3.36).

. 3 : : . T I a—

Abb. 3.36: Visualisierung der pH-Entwicklung bei diauxischem Wachstum des Stammes LFG19a.
Der zugegebene pH-Indikator Phenolrot schlug zunichst von orange (neutral) nach gelb um
(8 u. 12h), was die Saurebildung bei Wachstum mit Glucose dokumentiert. Nach Beginn der
zweiten Wachstumsphase farbte sich der Indikator wieder orange (20 u. 25h) und schlielich
pink (38h), was eine Alkalisierung des Mediums bei Wachstum mit Pyromellitsdure anzeigt.

3.9.2 Proteinreinigung und vergleichende SDS-PAGE
Jeweils in der exponentiellen Wachstumsphase wurde ein Teil des Fermenters geerntet.
Die Zellen wurden abzentrifugiert und aufgeschlossen; die Proteinreinigung erfolgte
wie oben beschrieben. Die Proteinfraktionen vor und nach der Ligandenaffinitits-
chromatographie wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 3.37). Dabei zeigte sich

eine grofe Ahnlichkeit des Proteinbandenmusters der Rohextrakte nach Wachstum mit



102 ERGEBNISSE

Glucose und  Pyromellitsdure. = Dagegen @ war nach der  Liganden-
Affinititschromatographie nur im Extrakt nach der zweiten Wachstumsphase eine
Bande zu sehen. Im Extrakt der ersten Wachstumsphase lieB sich auch

spektralphotometrisch keine Decarboxylase-Aktivitidt nachweisen.

. HO X ~0H_-0, o~ ~c?Oe %
Vergleichende I 0
. .. 0_-:_-0/0-‘-.*.- /c\ ~OH
Proteinreinigung Bd oYy " I © %
nach diauxischem ” OH o
Wachstum MW- Cytoplasm. Ex-  giyq¢ affini-  Cytoplasm.  Ex- Eluat Affini-
Marker trakt nach Aus-  ysischrom. trakt nach Aus- tatschrom.
salzen und UF salzen und UF
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Abb. 3.37: Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinfraktionen aus dem Stamm
LFG19a nach diauxischem Wachstum mit Glucose (Spuren 2 u. 3) und
Pyromellitsdure (Spuren 4 u. 5). Wiahrend die Bandenmuster im Rohextrakt
sich stark #hneln, 148t sich nur im LAC-Eluat der in der zweiten
Wachstumsphase geernteten Fraktion eine Bande ausmachen.

3.10 Differentielle  Genexpression bei  Anzucht mit
unterschiedlichen carboxylierten Aromaten

3.10.1 Anzucht
Um herauszufinden, ob die Mellitsdure-Decarboxylase generell bei Wachstum mit
Aromaten oder nur mit polycarboxylierten Aromaten exprimiert wird, wurde der Stamm
LFG19a nach Vorkultur in LFR-Mineralsalzmedium mit 3g/L Glucose in sechs
verschiedene Hauptkulturen tiberimpft, welche als C-Quelle Aromaten mit einer bis
sechs Carboxylgruppen enthielten (vgl. Abb. 3.38). Als Kontrolle diente eine siebte
Hauptkultur mit Glucose als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle. Die

Konzentration der C-Quellen in den Hauptkulturen betrug ebenfalls 3g/L.
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Abb. 3.38: Bei der differentiellen Anzucht des Stammes LFG19a verwendete Kohlenstoffquellen.
Die Hauptkulturen wuchsen nach dem Animpfen unterschiedlich schnell und gut.
Wihrend die Glucose-Kultur wie erwartet sofort weiter wuchs, stellte sich in den
anderen Kolben eine lag-Phase ein. Die Kulturen mit Protocatechusidure und
Pyromellitsdure iiberwanden diese am schnellsten (iiber Nacht), die Kultur mit 5-
Hydroxyisophtalsdure bendtigte rund 24h. Mit Benzen-1,2,4-tricarbonsidure sowie
Benzenpentacarbonsdure und Mellitsdure beanspruchten die Kulturen iiber 2 Tage fiir
ein weiteres erkennbares Wachstum. Auch die letztlich erreichte optische Dichte

unterschied sich erheblich:

C- Glucose | Protocate- | 5-Hydroxy- Benzen- Pyromellit Benzen- Mellit
Quelle chusdure | isophtalsre | 1,24-tricar. -saure pentacarb. | -saure
ODgng >6,0 35 2,1 0,6 3,8 0,8 11

Tab. 3.11: Mit verschiedenen C-Quellen (3g/L) im Schiittelkolben in LFR-Medium erreichte optische
Dichten.

3.10.2 Proteinreinigung

Jeweils gegen Ende des bakteriellen Wachstums wurden die Kolben geerntet. Die
Zellen wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen; die Proteinreinigung erfolgte wie
oben beschrieben (vgl. 3.8.6). Hierbei stellte sich heraus, dal3 es bei einem Wachstum
mit einer Kohlenstoffquelle mit mehr als zwei Carboxylgruppen zu einer Induktion der
Mellitsdure-Decarboxylase kam, wobei die Expression bei Anzucht mit Benzen-1,2,4-
tricarbonsdure allerdings sehr gering ausfiel. Das Enzym konnte iiber Liganden-
Affinitdtschromatographie bis iiber 1000fach angereichert werden. Tabelle 3.12 zeigt
die gemessenen Decarboxylase-Aktivititen nach Anzucht mit den oben erwdhnten
Kohlenstoffquellen sowie die spezifischen Aktivititen und Reinigungsfaktoren bei den
verschiedenen Reinigungsstufen.

Die Proteinfraktionen vor und nach der Liganden-Affinitdtschromatographie wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die nach der LAC deutlich hervortretende Bande bei
45kDa  (Abb. 3.39b) nach Anzucht mit Benzentri-, -tetra-, -penta-, und -hexa-
carbonsdure lieB sich auch vor der LAC bereits in den betreffenden vier Spuren des

Proteingels ausmachen (Abb. 3.39a).




104

ERGEBNISSE

Substrat Reinigungsstufe spez. DeCO,ase- | Reinigungsfaktor
Aktivitat [mU/mg]
Glucose Ultrazf
o SO _o, frakt. Aussalzen
m UF 30kD
s 1™ Affi-Eluat
Protocatechu- uz
5 frakt. Aussalzen
saure
HW:/EO):: UF 30kD
Affi-Eluat
5-Hydroxy- uz
i htalsaur frakt. Aussalzen
sophtalsaure - | uFaoko
Affi-Eluat
Benzen-1,2,4- oon| YZ 1,0 -
tricarbonsaure frakt. Aussalzen 54 54
. oon| UF 30kD 7.7 7,7
Affi-Eluat 1352 1352
Pyromellitsaure con| U7 10,0 -
@ frakt. Aussalzen 49 4,9
00 oon| UF 30kD 90 9,0
Affi-Eluat 4067 406
Benzenpenta- coon| YZ 2,2 -
5 frakt. Aussalzen 10,0 45
carbonsaure ’ ’
4| UF 30kD 11,2 53
Affi-Eluat 1105 502
Mellitsaure uz 4,5 -
frakt. Aussalzen 17,5 3,9
UF 30kD 17,8 4,0
Affi-Eluat 1119 249

Tab. 3.12: Ergebnisse der Aktivitdtstests fiir

Mellitsdure-Decarboxylierung und erzielte
Reinigungsfaktoren bei Anzucht des Stammes LFG19a (Sinorhizobium
morelense/Ensifer adhaerens) mit verschiedenen C-Quellen.

Ab drei Carboxylgruppen am Ring wurde die Expression eciner Mellitséure-
Decarboxylase induziert. Diese lieB3 sich iiber fraktionierte
Ammoniumsulfatfillung anreichern und mittels LAC spezifisch reinigen.
Insgesamt wurden dabei Reinigungsfaktoren von einigen Hundert bis iiber 1000

erzielt.

N O R, S Do e DoC e
_____________

s

=,

—

Abb. 3.39a: Gelelektrophoretische Auftrennung der Proteinfraktionen vor der Liganden-

Affinitdtschromatographie nach differentieller Anzucht mit den oben aufgefiihrten
C-Quellen.

Der Pfeil indiziert die Decarboxylase-Bande, welche in den rechten vier Spuren
zu sehen ist, wohingegen bei Anzucht mit Glucose, Protocatechusdure sowie 5-
Hydroxyisophtalsdure keine solche Bande hervortritt.
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Gelelektrophoretische Auftrennung der Proteinfraktionen nach der Liganden-
Affinititschromatographie nach differentieller Anzucht mit den dartiber dargestellten C-
Quellen.

Der Pfeil indiziert wiederum die Decarboxylase-Bande, welche nach Anzucht mit einem
Aromaten substituiert mit > 3Carboxylgruppen auftritt.

Zu beachten ist, daB hier im Gegensatz zu oben (Abb. 3.39a) die deutlich
empfindlichere Silberfarbung durchgefiihrt wurde.

Um noch eindeutiger zu belegen, dal das Bandenmuster bei Anzucht mit allen vier

polycarboxylierten Aromaten identisch ausfillt, wurde ein zusétzliches Proteingel mit

nur fiinf Taschen gegossen, in welchem nur die Eluate der LAC dieser vier Zellextrakte

aufgetrennt wurden. In Abb. 3.40 kann man deutlich sehen, daB3 hier nicht nur in allen

vier Féllen eine gleich groBe Decarboxylase exprimiert wird, sondern daf3 offenbar

insgesamt ein sehr dhnliches Proteom vorliegt.

- m/(;: "xm g

Marker

‘Abb. 3.40: Gelelektrophoretlsche Auftrennung der Protemfraktlonen nach der LAC nach

differentieller Anzucht mit den dariiber dargestellten C-Quellen. Die
Decarboxylase-Bande liegt in allen Fillen auf gleicher Hohe.
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Fiir eine in allen vier Fillen identische Mellitsdure-Decarboxylase spricht auch, daf3 sich
das Enzym in den vier Ansitzen (d.h. nach Anzucht mit den vier verschiedenen BCS)

mit denselben Methoden gleich gut reinigen lief3 (vgl. Abb. 3.41).

~ Reinigung der Mellitsdure-Decarboxylase aus LFG 19a
spez. Aktivitat
[mU/mg]
10000+
1000
100
10+ [
1,
124 Pyro Penta Mel
C-Quelle
[@UltraZf m AmmSulf 1.8-2.2M 0 UF 30kDa 0 Affi-Eluat |

Abb. 3.41: Logarithmische Darstellung der Reinigung der Mellitsdure-Decarboxylase des
Stammes LFG19a (Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens).
Trotz erheblich unterschiedlicher Ausgangsaktivitidt in den Rohextrakten lag
die spezifische Aktivitit nach der LAC in der gleichen Grofenordnung. Der
sehr dhnliche Verlauf der Reinigung legt (wie auch die gleiche Position der
Bande) die Annahme nahe, daB3 es sich in allen vier Fillen um das identische
Enzym handelt.
(Mel: Mellitsdure; Penta: Benzenpentacarbonsédure; Pyro: Pyromellitsdure;
1,2,4: Benzen-1,2 4-tricarbonséure).

3.11 Nachreinigung und Auftrennung in reduzierendem Puffer
Um die in Abb. 3.40 zu erkennenden verbliebenen Verunreinigungen mit anderen
Proteinen zu entfernen, wurde das Eluat der LAC (nach Anzucht mit Pyromellitsdure)
ein zweites Mal iiber LAC gereinigt. Das Eluat wurde erneut gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Dabei wurde ein Teil der Probe in reduzierendem Probenpuffer aufgekocht
(vgl. 2.14.2), um eine eventuelle Auftrennung in Untereinheiten durch Spaltung von
Disulfidbriicken zu bewirken.

Die zweite Reinigung mittels LAC fiihrte zu einer Erhdhung der spezifischen Aktivitét
auf tiber 11 U/mL (vorher 4,06 U/mL), d.h. eine weitere Anreicherung um den Faktor
drei. Die gelelektrophoretische Auftrennung (Abb. 3.42) zeigte eine vollstindige
Reinigung der Decarboxylase bis zur Homogenitédt; auch nach Silberfarbung waren
keine weiteren Banden im Gel erkennbar. Die Reduktion mittels Mercaptoethanol blieb

ohne sichtbare Folgen; es kam zu keiner Aufspaltung des Proteins in Untereinheiten.
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Abb. 3.42: Gelelektrophoretische Auftrennung des Eluates der zweiten LAC. AuBer der
Decarboxylase ist keine weitere Proteinbande im Gel erkennbar. Die Reduktion mit
Mercaptoethenol blieb ohne Auswirkung auf das Verhalten des Proteins bei der
SDS-PAGE.
3.12 Native Gelelektrophorese

Mit der zweifach {iber Liganden-Affinitidtschromatographie gereinigten Mellitsdure-
Decarboxylase wurde nun eine native Gelelektrophorese durchgefiihrt, um das
eventuelle Vorliegen funktioneller Di- bzw. Multimere des Enzyms sichtbar zu machen,
welche in der (denaturierenden) SDS-PAGE zerlegt worden wéren. AuBlerdem sollte als
Vorbereitung fiir eine Aktivitdtsfarbung die Position der Decarboxylase-Bande im
nativen Gel bestimmt werden.

Das native Gel zeigte in der Tat das Auftreten mehrerer Banden auch bei Coomassie-
Farbung (Abb. 3.43), obwohl im SDS-Gel auch nach Silberfiarbung keine zusatzlichen
Banden mehr erkennbar waren. Diese lagen in regelméBigen Abstdnden iibereinander.
Offenbar ist die Decarboxylase in der Tat zur Ausbildung von Multimeren befdhigt,
wenn auch eine Bande deutlich am stéirksten vertreten war. Diese befand sich direkt
unterhalb der rot vorgefarbten Markerbande (72kDa) und damit in einer anderen

Position (relativ zum Marker) als im SDS-Gel.
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Abb. 3.43: Native PAGE der zweifach LAC-gereinigten Mellitsdure-Decarboxylase.
Das Gel zeigt eine Bande (A) der Decarboxylase unterhalb der vorgefdrbten Markerbande
(vgl. Abb. 3.39a) sowie in regelméfigen Abstdnden noch weitere drei Banden dartiber (B-D).

3.13 Entwicklung einer Aktivitatsfarbung

Um die Funktionalitit des Enzyms nach der Elektrophorese zu {iberpriifen, wurde eine
Aktivitdtsfarbung entwickelt, basierend auf dem Nachweis der Alkalisierung des
Mediums durch Decarboxylierung von Mellitsdure zu Pyromellitsdure (vgl. 2.15.2).
Hierzu wurden ca. 300mU Decarboxylase auf das Gel aufgetragen.

Die Fiarbung dauerte fast 3h. Dabei kam es durch den Umschlag des pH-Indikators m-
Nitrophenol zur Entwicklung einer leuchtend gelben Bande (Abb. 3.44) in exakt
derselben Position knapp unterhalb der rot vorgefarbten Markerbande, an welcher sich
die stirkste Bande in der nativen PAGE (vgl. Abb. 3.43) befunden hatte. Die beiden
nativen Gele gleichen sich nicht exakt, da flir die Aktivititsfarbung nur zwei Stunden
Elektrophorese bei 80V durchgefiihrt wurden (statt bei der anderen nativen PAGE 3h
bei 100V), um die Aktivitit des Enzyms moglichst wenig zu beeintriachtigen

(auBerdem: Durchfiihrung der Elektrophorese auf Eis).
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Abb. 3.44: Aktivititsfarbung der Decarboxylase nach nativer PAGE.
Deutlich ist die aus dem Farbumschlag des pH-Indikators resultierende gelbe Bande
knapp unterhalb der rot vorgefarbten Markerbande zu sehen.

3.14 Untersuchung der Decarboxylaseaktivitaten  flr
verschiedene Substrate

3.14.1 Decarboxylaseaktivitaten bei verschiedenen Reinigungsstufen
Um die Substratspezifitit der gereinigten Decarboxylase zu priifen, wurde die Aktivitét
fir die Decarboxylierung von Mellitsdure, Benzenpentacarbonsdure und
Pyromellitsdure vergleichend untersucht.

Hierzu wurden Proben der verschiedenen Reinheitsstufen des Enzyms nach Anzucht
mit Pyromellitsdure zu den jeweiligen Substraten gegeben und die Decarboxylierung
mittels der unter 2.7 beschriebenen Enzymtests spektralphotometrisch quantifiziert.

Hierbei zeigte sich, dass unabhingig von der Reinheitsstufe die relative Aktivitit fiir die
Umsetzung von Mellitsdure und Benzenpentacarbonsdure nahezu identisch war (Abb.
3.45). Hingegen zeigte sich fiir Pyromellitsdure mit zunehmender Reinheit des Enzyms

eine erhebliche Abnahme der Aktivitit: Wihrend im Rohextrakt die Aktivitat etwa 50%
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der Aktivitdit fiir die beiden hoéher carboxylierten Aromaten betrug, sank dieses
Verhidltnis nach der Ammoniumsulfatfillung zu Ungunsten der Pyromellitséure-
Decarboxylaseaktivitdt auf nur noch etwa 5%, d.h. die relative Aktivitdt fiir dieses
Substrat wurde durch diesen Anreicherungsschritt um eine GroBenordnung gesenkt.
Nach der Liganden-Affinitidtschromatographie war keine Decarboxylase-Aktivitadt fiir

Pyromellitsdure mehr detektierbar.

Relative Decarboxylase-Aktivitat flr verschiedene polycarboxylierte
Aromaten bei unterschiedlichen Reinigungsstufen

rel. Decarboxylase-Aktivitéat (AnZUCht auf Pyrome”itsaure)

(Mellitsre = 100%)

100+
90
80
70
60 | Mel
50- O Penta
40- O Pyro
30+
20+
10-
0,

Ultrazf AmmSulf UF30kDa Affi-Huat
1,8-2,2M

Abb. 3.45: Aktivititsverteilung der Decarboxylase des Stammes LFG19a (Sinorhizobium
morelense/Ensifer adhaerens) fiir verschiedene Substrate.
Wihrend das Verhéltnis der Aktivitdt fiir Mellitsdure und Benzenpentacarbonsiure
unabhingig von der Reinigungsstufe nahezu gleich bleibt, sinkt die relative Aktivitét
fiir Pyromellitsdure durch die Ammoniumsulfatfillung um 90%; nach der LAC ist
keine Decarboxylase-Aktivitét fiir dieses Substrat mehr mef3bar.
(Mel: Mellitsdure; Penta: Benzenpentacarbonsdure; Pyro: Pyromellitsdure; 1,2,4:
Benzen-1,2,4-tricarbonsiure).

3.14.2 Decarboxylaseaktivitdt in Abhangigkeit von der bei der
Anzucht verwendeten C-Quelle

Der oben beschriebeneVergleich der Decarboxylase-Aktivititen bei unterschiedlichen
Reinheitsstufen wurde nun in Abhéngigkeit von der bei der Anzucht verwendeten C-
Quelle wiederholt. Dabei zeigte sich bei Anzucht mit Mellitsdure und
Benzenpentacarbonséure das gleiche Bild wie oben fiir die Anzucht mit Pyromellitsidure
beschrieben: Wihrend das Verhdltnis der Aktivitit fiir Mellitsdure und

Benzenpentacarbonsdure unabhidngig von der Reinigungsstufe nahezu gleich blieb, sank
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die relative Aktivitit fiir Pyromellitsdure durch die Ammoniumsulfatfallung auf 10%
des wurspriinglichen Verhéltnisses; nach der LAC war in allen Féllen keine
Decarboxylase-Aktivitét fiir dieses Substrat mehr meBbar (Abb. 3.46). Bei allen drei
Ansitzen war zudem nach der Ultrafiltration eine leichte Zunahme der spezifischen
Decarboxylase-Aktivitét fiir Pyromellitsdure zu verzeichnen.

Die relative Decarboxylase-Aktivitit fiir Pyromellitsdure war bei Anzucht mit
Pyromellitsdure am hochsten.

Bei Anzucht mit Benzen-1,2 4-tricarbonsdure verhielt sich die Aktivitét fiir die beiden
hoher carboxylierten Aromaten analog zur Anzucht mit Pyromellitsdure,
Benzenpentacarbonsdure und Mellitsdure. Allerdings war hier keine Aktivitdt fiir

Pyromellitsdure detektierbar.

100
rel. Decarb- %
g0 |-oxylase—— =
Aktivitat = ®
50 W 30
100%) oS5
50
401 o
©
20 ~ Mel
Penta
0,
o ‘ Pyro
8 Sfortsqh_reitendeo —_—
:cjd QC) Reinigung ; :“ D Per
2 o o- o O Penta
= . B Mel
s C-Quelle bei Anzucht SRR

Abb. 3.46: Vergleich der Decarboxylase-Aktivitdten fiir verschiedene Substrate bei Anzucht von
LFG19a (Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens) auf verschiedenen
Benzencarbonsduren.

Wihrend das Verhiltnis der Aktivitdt fiir Mellitsdure und Benzenpentacarbonséure
unabhéngig von der Reinigungsstufe nahezu gleich bleibt, sinkt die relative Aktivitét
fiir Pyromellitsdure durch die Ammoniumsulfatfillung um 90%; nach der LAC ist
keine Decarboxylase-Aktivitit fiir dieses Substrat mehr messbar. Die Aktivitét fiir
Pyromellitsdure ist bei Anzucht mit Pyromellitsdure relativ am hochsten. Bei
Anzucht mit Benzen-1,2,4-tricarbonséure hingegen ist gar keine Aktivitdt fiir diese
BCS nachweisbar.

(Abkiirzungen wie Abb. 3.45; ,fortschreitende Reinigung® entspricht den vier
Reinigungsstufen in Abb. 3.45).
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3.15 Untersuchung der enzymatischen BCS-Decarboxylierung
durch den Stamm LFG19a mittels HPLC

3.15.1 Decarboxylierung von Mellitsaure durch den Rohextrakt des
Stammes LFG19a

Die enzymatische Decarboxylierung von Mellitsdure durch den Stamm LFG19a
(Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens) wurde mit Hilfe der Hochauflosenden
Fliissigchromatographie ~ (HPLC)  verfolgt. Dabei konnte eine dreifache
Decarboxylierung der Mellitséure liber Benzenpentacarbonséure und Pyromellitsdure zu

Benzen-1,2,4-tricarbonsdure dokumentiert werden (Abb. 3.47).

{ "= - 8 Abb. 347: DAD-Spektren der
: sequentiellen enzymatischen De-
carboxylierung von Mellitsdure
durch einen Rohextrakt des
Stammes LFG19a (Anzucht mit
i i Pyromellitsdure). Testansatz:
P Lo 0,01 % Mellitaure in 50 mM
B Phosphatpuffer + Rohextrakt aus
o LFG19a (Aktivitit im Ansatz:
Renmaa’ T o ENRERRRNT Y ca. 20 mU/mL).
Deutlich ist das Auftreten zweier Zwischenprodukte (Benzenpentacarbonsédure und Pyromellitsdure) zu
erkennen, bevor schlieBlich Benzen-1,2,4-tricarbonsdure als stabiles Endprodukt der Decarboxylierung
entsteht (Aufnahme ca. alle 10min).
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3.15.2 Decarboxylierung von Mellitsaure durch die mittels LAC gereinigte
Decarboxylase aus dem Stamm LFG19a

Die gereinigte Decarboxylase war nur zu einer zweifachen Decarboxylierung der
Mellitsdure iiber Benzenpentacarbonsdure zu Pyromellitsdure befdhigt (Abb. 3.48). Die
Entstehung von Benzen-1,2,4-tricarbonsdure konnte nicht detektiert werden.

Pyromellitsdure wurde durch die gereinigte Decarboxylase nicht umgesetzt.

z] 4 H 5

Abb. 3.48: DAD-Spektren der
sequentiellen enzymatischen
Decarboxylierung von Mellit-
"= s@ure durch die mittels LAC
gereinigte Mellitsdure-Decarbo-
xylase aus dem Stamm LFG19a
(Anzucht mit Pyromellitséure).
Testansatz: 0,01 % Mellitdure in
50 mM Phosphatpuffer + LAC-
Eluat aus LFG19a (Aktivitdt im
—— MM T Nl Ansatz: ca. 20 mU/mL).

Es erfolgt eine zweifache Decarboxylierung der Mellitsdure iiber Benzenpentacarbonsiure zu
Pyromellitsdure. (Aufnahme ca. alle 10min)

3.15.3 Decarboxylierung von Pyromellitsdure durch verschiedene
Fraktionen der Ammoniumsulfatfallung

Da die Decarboxylase-Aktivitit fiir Pyromellitsdure im zur weiteren Reinigung

verwendeten Pellet der Ammoniumsulfatfillung (1,8-2,2M) nur noch 10% der

Ausgangsaktivitit betrug (siche Abb. 3.45 u. 3.46), wurden die verschiedenen

Fraktionen der Fillung mittels HPLC auf diese Aktivitét hin untersucht (Abb. 3.49). Es

zeigte sich, dal die meiste Aktivitdt fiir diese BCS erst bei hoheren Salzkonzentrationen

ausfiel (2,4-2,8M) als die Aktivitit fiir Mellitsdure (1,8-2,2M).
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1,0M 1,6M 2,2M 2,8M
nach 5min

& , & | i _ i

nach 35min

& & : & E

nach 71min
Bt | Het | S o |
= P 1| :-:::h . L f |

nach 115min

Abb. 3.49: Decarboxylierung von Pyromellitsdure durch verschiedene Fraktionen der
Ammoniumsulfatfillung eines Rohextraktes von LFG19a (0,01% Pyromellitsdure in
Kaliumphosphatpuffer (50mM, pH 6,5); Zugabe von je 1mg Proteinlosung zu 1mL
Testansatz.

Die hochste Decarboxylaseaktivitét fiir Pyromellitsdure befindet sich in der Fraktion
2,4-2,8M Ammoniumsulfat.

3.16 Enzymtests mit gereinigter Mellitsdure-Decarboxylase

Die bisher durchgefiihrten spektralphotometrischen Enzymtests fiir Mellitsdure- und
Benzenpentacarbonsédure-Decarboxylaseaktivitét hatten folgenden Nachteil: Durch den
geringen Anteil der Mellitsdure-Decarboxylase (MDCase) am Gesamtprotein mufte
immer relativ viel Rohextrakt zur BCS gegeben werden, um in kurzer Zeit eine
Decarboxylierung in nennenswertem Umfang zu erzielen. Dadurch kam es zu einer
Verzerrung der UV-Spektren im kurzwelligen Bereich unterhalb von 220nm (vgl. Abb.
2.1b).

Mit der gereinigten MDCase des Stammes LFG19a (Sinorhizobium morelense/Ensifer
adhaerens) konnte nun erstmals gezeigt werden, dal bei Zugabe des Enzyms zum
Substrat tatsdchlich eine vollstindige Umwandlung des UV-Spektrums der hdher
carboxylierten BCS zur geringer carboxylierten erfolgte (Abbildungen 3.50 und 3.51).
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Abb. 3.50a: UV-Spektren von Mellitsdure (rot)
und Pyromellitséure (griin)
(c[BCS]=30uM) in Kaliumphos-
phatpufter (50mM, pH 6,5).

1.20007

0 .4000

0 .0000 T T T T T T T ¥
200.00 220.00 240.00 260.00 280.00

Abb. 3.51a: UV-Spektren von Benzenpenta-
carbonsdure (blau) und Pyromellit-
sdure (griin) in Kaliumphosphat-
puffer (50mM, pH 6,5; c[BCS]
=30uM).

1.2000 T\

0.8000 \\' 2 ~

0.4000 "-\\“ \

0.0000

200.00 i ZZ‘D.OO I 240.00 i 260 .00 280 D;l
Abb. 3.50b: Decarboxylierung von Mellitsdure zu
Pyromellitsdure durch 4mU gereinigte
MDCase aus LFG19a. Die Spektren-
aufnahme erfolgte 0, 1, 2, 3, 5 und
7min nach Enzymzugabe.

11;7.00 ?.4&‘;,00 ¥ 260.00 280.00
Abb. 3.51b: Decarboxylierung von Benzenpenta-
carbonsdure zu Pyromellitsdure durch
2mU  gereinigte MDCase aus
LFG19a. Die Spektrenaufnahme
erfolgte 0, 2, 4, 6 und 10min nach
Enzymzugabe.

Als Gliicksfall fiir die spektralphotometrischen Enzymtests erwies sich die Tatsache,

daB das UV-Spektrum von Benzenpentacarbonsdure gewissermallen ein

,,Ubergangsspektrum* von Mellitsdure zu Pyromellitsiure darstellt (vgl. Abb. 3.52).

Andernfalls hitte es zu Beginn der
Tests unter Umstdnden zunéchst zu
einer Zunahme der Absorption bei der
beobachteten Wellenlénge oder
anderen Effekten kommen koénnen.
Dies war bei der Etablierung und
Optimierung des Enzymtests fiir die
MDCase (Lammerich, 1998 und
Krause, 2000) nicht bekannt.

\

1.20007
0.8000]

0 .40001

0.0000 T T T T T - —
200.00 220.00 240.00 260 .00 280.00

Abb. 3.52: UV-Absorptionsspektren von Mellitsdure
(rot), Benzenpentacarbonséure (blau) und
Pyromellitsdure (griin) (c[BCS]=30uM)
in Kaliumphosphatpuffer (50mM, pH
6,5). Die Spektren gehen gewissermalien
,flieend ineinander tiber.
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4 Diskussion

4.1 Chemische Untersuchung der Benzencarbonsauren (BCS)

4.1.1 Titrationskurven
Die Benzencarbonsduren erwiesen sich als ausgezeichnete Puffersysteme. Ab drei
Carboxylgruppen am aromatischen Ring kam es zu einer gleichmafigen Verteilung der
negativen Ladung, so daf es in den Titrationskurven zu keinen erkennbaren
UnregelméBigkeiten im Anstieg des pH-Wertes kam. Es ergaben sich regelrechte
»Litrationsgeraden®. Grund hierfiir ist, dass die Dissoziationsgleichgewichts-Systeme
der jeweiligen Carboxylgruppen am Ring sehr nahe beieinander liegen. Die pKs-Werte
der Mellitsdure sind: 2,08 2,46 3,24 444 5,50 6,59 (PETRIK Library, 2004
bzw. www.petrik.com).
Aufgrund dessen liegen bei der Titration von z.B. Mellitsdure die Mono-, Di-, Tri-,
Tetra-, Penta- und Hexacarboxylate nicht rein vor. Die Losung enthédlt {iber weite
Bereiche der Titration vermutlich sowohl vollstindig protonierte Mellitsdure als auch
alle sechs Anionentypen. Dadurch entsteht ein kompliziertes, dicht iiberlappendes
Puffersystem, das aus sechs Gleichgewichten zusammengesetzt ist:
MelHg/MelHs MelHs/MelH,” MelH,*/MelHs™
MelH;>/MelH,* MelH,"/MelH™ MelH>/Mel”
Erst am Aquivalenzpunkt der sechsten keine groflen Spriinge in der Titrations-
kurve auftreten (vgl. Abb. 4.1).

Dissoziationsstufe, wenn in der Losung

nur noch das sechsfach deprotonierte

i Yorlage: 60 ml S3ure {c=0,1 molil) ‘M“mﬂ#‘u‘

Mellitat ~ vorliegt und damit das | b
Puffersystem verbraucht ist, ist bei s S
weiterer Zugabe von Natronlauge eine g "

plotzliche und recht starke Anderung des é; A

44 Citronenséure

pH-Wertes zu erkennen (vgl. 3.1.1).

Aus demselben Grund ist auch die T
Citronensdure mit ihren Anionen ein sehr

L ot I i ) |

W

effektives und technisch gern genutztes O W 4 ® o 0 D0 W0 te w0

Puffersystem im pH-Bereich von 2-6, da

hier (im Gegensatz z.B. zu Phosphorsaure)

ml Katronlauge (c= 0,1 moli)

Abb. 4.1: Titrationskurven von Phosphorsiure
und Citronensdure. Aus: Bildungs-
server fliir Chemie/Uni Bielefeld:
http://dc2.uni-bielefeld.de/dc2/index.
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Hier konnte insbesondere die relativ preiswerte Pyromellitsdure als Alternative fiir
spezielle Anwendungen dienen, z.B. in Bakterienkulturen, die in einem weiten pH-
Bereich (bzw. bei stark verschiedenen pH-Werten) vergleichend untersucht werden
sollen. Wenn in diesen Experimenten immer dasselbe Puffersystem verwendet werden
soll, die Bakterien aber Citronensdure als Kohlenstoffquelle nutzen kénnen, wiirde sich
die alternative Verwendung von Pyromellitsidure anbieten (vorausgesetzt natiirlich, daf3
von dieser Substanz keine toxische Wirkung fiir die jeweiligen Bakterien ausgeht).
Auffallend ist der Unterschied der Titrationskurven von ortho- und meta-Phtalsdure
(3.1.1.7 und 3.1.1.8). Wihrend man bei ersterer die pKs-Werte an der graphischen
Darstellung ablesen kann, zeigt sich bei letzterer eine Titrationsgerade. Grund dafiir ist,
daB die pKs-Werte der Dicarbonsduren (Phtalsduren) wesentlich durch den
elektronenziehenden Effekt der zweiten Sduregruppe bestimmt werden. Dieser ist
wiederum abhingig von Distanz zwischen den beiden Carboxylgruppen, d.h. stirker in
Phthalsédure als in Isophthalsdure oder Terephthalsdure.

Allgemein gilt, dafl zwei nebeneinander stehende COOH-Gruppen Wasserstoftbriicken

untereinander ausbilden:

Iﬁl Iﬁll
@ Cﬁ“ﬁ“‘jH ...—_—W;‘ [@ ;H:‘E“ H

%l_f,:,Ol' +H o Eﬁ‘”gl

101 [

y

Abb. 4.2: Wechselwirkungen benachbarter Carboxylgruppen.

Damit lockern sie zunédchst eine O-H-Bindung. Das Proton dissoziiert leichter ab als bei
einer Monocorbonsédure oder bei einer Dicarbonsdure ohne Wechselwirkung wie der m-
Phthalsdure (Isophthalsdure) oder der p-Phthalséure (Terephthalséure).

Danach tritt aber der gegenteilige Effekt ein, dafl die nun entstehende H-Briicke starker
fixiert ist. Das geschieht einmal durch die negative Ladung. AuBlerdem entsteht ein
planarer und weitgehend spannungsfreier, symmetrischer Ring. Alle Kohlenstoffe und
Sauerstoffe sind sp*-hybridisiert. Die Planaritit ermdglicht somit eine Mesomerie, die
das System noch zusitzlich stabilisiert. Als Folge dissoziiert das zweite Proton bei
deutlich hoherem pH-Wert als bei den "normalen" Dicarbonsduren ab (Entnommen aus

Bildungsserver fiir Chemie/Uni Bielefeld).
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Das zeigt der Vergleich der pKs-Werte:

0-Phthalsiure pK; =2,90 pK, =15,35
m-Phthalséure pK; =3,52 pK, =4,55
p-Phthalsiure pK; =3,51 pK, =4,82

Entsprechend treten bei der Mellitsdure durch die unmittelbare Nachbarschaft von sechs
Carboxylgruppen beide Effekte auf, da ndmlich die Deprotonierungsreaktionen
wechselseitig sowohl geférdert wie auch gehemmt werden. Demzufolge miiite nach der
ersten Deprotonierung als néchstes eine Carboxylgruppe deprotoniert werden, die nicht
an der entstandenen Wasserstoffbriicke beteiligt ist. Dies ist begiinstigt bis zum
Tricarboxylat. Danach treten die stabilisierenden Effekte einer weiteren Deprotonierung
entgegen. Vermutlich liegen deshalb die ersten drei pKs-Werte sehr nahe beieinander
(2,08; 2,46; 3,24), wihrend die iibrigen drei pKs-Werte deutlich weiter auseinander und
zudem erheblich hoher liegen (4,44; 5,50; 6,59; PETRIK Library, 2004).

Bei Benzenpentacarbonsdure wird nur die Abspaltung der ersten zwei Protonen
begiinstigt. Entsprechend liegen hier nur die ersten beiden pKs-Werte niedrig und nahe
beieinander (2,34; 2,95). Die dritte Carboxylgruppe wird von den anderen
Carboxylgruppen relativ unbeeinfluflt deprotoniert (pKs = 3,94). Bei den letzten beiden
Carboxylgruppen merkt man den stabilisierenden Effekt der in den ersten zwei
Deprotonierungsreaktionen gebildeten Wasserstoftbriickenbindungen (pK4 = 5,07;
pKs = 6,25). Hier lassen sich also auch Aussagen zur Reihenfolge der Deprotonierung
machen (vermutlich zuerst begiinstigt Position 1/2 sowie 4/5, anschlieend Position 3
und zuletzt gechemmt die anderen Carboxylgruppen der Positionen 1/2 und 4/5).

Analog verhilt es sich bei der Pyromellitsdure: Die ersten beiden pKs-Werte liegen mit
2,42 und 3,13 sehr niedrig und nahe beieinander, pK; und pK4 mit 4,44 und 5,61
deutlich hoher und weiter voneinander (und von pK3) entfernt.

Dies erkldrt auch das unterschiedliche Verhalten der Benzentricarbonséduren bei der
Titration: Da bei der Benzen-1,3,5-tricarbonsdure keine unmittelbar benachbarten
Carboxylgruppen vorliegen, wird hier weder eine frithe Deprotonierung begiinstigt noch
eine spite gehemmt. Entsprechend liegt der pK; dieser BCS mit 3,14 am hdchsten
(relativ zu den anderen Tricarbonséduren), der pKs; hingegen mit 4,85 am niedrigsten.
Bei der Benzen-1,2,3-tricarbonsdure dagegen liegen alle drei Carboxylgruppe in
unmittelbarer Nachbarschaft. Daher liegen hier die pKs-Werte so weit auseinander, daf3

man in der Titrationskurve Wendepunkte ausmachen kann. Insbesondere der dritte pKs-
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Wert liegt mit 5,87 sehr hoch (und mit einer Differenz von 1,62 deutlich {iber dem pK5),
vermutlich weil das Dicarboxylat von zwei Seiten stabilisiert wird. Bei der Benzen-
1,2,4-tricarbonsdure ist die Abspaltung des ersten Protons begiinstigt; die des zweiten
erfolgt ,,neutral”, d.h. weitgehend unabhéngig von den anderen Carboxylgruppen. Hier
kann zur Reihenfolge der Deprotonierung postuliert werden, dall zunichst eine der
Carboxylgruppen an Position 1 oder 2 deprotoniert wird, danach die an Position 4 und
zuletzt die (durch eine Wasserstoffbriicke stabilisierte) an Position 1 bzw. 2. Auch hier
liegen die pKs-Werte deutlich weiter auseinander als bei der Benzen-1,3,5-
tricarbonsiure, allerdings ohne daB3 man es der Titrationskurve ansieht. Wahrscheinlich
fiihrt bei der Benzen-1,2,3-tricarbonsdure die elektrostatische AbstoBung zwischen den
unmittelbar benachbarten anionischen Carboxylaten zu einer zusétzlichen Hemmung
der Abspaltung des dritten Protons, so dafl nur hier ein Einfluf auf die Titrationskurve
sichtbar ist.

Generell gilt, dal eine BCS umso stirker als Sdure wirken kann, je mehr
Carboxylgruppen sich am Ring befinden, da die Sdurerest-Anionen durch den negativen
mesomeren Effekt stabilisiert werden; im Idealfall wird so die entstehende negative
Ladung tiber da ganze Molekiil verteilt.

Eine vollstindige Auflistung der pKs-Werte aller BCS ist im Anhang gezeigt.

4.1.2 Untersuchung der BCS mittels HPLC

Die BCS wurden vor Anfertigung dieser Arbeit ausschlieBlich anhand ihrer
Retentionszeiten identifiziert (Lammerich, 1998 sowie Krause, 2000). Diese
Identifizierung erwies sich oft als ungenau und mitunter schwer reproduzierbar, da bei
einem Wechsel der Sdule wie auch schon bei einem relativ hdufig durchzufiihrenden
Vorsdulenwechsel die Retentionszeiten manchmal erheblich von den zuvor bestimmten
abwichen. Griinde hierfiir liegen z.T. im spekulativen Bereich; es gilt allgemein, daf3
man eine neue Sdule (und demnach wohl in geringerem Mal3e auch eine Vorsdule) erst
»einfahren* muf} (Galinski, personliche Mitteilung).

Ein weiteres Problem war, da3 die Retentionszeiten einiger BCS so nahe beieinander
lagen (Benzen-1,2,3- und -1,2,4-tricarbonséure sowie Benzen-1,3,5-tricarbonsidure und
Benzen-1,4-dicarbonsdure), dall eine Unterscheidung allein anhand der Retentionszeit
kaum mdglich war. Dies erforderte eine Modifikation des Laufmittels, was eine weitere

Verschiebung samtlicher Retentionszeiten mit sich brachte.
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Durch Hinzuziehung des Diodenarray-Detektors (DAD) konnten die oben geschilderten
Probleme gelost werden. Jeder BCS konnte ein charakteristischen DAD-Spektrum
zugeordnet werden, anhand dessen diese Verbindungen nun eindeutig identifiziert
werden konnen. Die Aufkldrung der Decarboxylierungswege konnte somit erheblich
vereinfacht werden.

Interessant war, dall die DAD-Spektren der BCS Mellitsdure, Benzenpentacarbonsiure
und Pyromellitsdure sowie das Spektrum des Decarboxylierungsproduktes Benzen-
1,2,4-tricarbonsdure nahezu flieBend ineinander ilibergehen (vgl. Abb. 3.4a-d). Eine
Erklirung hierfir konnte nicht gefunden werden. Vielleicht begiinstigt die
Elektronenverteilung 1im  Ring durch die unterschiedlich  angeordneten
Carboxylgruppen, aus der ja letzten Endes die charakteristische UV-Absorption
resultiert, genau diese Reihenfolge der Decarboxylierungsschritte, wie sie in 21 von 22
Féllen (mit Ausnahme des Stammes X.93) vorgefunden wurde (zusétzlich zur wohl
eindeutigen Begiinstigung durch die Stabilitdit der im Gegensatz zu den anderen

Benzentetracarbonsiduren symmetrischen Pyromellitséure).

4.1.3 Infrarotspektroskopische Untersuchung der BCS

Es 14Bt sich festhalten, daB3 die unterschiedlich ausgeprigten Banden der (C-H)-
Schwingung in Abhidngigkeit von der Anzahl benachbarter H-Substituenten am besten
zur Differenzierung der IR-Spektren der ansonsten recht dhnlichen Benzencarbonséuren
geeignet waren (vgl. insbesondere Abb. 3.9).

Hierdurch ergibt sich eventuell eine Moglichkeit zur Identifizierung der unbekannten
Benzentetracarbonsdure (TetraX): Sollte es sich hierbei um Benzen-1,2,3,4-
tetracarbonsdure handeln, miifiten die (C-H)-Schwingungen der beiden unmittelbar
benachbarten H-Substituenten eine deutlich identifizierbare Bande um 800cm™
verursachen (wie Terephtalsdure und Benzen-1,2,4-tricarbonsdure; vgl. Abb. 3.7).
Hingegen wiren die beiden isolierten H-Atome der Benzen-1,2,3,5-tetracarbonsiure
nicht zur Ausbildung einer deutlichen Bande befdhigt (wie Benzenpentacarbonsiure
und Pyromellitsdure; vgl. Abb. 3.8a und b).

Anhand ihres IR-Spektrums sollte sich TetraX daher als Benzen-1,2,3,4- bzw. Benzen-
1,2,3,5-tetracarbonsdure identifizieren lassen. Erforderlich wére hierfiir allerdings die
Produktion groBerer Mengen der reinen BCS durch gereinigte Mellitsdure-

Decarboxylase aus dem Stamm X.93 (Alcaligenes piechaudii.).
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4.2 Biodiversitat der gescreenten BCS-Decarboxylanten

4.2.1 Ausgangslage

Zu Beginn der Arbeiten an dieser Dissertation konnten 22 Bakterienstimme in
groBBerem Mafstab (d.h. in Zellmassen von mehreren Gramm) in Fliissigkultur mit
Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsdure (Pyromellitsdure) als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle angezogen werden. Aus dem Rohextrakt dieser Zellen wurden mit
unterschiedlichen Methoden (vgl. 3.5) die Benzencarbonsiure- (BCS-) Decarboxylasen
angereichert. Die Tatsache, daBl sich in jedem der 22 Rohextrakte eine BCS-
Decarboxylase-Aktivitdt fiir Benzenhexacarbonsdure (Mellitsdure), Benzenpenta-
carbonsiure und fiir Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsiure (Pyromellitsdure) fand, bestitigt
die aus vorherigen Experimenten (Rudat, 2000) resultierende Annahme, daBl zum
Wachstum auf Pyromellitsdure die Expression der betreffenden Decarboxylasen
erforderlich ist; eine Spaltung des Benzenringes ohne dessen zumindest partielle
vorherige Decarboxylierung wurde in keinem Fall beobachtet und kann angesichts der
Vielfalt der gescreenten Mikroorganismen praktisch ausgeschlossen werden.

Alle 22 der zuvor auf Pyromellitsdure angezogenen Stimme zeigten sich zum
Wachstum auf Mineralsalzmedium (LFR) mit Benzenpentacarbonsédure befdhigt. Dieses
Resultat ist bemerkenswert, da diese Substanz den untersuchten Organismen noch nie
als Substrat vorgelegt worden war. Das Ergebnis zeigt, da nicht nur die
Decarboxylierung hoherer BCS, sondern auch deren Transport ins Zellinnere sehr
flexibel und keineswegs hochspezifisch auf nur eine BCS zugeschnitten erfolgt. Diese
flexible Metabolisierung belegt einmal mehr die Eignung der BCS als Testsubstanzen
fiir die Verwertung der sehr heterogenen Huminsiduren und damit letztlich auch der
verschiedenen Braunkohle-Typen, die sich nur durch extrem unspezifische

Mechanismen angreifen lassen.

4.2.2 Der Stamm , Artern”: Eine neue Art einer neuen Gattung?

Anhand der Totalsequenz der 16S-rDNA des Stammes ,,Artern“ wurde seitens der
DSMZ vorgeschlagen, diesen Stamm als Vertreter einer neuen Art innerhalb der
Gattung Rhizobium anzusehen (Dr. Sproer/DSMZ, Identifizierungsprotokoll, 2003).

Zur genaueren Einordnung wurden einige physiologische Experimente durchgefiihrt

(vgl. 3.2.2.2).
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Hierbei ergaben sich jedoch erhebliche Zweifel an der Berechtigung dieser Zuordnung.
Mit Koloniegroflen <2mm nach 7 Tagen Inkubation bei 28°C auf Hefeextrakt-Mannitol-
Agar (YEM, Norris und Date, 1976) gehort dieses Bakterium zu den langsam
wachsenden Rhizobien, was auch durch die Koloniemorphologie auf dem gleichen
Medium bestitigt wird (keine Bildung von Polysaccharid-Schleim). Diese Bakterien der
Ordnung Rhizobiales werden in der Gattung Bradyrhizobium zusammengefalit (Jordan,
1982; Elkan und Bunn, 1992 sowie Kuykendall et al., 2005). Zu Vertretern dieser
Gattung findet sich jedoch keine Ahnlichkeit bzw. kaum Ubereinstimmung auf 16S-
rDNA-Ebene (siche Anhang). Aulerdem bilden Bradyrhizobium-Arten auf YEM-Agar
alkalische Endprodukte (Elkan und Bunn, 1992), wohingegen der Stamm , ,Artern“
Sédure bildet (nachgewiesen durch Zugabe von Bromthymolblau, vgl. Abb. 3.10).
Dariiber hinaus konnte fiir diesen Stamm keine Féhigkeit zur Fixierung von Distickstoff
(N2) nachgewiesen werden. Im in Anlehnung an das LFR-Medium entworfenen
stickstofffreien Mineralsalz-Medium MMR I (Rudat, 2000) war dieses Bakterium nicht
zu Wachstum in der Lage, wihrend nach Zugabe von 1g/L NH4NO; iiber Nacht eine
ODgoo von 0,5 erreicht wurde. Daher ist eine Zuordnung zu gleich welcher Art der N»-
fixierenden Gattung Rhizobium wohl nicht berechtigt.

Die nédchsten Verwandten innerhalb der Familie der Rhizobiaceae stellen die Arten der
Gattung Agrobacterium dar. Diesbeziiglich wird seit einigen Jahren heftig diskutiert, ob
sich beide Gattungen vereinigen lassen, bzw. ob alle Agrobacterium-Arten sowie
Allorhizobium undicola zur Gattung Rhizobium gerechnet werden sollten (Young et al.,
2001; Farrand et al., 2003; Young et al., 2003).

In der Tat ergab sich fiir den Stamm ,,Artern® eine Ahnlichkeit auf 16S-rRNA-Ebene zu
einem als Agrobacterium tumefaciens hinterlegten Stamm (Dr. Sproer/DSMZ,
Identifizierungsprotokoll; vgl. auch Anhang). Hierbei handelt es sich jedoch nicht um
einen Typenstamm; es scheint nicht einmal gewéhrleistet, da3 es sich bei diesem
Bakterium iiberhaupt um einen Vertreter der Gattung Agrobacterium handelt (Dr.
Tindall/DSMZ, personliche Mitteilung). Auch die physiologischen Tests lassen in
wichtigen Punkten keine Zuordnung zur Gattung Agrobacterium zu, da diese im
Gegensatz zum Stamm ,,Artern® Urease-positiv und zur Citratverwertung beféhigt sind
(Kuykendall et al., 2005).

Allen Vertretern der Gattungen Agrobacterium und Rhizobium ist eine Beweglichkeit
iiber peritriche Begeiflelung gemeinsam (Matthysse, 2004 sowie Sadowsky und

Graham, 2004). Der Stamm ,Artern” hingegen zeigte nur bei exponentiellem
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Wachstum in YEM-Fliissigmedium bei 28°C {iberhaupt Beweglichkeit, und dies durch
eine einzelne polare Geiflel (vgl. Abb. 3.11). Auch beziiglich seiner Morphologie paf3t
dieses Bakterium also in keine der beiden Gattungen.

Zuguterletzt spricht auch die Fettsdure-Analyse der DSMZ gegen eine Zuordnug zu
Agrobacterium oder Rhizobium. Zwar ist das Profil zelluldrer Fettsduren typisch fiir o-
Proteobakterien (Dr. Verbarg/DSMZ, Identifizierungsprotokoll; siehe Anhang 1.3).
Insbesondere das Vorkommen der ungesittigten Fettsdure 18:1w7c¢ als Hauptlipid ist
charakteristisch fiir diese Klasse (Lauer, 2001), wenn auch der Gehalt mit fast 80%
exorbitant hoch ausfallt (Rhizobium: 21-67%; Sinorhizobium: 57-71%; Agrobacterium:
35-68%; nach Jarvis et al., 1996). Die groBte Ubereinstimmung beziiglich des
Fettsdureprofils findet sich jedoch weder mit Agrobacterium noch mit Rhizobium,
sondern mit verschiedenen Vetretern der Gattung Methylobacterium sowie Paracoccus
denitrificans (siche Anhang). Insbesondere spricht der dreifach hohere Gehalt an
Stearinsdure (18:0) gegeniiber Palmitinsdure (16:0) klar gegen eine Zuordnung zu den
Rhizobiaceae. Bei allen daraufhin untersuchten Gattungen dieser Familie ist dieses
Verhiltnis umgekehrt, bei Agrobacterium oder Bradyrhizobium sogar um den Faktor 10
(Jarvis et al., 1996 und Graham et al., 1995). Der verschwindend geringe Gehalt an 16:0
30H (0,31%) spricht ebenfalls gegen eine Zugehorigkeit zur Gattung Agrobacterium,
bei der diese Fettsdure mit 2,3-5,3% relativ hiufig vertreten ist (Jarvis et al., 1996).
Diese Ergebnisse filhren zu dem Schlul, daB der Stamm ,Artern“ mit hoher
Wabhrscheinlichkeit als Vertreter einer neuen Gattung innerhalb der a-Proteobakterien
anzusehen ist, wie ja auch urspriinglich seitens der DSMZ festgestellt wurde. Zu Ehren
des in Bonn tdtigen Aufkldrers der Konstitution aromatischer Verbindungen August
Friedrich Kekul¢é von Stradonitz (1829-1896) schlagen wir aufgrund der
Verstoffwechselung ungewohnlicher Aromaten durch dieses Bakterium den Namen

Kekulea arternensis vor.

Reinigung und Charakterisierung der Mellitsaure-
Decarboxylase aus dem Stamm LFG19a

Zum ersten Mal wurde eine Mellitsdure-Decarboxylase bis zur Homogenitit gereinigt.
Dies war umso schwieriger, als da3 es zu Beginn dieser Arbeit keinerlei Anhaltspunkte
beziiglich der Eigenschaften eines solchen Enzyms gab, die bei der Entwicklung einer

Reinigungsstrategie hitten helfen konnen.
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Zwar sind einige Aromaten-Decarboxylasen beschrieben worden, von denen jedoch nur
neun unterschiedliche bekannt sind, die direkt den Benzolring decarboxylieren, d.h.
unmittelbar am Ring befindliche Carboxylgruppen abspalten (BRENDA, 2005). Deren
Vielfalt ist beziiglich Groe, IEP, sowie pH- und Temperaturoptima sehr gro. Von
diesen Decarboxylasen allgemein giiltige Aussagen liber Aromaten-Decarboxylasen zu
treffen, war folglich unmoglich. Gemeinsam ist den beschriebenen Enzymen lediglich
die Unabhéngigkeit von Cofaktoren (Smith & Ferry, 2000).

Von der Struktur her dhnelt die 4,5-Dihydroxyphtalsédure durchaus der Pyromellitsdure:

| LT r
HO™ C\Céc\c" S0 HO\C¢ C\c" o
| ll | Il
Oxc L, C__OH HO/CQ'\C/C\C/OH

Abb. 4.3: Strukturen von Pyromellitsdure (links) und 4,5-Dihydroxyphtalsiure.

Doch allein fiir dieses Substrat sind derart unterschiedliche Decarboxylasen beschrieben
worden, daB3 Hinweise zur Reinigung einer Mellitsdure-Decarboxylase nicht abgeleitet
werden konnten. Das Molekulargewicht variiert von 150.000 (Nakazawa und Hayashi,
1978) bis 420.000kDa (Pujar und Ribbons, 1985), der Km-Wert von 10uM (Pujar und
Ribbons, 1985) bis iiber ImM (Nakazawa und Hayashi, 1978), das pH-Optimum von
6,0 (Ribbons und Evans, 1960) bis 7,5 (Nakazawa und Hayashi, 1978).

Uber Decarboxylasen héher carboxylierter Aromaten (d.h. > 3 Carboxylgruppen)
existieren bisher noch gar keine Veroffentlichungen. Ein Protokoll zur Reinigung einer

Mellitsdure-Decarboxylase mufite daher vollig neu konzipiert werden.

4.3.1 Vorreinigung der Mellitsaure-Decarboxylasen

4.3.1.1  Ultrazentrifugation
Nach der Ultrazentrifugation fanden sich die Decarboxylase-Aktivititen fiir Mellitséure,
Benzenpentacarbonsdure und Pyromellitsdure sdmtlicher untersuchter Bakterienstimme
im Uberstand. Somit konnte es sich bei der Mellitsiure-Decarboxylase nur um ein
cytoplasmatisches Enzym bzw. um cytoplasmatische Enzyme handeln. Alternativ wére
ein Membran-assoziierter Proteinkomplex mdglich gewesen, welcher die Mellitséure

bereits wahrend des Transportes durch die Zellmembran teilweise hétte decarboxylieren



125 DISKUSSION

konnen. Auch eine periplasmatische Lokalisation der Decarboxylase wire denkbar
gewesen: Durch die Abspaltung einiger Carboxylgruppen hitte die hoch polare
Mellitsdure hydrophobiert und dadurch membrangéngiger gemacht werden konnen. Es
kam jedoch in allen Fillen zu einer leichten Erhéhung der spezifischen Decarboxylase-
Aktivitit im Uberstand der Ultrazentrifugation gegeniiber dem Rohextrakt, so daB die
Decarboxylierungsreaktionen bei allen Staimmen folglich im Cytoplasma lokalisiert sein

miissen.

43.1.2  Ultrafiltration

Die  Ultrafiltration in  Riihrzellen durch  Membranen  unterschiedlichen
Porendurchmessers offenbarte eine umfangreiche Bandbreite der Grof3e der Mellitsdure-
Decarboxylasen. Als Extremwerte fallen ein vollstindiges Zuriickhalten der
Decarboxylasen der Stimme LFG22a und LFG27a (interne Stammbezeichnungen)
durch die 300 kD-Membran auf der einen Seite ins Auge, auf der anderen eine Passage
von zwei Drittel und mehr der Aktivitét durch die 100 kD-Membran bei den Stdimmen
HS21c und LFG19a. Diese Werte lassen fiir die beiden Gruppen einen
Molekulargewichts-Unterschied von rund einer GroBenordnung vermuten. Im
Gegensatz zum nahezu identischen Verhalten bei der Ammoniumsulfatfillung (siehe
unten) erscheint die Grofle der Mellitsdure-Decarboxylasen also sehr variabel.

Ein weiteres interessantes Ergebnis der Ultrafiltration war, dal die Gesamtaktivitdt der
Decarboxylase-Proben in jedem Fall weitgehend erhalten blieben. Hier ergab sich ein
erster Hinweis darauf, dal die Decarboxylierungsreaktionen unabhédngig von
Cofaktoren ablaufen konnten, da diese wesentlich kleineren Molekiile (im Verhiltnis zu
den Decarboxylasen) vollstindig durch die verwendeten Membranen filtriert worden

waren.

4.3.1.3  Fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung
Die fraktionierte Ammoniumsulfatfillung erwies sich als hervorragend geeignet zur
Anreicherung der Mellitsdure-Decarboxylasen. Mit dieser einfachen Methode konnte
die spezifische Aktivitit um Faktoren von 5-8 erhoht werden, wéhrend iiblicherweise
nur eine Anreicherung eines gesuchten Proteins um den Faktor 2-3 erzielt werden kann
(Rehm, 2000).
Erstaunlich war vor allem, dafl die Decarboxylasen aller untersuchten Bakterienstimme

im gleichen Bereich (um 2M (NH4),SO4) ausfielen. Da der GroBteil des Gesamtproteins
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erst bei hoheren Konzentrationen ausfiel, scheint es sich bei den Mellitsdure-
Decarboxylasen offenbar durchweg um relativ hydrophobe Proteine zu handeln (bzw.
um Proteine, die gefaltet an ihren AuBenbereichen iiberdurchschnittlich viele
hydrophobe Seitenketten tragen). Fiir eine genauere Kldrung dieser Frage bediirfte es
allerdings einer Bestimmung der Aminosduresequenz dieser Proteine und eines
anschlieBenden Hydrophobizititsplots (nach Kyte und Doolittle, 1982). Letztliche
GewiBheit kann allerdings nur die Kristallisierung einer Mellitsdure-Decarboxylase mit
anschlieBender Rontgenstruktur-Analyse geben.

Eine Ausnahme von dieser Regel bildete die Mellitsdure-Decarboxylase des Stammes
X.93, die erst bei Ammoniumsulfat-Konzentrationen um 3M ausfiel. Interessanterweise
ist dieses Bakterium auch das einzige, welches als Intermediat nicht die Pyromellitsdure
bildet, sondern eine andere Benzentetracarbonsiure (,,TetraX*). Hier wire eine
Reinigung und vergleichende Analyse also nicht nur aus physiologischen Griinden
interessant, sondern konnte auch Aufschliisse beziiglich der strukturellen

Anforderungen an ein solches Enzym geben.

Insgesamt lassen die Ergebnisse der Vorreinigung der Mellitsdure-Decarboxylasen
folgende Schliisse zu (publiziert in Rudat et al., 2002):
Die Decarboxylase-Aktivititen fiir Mellitsdure, Benzenpentacarbonsiure und
Pyromellitsdure sind in allen untersuchten Bakterienstimmen im Cytoplasma
lokalisiert.
Die GroBle der Mellitsdure-Decarboxylasen variiert in den untersuchten
Bakterienstimmen um mindestens eine Gro3enordnung.
Die Mellitsdure-Decarboxylasen arbeiten offenbar unabhidngig von Cofaktoren.
Die fraktionierte Ammoniumsulfatfillung eignet sich hervorragend als
Anreicherungsmethode fiir Mellitsdure-Decarboxylasen (Anreicherungsfaktoren
von 5-8). Alle untersuchten Enzyme &hneln sich in ihrem Verhalten bei diesem
Arbeitsgang, d.h. hier wurde eine allgemeine Eigenschaft dieser noch
weitgehend unerforschten Enzyme gefunden.
Die Mellitsdaure-Decarboxylasen erweisen sich als relativ hydrophobe Proteine

(beziiglich ihrer AuBBenbereiche).
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4.3.2 Reinigungsversuche tber klassische Methoden

Zunichst wurde versucht, die Decarboxylase mit Hilfe etablierter Reinigungsmethoden
wie Gelpermeationschromatographie (GPC), lonenaustauschchromatographie (IAC)
sowie Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) zu reinigen.

Dies fiihrte jedoch nicht zum gewiinschten Erfolg. Zwar konnte mit Hilfe eines IAC-
wie auch eines GPC-Materials im batch-Verfahren bzw. mittels einer Kleinstsdule eine
geringfligige Anreicherung (Faktor 3) erzielt werden; dieses Ergebnis lieB3 sich jedoch
nicht in groBeren Malstab {ibertragen und war z.T. von erheblichen Verlusten an
enzymatischer Aktivitét begleitet.

Dies liegt zum einen begriindet in der Tatsache, dall die Mellitsdure-Decarboxylase nur
einen sehr geringen Teil des Gesamtproteins ausmacht. Zum anderen konnte
insbesondere im Falle der IAC eine nicht ausreichende Entsalzung der Proteinprobe
negativen Einflul auf die Reinigung gehabt haben. Es wurden tiberwiegend ausgesalzte
Rohextrakte des Stammes LFG19a (Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens)
verwendet, die moglicherweise noch hohe Konzentrationen an Ammoniumsulfat
enthielten. Dies senkte zum einen den pH-Wert der Proben, zum anderen bleibt dies
natiirlich nicht ohne Einflul auf die Ionenstirke. Fiir eine vorherige Entsalzung z.B.
durch Ultrafiltration in Riihrzellen war jedoch zu wenig Enzymmaterial vorhanden (um
dasselbe Material in verschiedenen batch-Ansitzen mehrfach zu verwenden).

Zudem muflte bei der GPC eine Verdiinnung der Aktivitit bis hart an die
Nachweisgrenze in Kauf genommen werden (vgl. aulerdem 4.3.6).

Die Vorversuche mit den lipophilen Materialien blieben ginzlich erfolglos. Dies
iiberraschte, da die durch die vorausgegangene Ammoniumsulfatfillung erhohte
Ionenstidrke hier eigentlich zu einer stirkeren Bindung hétte fithren sollen.
Problematisch war hier eventuell eine physikalisch-chemische Verdnderung der
verwendeten Materialien infolge Alterung.

Diese Versuche sollten gegebenenfalls mit einer frischen Phenylsepharose wiederholt
werden. Allerdings ist die HIC meist mit hohen Verlusten verbunden (60-90%; Rehm,
2000), so daB angesichts der geringen Ausgangsmenge die Decarboxylase-Aktivitit
nach der HIC wahrscheinlich unterhalb der Nachweisgrenze gelegen hétte. Zuvor sollte
also die Anzucht des Stammes LFG19a optimiert bzw. in groBerem Malstab
durchgefiihrt werden, um mehr Ausgangsmaterial zu erhalten (vgl. hierzu auch 4.8.1.2).
Grundsitzlich wiirde sich die HIC im AnschluB an die zuvor durchgefiihrte

Ammoniumsulfatfiallung am ehesten als zusétzliche Reinigungsmethode anbieten.
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4.3.3 Herstellung des LAC-Materials
Da die klassischen Methoden zur Proteinreinigung sich als ungeeignet fiir die
Anreicherung einer Mellitsdure-Decarboxylase erwiesen hatten, wurde eine Liganden-
Affinitdtschromatographie-Methode entwickelt, bei der eine spezifische Reinigung
dieses Enzyms mit hoheren Anreicherungsfaktoren ermoglicht werden sollte. Hierzu
wurde Mellitsdure nach vorheriger Aktivierung durch ein Carbodiimid kovalent an ein
vorderivatisiertes Sdulenmaterial (EAH-Sepharose™ 4B) gebunden. Die Anregung
hierzu gab ein Reinigungsprotokoll der 4,5-Dihydroxyphtalsdure-Decarboxylase aus
Pseudomonas fluorescens (Pujar und Ribbons, 1985). Dieses Enzym wurde durch
Affinititschromatographie an immobilisierter Protocatechusdure gereinigt, welche
ebenfalls an EAH Sepharose 4B gekoppelt worden war.
Als sehr niitzlich erwiesen sich die Vorversuche, bei denen zunédchst der Farbstoff
Alizaringelb anstatt des eigentlichen Enzymliganden (Mellitsdure) an das
Matrixmaterial gebunden wurde. So konnte das Carbodiimid EDC als wesentlich
geeigneter (gegeniiber CMC) bestimmt werden. Auch die Kopplungsbedingungen
konnten abgeschitzt und zudem die Handhabung der Materialien besser kennen gelernt
werden, beispielsweise das Entfernen von unspezifisch gebundenem Liganden mittels
der unter 2.11.3 angegebenen Waschpuffer.
Als sehr vorteilhaft zum qualitativen und quantitativen Nachweis des
Kopplungserfolges erwies sich das charakteristische UV-Spektrum der Mellitsaure,
welches sich nach der Kopplung auch an der derivatisierten EAH-Sepharose 4B messen
lie; offenbar hat die kovalente Anbindung keinen groBen EinfluB auf die
Elektronenverteilung im Aromaten. So lieBen sich die Kopplungsbedingungen
gegeniiber der generellen Synthesevorschrift der Firma Pharmacia erheblich verbessern.
Zum einen wurde die Konzentration von Ligand und Carbodiimid bis kurz unterhalb der
Ausfallgrenze erhdht, was eine Verbesserung der Kopplungseffizienz um einen Faktor
>20 bewirkte (vgl. Tab. 3.8). AuBlerdem wurde statt des empfohlenen pH-Wertes von
4,5 letztlich ein neutraler pH-Wert von 7,0 gewédhlt, was eine weitere
Effizienzsteigerung um einen Faktor >2 zur Folge hatte (vgl. Abb. 3.24). Insgesamt
ergab sich so eine Steigerung der Kopplungseffizienz um etwa den Faktor 50.
Die erfolgreiche Kopplung konnte iiberdies mittels Infrarot-Spektroskopie

nachgewiesen werden.
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4.3.4 Bindung und Elution der Mellitsaure-Decarboxylase aus LFG19a

Zur Bindung an die Liganden-Affinitdtschromatographie-Matrix wurden zunéchst die
Aktivitatsoptima der Mellitsdure-Decarboxylase des Stammes LFG19a (Sinorhizobium
morelense/Ensifer adhaerens) bestimmt. Hierbei zeigte sich, da3 dieses Enzym offenbar
fast keiner Pufferung bedarf (vgl. Abb. 3.29). Diese Eigenschaft wurde spiter fiir die
Entwicklung einer Aktivitdtstarbung genutzt. Fiir einen moglichen technischen Einsatz
einer (modifizierten) Mellitsdure-Decarboxylase wire dies von grolem Vorteil, da eine
Pufferung im groftechnischen Maf3stab vermutlich unwirtschaftlich wére.

Die Enzymoptima (pH 6,5 und lonenstirke 50mM) erwiesen sich als geeignete
Parameter, um eine gute Bindung der Decarboxylase an die Matrix zu gewéhrleisten.
Allerdings adsorbierten unter diesen Umstidnden auch zahlreiche andere Proteine. Dies
ist vermutlich auf den polyanionischen Charakter der gebundenen Mellitsdure bei
anndhernd neutralem pH-Wert zuriickzufithren. Der Ligand liegt vier- bis fiinffach
negativ geladen vor (vgl. Titrationskurve in 3.1.1.1); somit hat das Sdulenmaterial bis
zu einem gewissen Grad die Eigenschaft eines (schwachen) Kationentauschers, an
welchen Proteine mit positiv geladenen Gruppen (z.B. protonierte Lysin- oder
Glutaminreste) tiber elektrostatische Wechselwirkungen binden kdnnen. Entsprechend
lieBen sich diese unspezifisch gebundenen Proteine durch Erhéhung des pH-Wertes
(und die daraus resultierende Deprotonierung der oben genannten Gruppen) von der
Séule eluieren. Denselben Effekt hatte eine Erhohung der Ionenstarke, da hier die Ionen
des Laufmittel (des Elutionspuffers) mit den Proteinen um die aktiven Zentren an der
stationdren Phase konkurrieren (Verringerung der elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen Proteinen und gebundener Mellitsaure).

Die mittels ,,klassischer” Elutionsmethoden erzielten Reinigungsfaktoren waren jedoch
ausgesprochen niedrig, da es bei einer Erhohung von pH-Wert und Ionenstirke auch zu
einer teilweisen Ablosung des gesuchten Enzyms von der Sdule kam; auch durch
Kombination der Elutionsmethoden lie} sich nur eine Anreicherung um den Faktor 17
erzielen. Als wesentlich effizienter erwies sich eine spezifische Elution mit freier
Mellitsdure. Bei gleichzeitiger Senkung von pH-Wert und lonenstirke (und damit einer
Erhohung der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen Ligand und unspezifisch
gebundenem Protein, siehe oben) liel sich so die Mellitsdure-Decarboxylase in einer
Einschritt-Elution um Faktoren bis zu 175 anreichern.

Offensichtlich bindet die Mellitsdure-Decarboxylase aus dem Stamm LFG19a gut an

die synthetisierte Sdulenmatrix, d.h. trotz der kovalenten Anbindung ist Mellitsdure fiir
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das Enzym als Substrat erkennbar. Die Bindung ist jedoch relativ locker, so daf3
unspezifische Elutionsmethoden wie Anderung des pH-Wertes oder Erhohung der
Ionenstdrke zur Ablosung des gesuchten Enzyms von der Sdule ausreichen. Eine
spezifischere Elution durch Zugabe des freien Liganden bekréftigt diesen Eindruck:
Obwohl die Mellitsdure-Konzentration im Elutionspuffer wesentlich niedriger war als in
der Sdulenmatrix (300uM : 5SmM), war die Affinitdt des Enzyms zum freien Liganden
so viel hoher als zur Matrix, daf es zur vollstdndigen Elution der Decarboxylase kam.
Moglicher Grund hierfiir ist eine sterische Behinderung des Enzyms bei der Bindung
der an der Matrix befindlichen Mellitsdure durch den Spacer, obwohl dieser mit elf
Atomen relativ lang gewdhlt wurde. Andererseits hat dieser Umstand auch einen
positiven Effekt: Die gebundene Mellitséure (bzw. die vom Spacer ins Medium ragende
Benzenpentacarbonsédure) kann offenbar nicht enzymatisch umgesetzt werden. Wire
dies der Fall gewesen, wire es zu einer Decarboxylierung des Liganden gekommen,
was die sehr aufwendig hergestellte Matrix zu einem Einwegmaterial degradiert hétte.
Unter Umstdanden wire es hierdurch trotz im Grunde optimaler Bindungskonditionen
schon nach kurzer Zeit zu einer Ablosung der Decarboxylase von der Sdule gekommen.
Mittels UV-spektralphotometrischer Vermessung mehrfach benutzten Sidulenmaterials
konnte gezeigt werden, dal das Material nicht decarboxyliert wurde: Das
charakteristische UV-Spektrum der Mellitsdure blieb erhalten, und es kam auch nicht zu
einer Abnahme der Absorption bei 235nm.

Eine interessante Beobachtung war die partielle Decarboxylierung der zum
Elutionspuffer gegebenen Mellitsdure ohne Elution der Decarboxylase (bei geringer
c[Mel] im Elutionspuffer). Hierfiir gibt es zwei mogliche Erklarungen:

v Die Decarboxylase wird durch die Mellitsdure im Puffer kurzfristig von der
Sdule gelost. Nach einer Decarboxylierung der freien Mellitsdure ist die
Affinitdit zur so entstandenen Pyromellitsdure niedriger als zur an die
Sdulenmatrix gebundenen Mellitsdure, so da3 das Enzym wieder an die Séule
adsorbiert. Dies ist nicht mehr der Fall, wenn die Konzentration der Mellitsdure
im Elutionspuffer so hoch gewdhlt wird, dal das Enzym bereits mit dem Puffer
von der Sdule gespiilt wurde, bevor alle Mellitsduremolekiile im Elutionspuffer
umgesetzt werden konnten.

v' Die Decarboxylase verfiigt iiber (mindestens) eine zusétzliche Substrat-
bindestelle (z.B. zu regulatorischen Zwecken; Fakoussa, personliche Mitteilung)

und bindet mit dieser an die mit Mellitsdure derivatisierte Sdulenmatrix. Somit
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bliebe das aktive Zentrum frei, um die Mellitsduremolekiile im Elutionspuffer
umzusetzen. Das Enzym konnte auch als Multimer vorliegen (vgl. auch 4.3.6),
so dafl mehrere aktive Zentren vorldgen. In diesem Fall wiirde eine Erhéhung
der Mellitsdurekonzentration im Elutionspuffer allerdings nur dann zu einer Elu-
tion der Decarboxylase fithren, wenn c[Mel]Ewtonsputter > [Mel]saue gewéhlt wird
(was nicht der Fall war) oder wenn die Affinitit des Enzyms zur freien Mellit-
sdure deutlich hoher ist als zur gebundenen (was zu vermuten ist; siche oben).
Die beiden Erkldrungen miissen nicht unvereinbar sein. Aufschluf iiber die Details der

enzymatischen Bindung von Mellitsdure kann letztlich nur eine Strukturanalyse geben.

4.3.5 Nachreinigung der Decarboxylase

Eine zweite Durchfithrung der Liganden-Affinititschromatographie mit bereits einmal
mittels LAC gereinigter Mellitsdure-Decarboxylase fiihrte zu einer nahezu volligen
Entfernung sémtlicher Verunreinigungen aus der Proteinlosung; auch nach
Silberfarbung lieBen sich im Proteingel keine weiteren Banden mehr erkennen
(Nachweisgrenze etwa 100pg/Bande; Rehm, 2000). Dies 16t vermuten, daB3 eine
Ubertragung dieser Methode in einen groBeren MaBstab sowie ggf. FPLC-
Unterstiitzung bereits bei einmaliger Anwendung zu einer vollstindigen Reinigung
fiihren konnte.

Die Auftrennung im SDS-Gel nach Kochen in reduzierendem Puffer zeigte ebenfalls
nur eine Bande; offenbar beinhaltet die Proteinstruktur keine durch Disulfidbriicken
verbundenen Untereinheiten, welche sonst durch die Zugabe von Mercaptoethanol

reduziert und gespalten worden wiren.

4.3.6 Native PAGE

Bei nativer PAGE der gereinigten Decarboxylase zeigten sich bei Coomassie-Farbung
mehrere Banden, obwohl im SDS-Gel auch nach der um drei GroéBenordnungen
empfindlicheren Silberfirbung keine zusétzlichen Banden mehr erkennbar waren. Diese
lagen in regelmaBigen Abstéinden iibereinander. Dies weist auf die Tendenz des Enzyms
hin, im nativen Zustand Multimere auszubilden. Zur Verifizierung dieser
SchluBfolgerung wiirde sich eine Gelpermeationschromatographie des gereinigten
Proteins anbieten: Trotz des mittels SDS-PAGE eindeutig ermittelten Monomers mit
einer GroBe von etwa 45kDa konnten hier unter Umstdnden mehrere aktive Fraktionen

auftreten (falls die multimeren Formen ebenfalls iiber Decarboxylase-Aktivitit
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verfiigen). Eventuell ist dies sogar ein Grund dafiir, weshalb mit der GPC keine guten
Trennergebnisse erzielt werden konnten, nachdem die ersten Vorversuche ja eine
deutlich hohere GroBe der Mellitsdure-Decarboxylase suggerierten (vgl. 3.6.3).

Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis eventuell nativ vorhandener Di- und
Multimere ist deren Stabilisierung durch die Zugabe von Formaldehyd (Sahl,
personliche Mitteilung). Bei einer anschlieBenden SDS-PAGE miifiten im Gel mehrere

Banden zu sehen sein.

4.3.7 Aktivitatsfarbung

Die Aktivitdtsfarbung zeigte deutlich die Funktionalitidt der Mellitsdure-Decarboxylase
auch nach zweistlindiger Gelelektrophorese bei 80V. Dies beweist einmal mehr die
hohe Stabilitdt der Mellitsdure-Decarboxylase. AuBlerdem ist dies ein weiterer Beleg
dafiir, daB3 dieses Enzym vollig unabhingig von Cofaktoren arbeitet.

Von den in Abb. 3.43 zu erkennenden Banden im nativen Gel zeigte nur eine die
gewiinschte Farbreaktion. Hierfiir gibt es zwei mogliche Erklarungen. Entweder ist
tatsdchlich nur das mutmaBliche Monomer der Decarboxylase aktiv, oder die
Sensitivitit der Methode ist nicht ausreichend, um die Aktivitit der Di- bzw. Multimere
sichtbar zu machen. Die Sensitivitidt der Methode stellt in der Tat ein Problem dar, da
der entstehende pH-Gradient sich sehr schnell wieder abbaut: Die gebildeten OH -lonen
geben einfach ihre Ladung an das umliegende Wasser ab, wihrend neues Substrat durch
Diffusion viel langsamer zum Enzym gelangt. Bei Vorversuchen mit Enzym-Substrat-
Losungen in Reagenzgldsern trat der Farbumschlag z.T. erst iiber Nacht ein. Da
wihrend einer solch langen Zeit wohl auch das Enzym aus dem Gel diffundieren wiirde,
muf} entsprechend viel Aktivitdt aufgetragen werden (ca. 300mU), um eine vorherige
Farbreaktion zu gewéhrleisten.

Giinstiger wire die Bildung eines Produktes, welches ausfillt und sich so lokal
akkumuliert. Hierzu wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen das abgespaltene CO,
als Calciumcarbonat ausgefillt werden sollte (vgl. 2.15.1). Die storende Interaktion der
Ca’"-Ionen mit der Mellitsdure konnte minimiert werden, indem man das native
Proteingel, welches die Decarboxylase enthdlt, mit dem Substrat versetzt und das
entstehende CO, in einem zweiten Gel auffingt, welches Ca>" enthilt (,,gel overlay®).
Durch eine dhnliche Methode gelang die Aktivititsfarbung einer Lipase, indem die aus
Olivendl abgespaltene freie Olsdure in einem zweiten Gel mit einem pH-Indikator

interagierte (Snellman et al., 2002).
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4.4 Induktion und Substratspezifitat der Mellitsaure-
Decarboxylase

Durch Anzucht mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen wurde die Induzierbarkeit der
Mellitsdure-Decarboxylase-Aktivitdt im Bakterienstamm LFG19a tiberpriift. AuBerdem
wurde die Substratspezifitit des Enzyms bzw. der Enzyme fiir verschiedene

polycarboxylierte Aromaten getestet.

4.4.1 Expression der Decarboxylase-Aktivitaten bei Anzucht mit
verschiedenen C-Quellen
Die Mellitsdure-Decarboxylase wird in dem Stamm LFG19a nicht konstitutiv
exprimiert; bei Anzucht mit Glucose oder bereits z.T. oxidierten Aromaten wie
Protocatechusdure oder 5-Hydroxyphtalsdure lieB sich im Zellextrakt keine
Decarboxylase-Aktivitdt nachweisen. Dieses Phdnomen der Katabolitrepression findet
sich ubiquitdr bei Bakterien: Wenn eine leichter verwertbare Kohlenstoffquelle
vorhanden ist, werden die Enzyme zur Verwertung spezieller Substrate héufig
reprimiert bzw. nicht induziert (z.B. Jacob et al., 1960).
Fiir fast alle beschriebenen Aromaten-Decarboxylasen wurde deren Induzierbarkeit nur
in Anwesenheit ihres jeweiligen Substrates nachgewiesen, z.B. fiir die Gallussdure-
Decarboxylase aus Pantoea agglomerans (Zeida et al., 1998), die Coumarsdure-
Decarboxylase aus Lactobacillus plantarum (Cavin et al., 1997), die Ferulasdure-
Decarboxylase aus Bacillus pumilus (Degrassi et al., 1995) sowie die 4,5-
Dihydroxyphtalat-Decarboxylase aus Pseudomonas fluorescens (Pujar und Ribbons,
1985). Eine konstitutive Expression der Mellitsdure-Decarboxylase wire also sehr
unwahrscheinlich gewesen. Allerdings ist die Anwesenheit des Substrates (bzw. eines
dhnlichen Aromaten) nur notwendiges und kein hinreichendes Kriterium fiir die
Induktion der Mellitsdure-Decarboxylase; zur Expression der Decarboxylase kam es nur
dann, wenn die betreffenden polycarboxylierten Aromaten die einzige Kohlenstoff- und
Energiequelle im Medium darstellten. Dies war in den oben angegebenen
Literaturstellen nur bei der Expression der 4,5-Dihydroxyphtalat-Decarboxylase der
Fall: Hier wurde 0-Phtalsaure als einzige C-Quelle verwendet. Dies erkldrt auch, warum
die Induktionsversuche von Lammerich (1998) nicht zum Erfolg fiihrten; hier wurde
(vergeblich) versucht, durch Zugabe von Mellitsdure zu einer in Komplexmedium

wachsenden Kultur eine Induktion der Mellitsdure-Decarboxylase zu bewirken.
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Durch die differentielle Anzucht mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen konnte
aulerdem gezeigt werden, dal es zweier Decarboxylasen bedarf, um Mellitsdure zu
Benzen-1,2,4-tricarbonsdure zu decarboxylieren. Interessanterweise wurde die
Pyromellitsdure-Decarboxylase erst induziert, wenn die C-Quelle mindestens vier
Carboxylgruppen am Ring trug. Die Mellitsdure-Decarboxylase hingegen, die eigentlich
erst ab flinf Carboxylgruppen benétigt wird, wird auch bei Wachstum mit
Pyromellitsdure und sogar mit Benzen-1,2,4-tricarbonséure exprimiert. Dies konnte
durch Enzymtests nachgewiesen sowie gelelektrophoretisch visualisiert werden (Abb.

3.39 und 3.40).

Das Proteingel zeigt auBerdem ein sehr dhnliches Bandenmuster bei Anzucht mit
Aromaten mit drei, vier, fiinf und sechs Carboxylgruppen, wihrend bei Anzucht mit
Protocatechusdure und 5-Hydroxyisophtalsédure andere Banden den wesentlichen Teil
des Proteinspektrums ausmachen. Unter anderem erfordern die héher carboxylierten
Aromaten wahrscheinlich besondere Oxygenasen sowie moglicherweise andere
Transportsysteme (welche allerdings u.U. in diesem Gel (nach Affinitéts-
chromatographie) gar nicht sichtbar wéren: Zwar sollten diese Proteine eine hohe
Affinitit zur Mellitsdure besitzen, aber als Transportproteine wiren sie wahrscheinlich
Membran-assoziiert und bereits durch die Ultrazentrifugation vom Zellextrakt

abgetrennt worden).

4.4.2 Vergleich der Decarboxylase-Aktivitaten fir verschiedene Substrate

Die Mellitsdure-Decarboxylase setzt mit anndhernd gleicher Aktivitit neben der
Mellitsdure auch die Benzenpentacarbonsidure um. Offenbar ist die Substratbindestelle
wie auch das aktive Zentrum hinreichend unspezifisch, beide BCS zu erkennen und zu
decarboxylieren. Da die Benzenpentacarbonsdure mittels HPLC als Zwischenprodukt
identifizierbar ist, erfolgt nach einfacher Decarboxylierung der Mellitsdure zunichst
eine Dissoziation des Intermediats vom Enzym. Anschliefend kommt es zu einer
Neubindung der gerade gebildeten Benzenpentacarbonsidure. Wahrscheinlich ist diese
BCS bei ihrer Bildung so ungiinstig am Enzym gelegen, daB3 eine sofortige zweite
Decarboxylierung nicht mdglich ist. Vielleicht erfordert das aktive Zentrum die
unmittelbare Nachbarschaft mindestens zweier weiterer Carboxylgruppen zu beiden

Seiten der abzuspaltenden Carboxylgruppe (vgl. auch 4.6.2). Fiir eine zuverldssige
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Aussage hierzu wire eine Rontgenstrukturanalyse des Enzym-Substrat-Komplexes
erforderlich.

Ein Vergleich mit anderen Decarboxylasen polycarboxylierter Aromaten war nicht
moglich, da ein solches Enzym noch nie beschrieben wurde (vgl. jedoch 4.6).
Grundsitzlich ergeben sich jedoch Parallelen zum relativ gut untersuchten Abbau
polychlorierter Aromaten und Cycloalkane. Hier konnte z.B. ein 17kDa grof3es
Polypeptid isoliert werden, welches eine dreifache Dehydrochlorierung von -
Hexachlorcyclohexan zu 1,2,4-Trichlorbenzen durchfiihrt (Imai et al., 1991). Hierbei
wird ebenfalls das erste Zwischenprodukt, das Pentachlorcyclohexen, freigesetzt und ist
iiber Gaschromatographie nachweisbar (Imai et al., 1989). Anschlieend setzt dasselbe
Enzym diese Verbindung zu Tetrachlorcyclohexadien um, welches eine spontane
Dechlorierung zu 1,2,4-Trichlorbenzen erfihrt (Nagata et al., 1999). Auch hier wird
also ein pentasubstituiertes Zwischenprodukt vom Enzym freigesetzt und neu gebunden,
anstatt beide Reaktionsschritte gleichzeitig oder mit gebundenem Substrat
durchzufiihren. Interessant ist auch, dall hier ebenfalls ein 1,2,4-trisubstituiertes

Intermediat entsteht.

Untersuchung der Abbauwege der BCS

Polysubstituierte Aromaten miissen in der Regel zumindest teilweise von Substituenten
befreit werden, bevor der Benzenring als Kohlenstoffquelle verwertet werden kann.
Unter Umstidnden (insbesondere unter Abwesenheit von Sauerstoff) konnen Bakterien
den Aromaten auch fiir verschiedene Zwecke nutzen, ohne den Kern anzugreifen:
Ringsubstituenten konnen z.B. als Elektronenakzeptor dienen, wie etwa im Falle der
Dehalorespiration, und so am Energiestoffwechsel partizipieren (Gibson und Harwood,
2002). AuBerdem konnen extrazellulire Chinone die Aktivititen verschiedener
Mikroorganismen zusammenfiihren, indem sie als Elektronen-,,Shuttle® (unldsliche)
Elektronen aus der Atmungskette eines Bakteriums auf einen (ebenfalls unloslichen)
Elektronenakzeptor eines anderen Bakteriums {bertragen (,interspecies transfer®;
Lovley et al.,, 1999). Ein generelles Schema zur mikrobiellen Umsetzung von

Substituenten aromatischer Ringe ist in Abbildung 4.4 dargestellt.
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Abb. 4.4: Ublicherweise vorgefundene bakterielle Angriffe auf Substituenten aromatischer Verbindungen
(nach Gibson und Harwood, 2002).

Wird ein polysubstituierter Aromat als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle
angeboten, mufl zundchst ein Teil des Ringes freigelegt werden; es ist kein
Mikroorganismus bekannt, der einen substituierten Aromaten spaltet, ohne ihn vorher
Oxygenasen zuginglich zu machen. Im Falle der vollstindig substituierten Mellitsdure
miissen mehrere Carboxylgruppen abgespalten werden. Die Einleitung des Abbaus von
Mellitsdure sowie von Benzenpentacarbonsdure und Pyromellitsdure durch
enzymatische Decarboxylierung wurde mittels HPLC verfolgt. Die Untersuchung der
weiteren Verstoffwechselung (Ringspaltung) war nicht Gegenstand dieser Arbeit.
Aufgrund der bekannten Abbauwege anderer Aromaten konnen jedoch einige

hypothetische Aussagen hierzu getroffen werden (4.5.2).

4.5.1 Decarboxylierung der Mellitsaure

Fir alle Stimme ergab sich eine dreifache Decarboxylierung zur Benzen-1,2,4-
tricarbonsiure. Mit einer Ausnahme entstand als Zwischenprodukt die Pyromellitsiure;
lediglich das Isolat X.93 (Alcaligenes piechaudii) bildete ecine andere
Benzentetracarbonséure als Zwischenprodukt.

Die bevorzugte Decarboxylierung zu Pyromellitsdure diirfte in deren symmetrischer
Struktur liegen. Die Standardbildungsenthalpie dieser Benzentetracarbonsidure miif3te
deutlich niedriger liegen als die beiden anderen Strukturisomere. Entsprechend war
auch nur dieses Isomer kommerziell erhiltlich, eine Synthese der beiden anderen aus
den (ebenfalls nur schwer erhédltlichen) Vorstufen 1,2,3,4- bzw. 1,2,3,5-
Tetramethylbenzen (Prehniten bzw. Isoduren) ist extrem aufwendig (dreimonatige (!)
langsame Oxidation mit KMnOQOy; Barrio, 1993). Auflerdem begiinstigt die symmetrische

Struktur wahrscheinlich die weitere Decarboxylierung, da das Molekiil in verschiedenen
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Orientierungen als Substrat erkannt werden kann. Aufgrund dieser Symmetrie kann als
Decarboxylierungsprodukt einzig die Benzen-1,2,4-tricarbonsidure entstehen, egal
welche Carboxylgruppe abgespalten wird. Da diese Benzentricarbonsdure offenbar ohne
Schwierigkeiten weiter abgebaut werden kann (auch von Bakterien, die nicht iiber eine
Mellit- und Pyromellitsdure-Decarboxylase verfiigen, z.B. durch den Stamm
Arthrobacter ureafaciens, vgl. auch 4.8.2.4), bietet sich eine Decarboxylierung der

Mellitsdure mit Pyromellitsdure als Zwischenprodukt an.

Cl o]}

Interessanterweise fiihrt die Dehalogenierung 'k
polychlorierter Aromaten ebenfalls bevorzugt zum 1,2,4- :@

Cl Cl

substituierten Isomer (Rippen, 2003 sowie Endo et al., c

2005): Bei der reduktiven Dehalogenierung von TB
Hexachlorbenzen kommt es zur sequentiellen Abspaltung ¢ B

von Chlorid {iiber Pentachlorbenzen und 1,2,4,5- ~30%

Cl Cl
Tetrachlorbenzen (analog zur Pyromellitsdure) zum 1,2,4- o \ T -
Cl

PeCB
Trichlorbenzen (Fathepure et al., 1988 sowie Jayachandran = -7% l
1

et al., 2003; vgl. Abb. 4.5).

Ct

cl 1,2.3,5-TeCB
Pentachlorphenol wird in para-Stellung zur Hydroxyl- |
cl
gruppe oxidativ dechloriert, anschlieBend erfolgt eine cl ¢
1,24,5-TeCB
reduktive Dechlorierung zu 1,2,4-trichlor-3,6-dihydroxy- " ,©\CI
benzen (bzw. 2,3,6-Trichlor-p-hydrochinon), so da3 auch in cl I
Cl
diesem Fall die Abspaltung der Chlor-Substituenten analog @
zur Abspaltung der Carboxylgruppen der Mellitsdure ¢
o 124-TCB
verlduft (Abb. 4.6).
Abb. 4.5: Der Abbau von
. e o Hexachlorbenzen durch
ol cl ci cl & = Dehalococcoides sp. verlduft
2NADH 2GSH bevorzugt iiber 1,2,4-
— —— .
0, Trichlorbenzen, welches von
& G a e " Aerobiern oxidativ gespalten
und verwertet werden kann,
cl OH OH wohingegen das 1,3,5-Isomer
Pentachlorphenol Tetrachlor-p- ' ) nicht weiter abgebaut wird
hydrochinon ~ 238-trichlor-p-hydrochinon 5 Jayachandran et al.,
2003).

Abb. 4.6: Dechlorierung von Pentachlorphenol (nach Cai und Xun,
2002).

Das frither als Insektizid eingesetzte y-Hexachlorcyclohexan (Lindan) erfahrt zur
Einleitung seines Abbaus eine Dehydrohalogenierung - ebenfalls zum 1,2,4-
Trichlorbenzen (Abb. 4.7, Imai et al., 1991).

Eventuell ist das 1,2,4-Isomer fiir Oxygenasen leichter zugénglich.
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Abb. 4.7: Die Einleitung des Abbaus von y-Hexachlorcyclohexan durch Sphingomonas paucimobilis
verlduft liber eine dreifache Dehydrohalogenierung zum 1,2,4-Trichlorbenzen. Wie bei der
enzymatischen Decarboxylierung von Mellitsdure durch das Bakterium LFG19a
(Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens) erfolgt die Abspaltung der ersten beiden
Substituenten nur durch ein einziges Enzym (y-Hexachlorcyclohexan-Dehydrochlorinase,

LinA). Zwischenstufe ist ebenfalls das symmetrische 1,2,4,5-Tetraisomer, welches spontan
zum 1,2,4-Trichlorbenzen dehydrohalogeniert wird (Endo et al., 2005).

4.5.2 Weiterer Abbau der Benzen-1,2,4-tricarbonsaure

Nach der Entstehung der Benzen-1,2,4-tricarbonsdure kann in vitro kein weiteres
Abbauprodukt beobachtet werden: Weder &dndert sich das UV-Spektrum der
entstandenen  Tricarbonsdure  (Spektralphotometer), noch  konnen — weitere
Abbauprodukte detektiert werden (HPLC). Offenbar findet als nichster Schritt keine
weitere Abspaltung von Carboxylgruppen durch eine Decarboxylase statt. Sehr
wahrscheinlich kommt es zu einem oxidativen Angriff auf den Ring, genauer gesagt zu
einer Hydroxylierung durch Monooxygenasen, welche in vitro wahrscheinlich nicht
ablduft (siehe unten).

In der Regel werden Aromaten vor ihrer Spaltung an zwei benachbarten Stellen
hydroxyliert. Ob dabei zwei oxidative Decarboxylierungen der Benzen-1,2,4-
tricarbonséure in 1- und 2-Stellung zu Protocatechusédure erfolgt oder eine Hydroxy-
lierung an einem nicht substituierten C-Atom des Ringes wurde nicht untersucht.

Bei allen beschriebenen Decarboxylierungen von Benzenmono- und -dicarbonsduren
erfolgte die Abspaltung von CO, von hydroxylierten Ringen (bzw. von aminierter
Benzoesdure; McCullough, 1957). Der Abbau der unterschiedlichen Phtalsidure-Isomere
sowie von Phtalat-Estern wurde zwar schon hdufig unter Nitrat- bzw. Sulfat-
reduzierenden (Nozawa und Maruyama, 1988a u. b; Eaton und Ribbons, 1982) sowie
methanogenen (Kleerebezem et al., 1999a u. b) Bedingungen beobachtet (Gibson und
Harwood, 2002); aber eine nicht-oxidative Decarboxylierung von Iso- und
Terephtalsdure wurde bisher nur postuliert (Aftring u. Taylor, 1981). Die
Decarboxylierung von o0-Phtalsdure wurde bisher nur indirekt aufgrund der
Akkumulation von Benzoesdure nachgewiesen (Nozawa u. Maruyama, 1988a u.b) bzw.
an einer Mischkultur gezeigt, wobei zunichst eine Reduktion des Molekiils zu 1,2-

Dihydrophtalsédure stattfindet, wonach eine oxidative Decarboxylierung zu Benzoesdure
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folgt (Taylor u. Ribbons, 1983). Ein Enzym, welches Phtalsdure direkt zu Benzoesiure
decarboxyliert, wurde bis heute nicht isoliert. Ebenso unbekannt ist eine enzymatische
Decarboxylierung der Benzoesdure zu Benzol, vermutlich aufgrund dessen
cytotoxischer Eigenschaften.

Aufgrund dieser Ausfiihrungen ist zu vermuten, dall zunichst eine Hydroxylierung des
Ringes an einem oder mehreren Ring-C-Atomen erfolgt, bevor die restlichen
Carboxylgruppen abgespalten werden (bzw. beide Vorgénge parallel ablaufen durch
oxidative Decarboxylierungen mittels Monooxygenasen). Der Nachweis hydroxylierter
Zwischenstufen war nicht moglich, wahrscheinlich wegen des Cofaktorbedarfes
(insbesondere Flavine; Beadle u. Smith, 1982) der verantwortlichen Oxygenasen (es
wurden keine Cofaktoren zu den Testansdtzen gegeben) sowie aufgrund der z.T. sehr
hohen Sauerstoffempfindlichkeit dieser Enzyme. Sehr wahrscheinlich kommt es zur
Bildung des mehr oder weniger obligatorischen Zwischenproduktes Protocatechusaure,
bevor der Ring unter Mitwirkung einer Dioxygenase oxidativ gespalten wird. Ob diese
Linearisierung durch ortho- oder meta-Spaltung erfolgt, wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht, da nur die Decarboxylierungsschritte von Interesse waren.

Auch hier lassen sich Parallelen zum Abbau polychlorierter Aromaten aufzeigen. Am
Beispiel des Bakteriums Sphingomonas paucimobilis wurde gezeigt, daBl 1,2,4-
Trichlorbenzen (entstanden durch Dehydrohalogenierung von y-Hexachlorcyclohexan;
Imai et al., 1991) durch eine Hydrolase zundchst dearomatisiert und in 5-Stellung
hydroxyliert wird (Nagata et al., 1993). AnschlieBend erfolgt eine oxidative
Dechlorierung in  2-Stellung durch eine Monooxygenase. Es folgt eine
Rearomatisierung des Ringes (Nagata et al., 1994), gefolgt von einer reduktiven
Dechlorinierung zu Chlorohydrochinon (Miyauchi et al., 1998). Dieses wird durch eine
Dioxygenase gespalten (0ortho-Spaltung) und dabei oxidativ dechloriert zu Maleylacetat
(Miyauchi et al., 1999). Dieses wird oxidiert zu 3-Oxoadipat, welches den {iiblichen
Abbauweg aromatischer Verbindungen iiber Succinat in den Tricarbonsdurecyclus
einschldgt und letztlich zu CO; oxidiert wird.

Ein analoger Abbauweg fiir Pentachlorphenol wurde oben bereits angesprochen und

wird hier nun vollstindig gezeigt (Abb. 4.8; Cai und Xun, 2002):
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Abb. 4.8: Vollstindige Mineralsierung von Pentachlorphenol durch Sphingobium chlorophenolicum
mittels oxidativer und reduktiver Dehalogenierung, Ringspaltung und —oxidation zu Succinyl-
und Acetyl-CoA, welche in den Tricarbonséurecyclus eingeschleust werden (nach Cai u. Xun,
2002).

Es ist sehr wahrscheinlich, dal3 der weitere Abbau der Benzen-1,2,4-tricarbonsidure
ebenfalls durch mehrfache Hydroxylierung (darunter wohl eine oxidative
Decarboxylierung durch eine Monooxygenase) eingeleitet wird. MutmaBliches
Intermediat wére hierbei eine zweifach hydroxylierte Phtalsdure (iiblicherweise 4,5-
Dihydroxyphtalsdure in Gram-negativen Bakterien, Habe et al., 2003), welche nicht-
oxidativ zu Protocatechuat decarboxyliert werden diirfte (gezeigt fiir Pseudomonas
spec. durch Grifoll et al., 1994; Ps. fluorescens, Pujar und Ribbons, 1985; Ps.
testosteroni, Taylor und Ribbons, 1983 sowie Nakazawa und Hayashi, 1978). Dafiir
spricht das gute Wachstum des Bakteriums LFG19a (Sinorhizobium morelense/Ensifer
adhaerens) mit Protocatechuat; ein Wachstum mit 4,5-Dihydroxyphtalsdure wurde nicht
getestet. Vermutlich kommt es an dieser Stelle zur oxidativen Ringspaltung durch eine
Dioxygenase. Zwar wire auch eine nicht-oxidative Decarboxylierung zu Catechol
(Brenzcatechin) denkbar; ein solches Enzym wurde fiir verschiedene Anaerobier
beschrieben (Sedimentibacter hydroxybenzoicus (Clostridium hydroxybenzoicum), He
und Wiegel, 1996; Klebsiella aerogenes und Rhodopseudomonas sp., Grant und Patel,
1969). Allerdings zeigte sich der Stamm LFG19a nicht zum Wachstum mit Catechol
befdhigt. Hingegen wurde eine Protocatechuat-3,4-Dioxygenase aus zahlreichen
Aerobiern isoliert (u.a. Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Agrobacterium; Brown
et al. 2004), so daB diese Abbauvariante (Intradiol-Spaltung) durch das aerobe
Bakterium LFG19a (S. morelense/E. adhaerens) wahrscheinlicher anmutet.

Zur Untersuchung des oxidativen Abbaus der Benzen-1,2,4-tricarbonsdure wére die
Zugabe von Flavinen (FAD) und NAD(P)H zum Zellextrakt erforderlich (Abhéngigkeit

der Monooxygenasen (Balashova et al., 2001) wie auch einiger Dioxygenasen (Wolfe et
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al., 2002) von diesen Coenzymen); fiir die Ringspaltung miiite auBlerdem Eisen
hinzugegeben werden (iiblicher Cofaktor der Protocatechuat-4,5-Dioxygenase ist Fe*',
Chen und Lovell, 1994; Cofaktor der Protocatechuat-3,4-Dioxygenase ist Fe’, Brown
et al., 2004). Unter Umstdnden miiite aufgrund der Sauerstoffempfindlichkeit dieser
Enzyme der ZellaufschluB anaerob erfolgen; zumindest aber wire die Zugabe
reduzierender Agentien wie z.B. Ascorbat oder Dithionit zum Ansatz erforderlich
(Hayaishi et al., 1975).

Da die den Decarboxylierungen nachfolgenden Schritte fiir diese Arbeit nicht relevant

waren, wurden keine diesbeziiglichen Experimente durchgefiihrt.

4.5.3 Postulierter Abbauweg von Mellitsaure

Aus den  beobachteten  Decarboxylierungsreaktionen und  vergleichenden
Literaturstudien  kann  ein  vorldufiger = hypothetischer =~ Abbauweg  fiir
Benzenhexacarbonsdure skizziert werden (Abb. 4.9). Nach dreifacher nicht-oxidativer
Decarboxylierung durch die Mellitsdure- bzw. Pyromellitsdure-Decarboxylase erfolgt
vermutlich eine oxidative Decarboxylierung der Benzen-1,2,4-tricarbonséure zu 4-
Hydroxyphtalsdure. Von dieser Verbindung aus wird durch eine oxidative
Decarboxylierung, gefolgt von einer nicht-oxidativen Decarboxylierung (oder
umgekehrt) {iber eines der drei angegebenen moglichen Intermediate sehr
wahrscheinlich ~ Protocatechusdure  gebildet, der  Standardmetabolit  der
Verstoffwechselung (carboxylierter) aromatischer Verbindungen. Welcher der drei
aufgefiihrten Aromaten als Zwischenstufe auftritt, konnte durch Fiitterungsexperimente
getestet werden; sollte sich eine (am besten ausschlieBliche) Priferenz des
Bakterienstammes LFG19a fiir eine der drei Substanzen abzeichnen, so wire diese
Verbindung wahrscheinlich das gesuchte Intermediat (vgl. jedoch 4.8.1.4!).

Der weitere Katabolismus ausgehend vom Protocatechuat ist gut untersucht (Brown et
al., 2004). Nach der bei Aerobiern iiblichen oxidativen (Intradiol-) Ringspaltung durch
eine Protocatechuat-3,4-Dioxygenase kommt es nach Laktonisierung des B-Carboxy-
cis,cis-muconat zu einer weiteren nicht-oxidativen Decarboxylierung. Es handelt sich
hierbei um die insgesamt sechste Decarboxylierung; an dieser Stelle sind also alle
Carboxylgruppen der Mellitsdure vom Ring entfernt worden. Der weitere Abbau iiber 3-
Oxoadipat fiihrt letztlich zu Acetyl-CoA, welches im Tricarbonsdurecyclus (TCC)
vollstindig zu CO, oxidiert wird, sowie Succinat, welches anaplerotisch den TCC
auffiillt. Somit gelangt hochstwahrscheinlich der gesamte innere Ring der Mellitsdure in

den TCC.
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Abb. 4.9: Mineralisierung von Mellitsdure — hypothetischer Abbauweg polycarboxylierter Aromaten.
Es werden alle sechs Carboxylgruppen der Mellitsdure abgespalten, davon vermutlich nur eine durch
oxidative Decarboxylierung (3), die anderen fiinf durch ,,echte” (nicht-oxidative) Decarboxylasen (C-
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4.6 Reaktionsmechanismus der Mellitsaure-Decarboxylase

Die aus Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens (LFG19a) isolierte Mellitsaure-
Decarboxylase ist ein ungewdhnliches Enzym: Es ist bisher kein anderes Enzym
bekannt, welches zwei Carboxylgruppen von einem Aromaten abspaltet. Aullerdem
spalten alle bisher bekannten Benzencarbonsdure-Decarboxylasen Carboxylgruppen
von einem zuvor hydroxylierten Ring ab; einzige Ausnahme ist die zwar schon vor
einem halben Jahrhundert beschriebene, aber bis heute nie isolierte 4-Aminobenzoat-
Decarboxylase (McCullough, 1957), die allerdings ebenfalls einen mit einem +M-
Substituenten versehenen Aromaten decarboxyliert.

Allen Aromaten-Decarboxylasen, die direkt den Kern decarboxylieren, ist gemeinsam,
dafl sie die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Lyse ohne Cofaktoren durchfiihren (Smith &
Ferry, 2000). Dabei ist die nicht-oxidative Decarboxylierung chemisch betrachtet
keinesfalls eine triviale Reaktion, insbesondere im wéBrigen Milieu. Eigentlich wird
hier ein radikalischer Mechanismus in einem organischen Losungsmittel oder einer
starken Sdure/Lauge oder die Zufiihrung elektrischer oder thermischer Energie benotigt
(vgl. auch 1.4.1.1).

Bisher wurde erst eine Decarboxylase aromatischer Carbonséuren kristallisiert, welche

direkt am Ring angreift. Hierbei handelt es sich um die Orotidin-5"-monophosphat-

Decarboxylase (ODCase), welche 0 0

im  Nucleotidstoffwechsel  den j:‘ J ”)‘\ |

letzten Schritt der Biosynthese von S o " T
PO o PO o

Uridinmonophosphat (der Uracil- OMP-Decarboxylase

Vorstufe UMP) durchfiihrt (Abb. OH OH B8 OH OH

4.10). Abb. 4.10: Enzymatische Decarboxylierung von OMP zu

UMP.

Die Kristallisierung dieses Enzyms im Jahre 2000 war und ist von groer Bedeutung fiir
die gesamte Enzymologie, da hier vollig neue bzw. bisher nur vermutete Mechanismen
der enzymatischen Reaktionsbeschleunigung erstmals dokumentiert werden konnten.
Sequenz- und Strukturvergleiche der ODCasen aus verschiedenen Mikroorganismen
ergaben grofe Ubereinstimmungen bzw. zahlreiche hoch konservierte Regionen. Unter
Umstidnden konnen hieraus allgemeine Schliisse fiir Aromaten-Decarboxylasen und
somit auch fiir die Mellitsdure-Decarboxylase abgeleitet werden. Daher soll im

folgenden der Reaktionsmechanismus dieses Enzyms erldutert werden.
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4.6.1 Die OMP-Decarboxylase als Modell hoch effizienter Katalyse

Die Orotidin-5"-monophosphat-Decarboxylase (ODCase) wurde erstmals Anfang der
70er Jahre beschrieben (Murray und Ross, 1971; Fyfe et al.,, 1973). Dieses Enzym
katalysiert die Decarboxylierung von OMP zu UMP. Der Reaktionsmechanismus dieses
Enzyms war von grolem Interesse: Wihrend alle anderen zuvor beschriebenen
Decarboxylasen das bei der Decarboxylierung intermedidr entstehende Carbanion in
einen Thiamin-, Pyridoxal- oder Pyruvoyl-Cofaktor delokalisieren (O'Leary, 1992),
arbeitet dieses Enzym vollig ohne Coenzyme (Radzicka und Wolfenden, 1995);
stattdessen wird das Carbanion in einem sp°-Hybrid-Orbital senkrecht zum 7-
Elektronensystem des Pyrimidinringes lokalisiert (Appleby et al., 2000). Offenbar
arbeiten alle Aromatendecarboxylasen, die direkt am Ring angreifen, ohne Cofaktoren
(Smith und Ferry, 2000), wie ja auch die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen.
Die ODCase wurde im Jahre 2000 als erste Aromaten-Decarboxylase iiberhaupt
kristallisiert, und zwar aus verschiedenen Mikroorganismen aller drei Doménen
Bacteria, Archaea und Eucarya (Appleby et al., 2000 aus Bacillus subtilis; Wu et al.,
2000 aus Methanobacterium thermoautotrophicum sowie Miller et al., 2000 aus
Saccharomyces cerevisiae). Bei allen drei Enzymen handelt es sich um Homodimere
mit hochkonservierter Aminosdureabfolge und Struktur.
Die ODCase nutzt dabei verschiedene Mechanismen, um die Reaktion von OMP zu
UMP zu beschleunigen (zusammengestellt nach Antoniou et al., 2002):
v' Weitgehender AusschluB des Losungsmittels Wasser durch hydrophobe
Abschirmung des Substrats bzw. der reaktiven Gruppe
v" Destabilisierung des Grundzustandes
v Stabilisierung des Ubergangszustandes
v ,.protein dynamics*: Ideale Positionierung des Substrates fiir die Reaktion;
anschlieBend Konformationsianderung des Enzyms und dadurch Verdringung
der Produkte
Das Zusammenspiel dieser Mechanismen macht die ODCase zum effizientesten
bekannten Enzym iiberhaupt (Radzicka und Wolfenden, 1995): Die Beschleunigung der
Decarboxylierung gegeniiber der unkatalysierten Reaktion betrdgt den enormen Faktor
101
Entscheidend fiir die Destabilisierung des Grundzustandes und damit fiir die
Decarboxylierung ist die elektrostatische AbstoBung zwischen der Carboxylgruppe des

Substrats und dem Carboxylat eines Aspartatrests des Enzyms (Appleby et al., 2000).
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Durch die gleichzeitige Stabilisierung des Enzyms mit Hilfe zahlreicher
Wasserstoffbriickenbindungen werden die beiden Carboxylgruppen in einer sonst
hydrophoben Tasche einander auf nur 3,5nm Abstand angendhert (Wu et al., 2000).

Abbildung 4.11 zeigt die Verankerung
des Substrates OMP in einem ,,Bett*

aus Wasserstoftbriickenbindungen
durch die ODCase aus Bacillus M o
subtilis. Allein der Phosphatrest ist aq m—{.\l_n !”
|y e 3 B S
iiber mindestens neun H-Briicken i 7 00\,
Hag st g ¢
stabilisiert; seine Entfernung fiihrt zu /]L P
einer Verlangsamung der Katalyse um g k 1Ly’ \”.,7’ _,-?\‘u__-"""’{-"""""-"-""‘“’""'-“""
8 r R T e
10% (Miller et al., 2000). o
Asp L1
Diese gleichzeitige Anziehung und The 69

Abb. 4.11: Die OMP-Decarboxylase aus B. subtilis mit
gebundenem Substrat (nach Appleby et al.,

Grundzustand durch das Enzym wurde 2000).

AbstoBung  des  Substrates im

von Jencks als genereller katalytischer Mechanismus vorgeschlagen und als ,,Circe-
Effekt™ bezeichnet. (Jencks, 1975). Der in Abb. 4.11 gezeigte ,,Anker-Effekt” wiirde
auch mitbegriinden, warum Enzyme trotz ihres in der Regel nur wenige
Aminosédurereste umfassenden aktiven Zentrums fast immer eine Gréfe von mehreren
hundert Aminosduren besitzen: Um die reaktive Gruppe in die optimale Position zu
bringen (welche in der Regel eine thermodynamisch ungilinstige und somit sehr
unwahrscheinliche ist), bedarf es einer hohen Energiezufuhr aus spezifischen Bindungs-
Interaktionen zwischen Enzym und Substrat, wofiir wiederum eine hoch geordnete
dreidimensionale Struktur und ein grofer Reaktionsraum vonndten ist (nach Miller und
Wolfenden, 2002).

Die oben beschriebene elektrostatische Abstoung zwischen den beiden
Carboxylgruppen wird im Ubergangszustand reduziert durch Ubertragung der negativen
Ladung vom Carboxylat des OMP auf das Ce-Atom des Pyrimidins, welcher sich nahe
einem protonierten Lysinrest befindet (in Abb. 4.11 gekennzeichnet als Lys62). Durch
die Decarboxylierung kommt es zu einer Konformationsédnderung des Enzyms, wodurch
die negative Ladung (also das entstehende Carbanion) weiter entfernt vom Aspartat-
Carboxylat und ndher am Lysinrest zu liegen kommt: Durch Versuche mit

Ubergangszustands-Analoga konnte gezeigt werden, daB der Lysinrest sich um 2A in
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Richtung des Carbanions bewegt und so mit diesem ein Ionenpaar bilden kann (Wu et
al., 2000).

Die Protonierung des Pyrimidins im Anschluf3 an die (bzw. einhergehend mit der)
Decarboxylierung wird ebenfalls durch genau diesen Lysinrest bewirkt. Dariiber hinaus
gibt es Anzeichen fiir eine Beteiligung dieses Lysins bei der Direktion der
Carboxylgruppe des Substrats ins aktive Zentrum (Miller et al., 2000). Dieser Lysinrest
in B. Lys72

thermoautotrophicum und Lys93 in S. cerevisiae); ein Austausch dieses Lysinrestes

ist hochkonserviert (Lys62 subtilis, in  Methanobacterium

fiihrt in allen Féllen zu einem inaktiven Enzym (Appleby et al., 2000 sowie Smiley und
Jones, 1992). Abb. 4.12 verdeutlicht die Rolle des Lysinrestes bei der Stabilisierung des

intermedidren Carbanions.
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Abb. 4.12: Wahrscheinlicher Mechanismus der ODCase (nach Appleby et al., 2000).

Die Abspaltung des unpolaren CO, wird durch einen ebenfalls hochkonservierten
hydrophoben Schirm (,,hydrophobic umbrella*, Miller et al., 2000) begiinstigt, welcher
aus Valin und Leucin bzw. Isoleucin besteht und die Atome O4 und Cs des Pyrimidins
bedeckt (Appleby et al., 2000).

Die Deprotonierung (und damit Neutralisierung) des Lysins hat zur Folge, da3 es zu
die

verantwortlichen Asp und einem weiteren Asp des Enzyms kommt. Beide Carboxylate

einer elektrostatischen Abstoung zwischen dem fiir Decarboxylierung
waren zuvor durch zwei Salzbriicken mit dem positiv geladenen Lysinrest verbunden
(vgl. Abb. 4.13). In der Folge kommt es zu einer Konformationsinderung des Enzyms,
wodurch die Produkte aus der Substrat-Bindetasche entlassen werden (,,electrostatic

expulsion*, Wu et al., 2000).
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Abb. 4.13: Decarboxylierung und Produkt-Freisetzung durch die ODCase (nach Wu et al., 2000).
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Nach anschliefender Reprotonierung des Lysinrestes (durch Wasser, resultierend in

einer Alkalisierung des Mediums) kann der katalytische Zyklus von Neuem beginnen.

4.6.2 Moglicher Reaktionsmechanismus der Mellitsdure-Decarboxylierung

Prinzipiell konnen alle oben beschriebenen katalytischen Mechanismen der Orotidin-5"-
monophosphat-Decarboxylase auf die Mellitsdure-Decarboxylase iibertragen werden.
Die zahlreichen Carboxylgruppen der Mellitsdure erlauben eine feste Einbindung in
eine Substrat-Bindetasche iliber Wasserstoftbriicken. Der deprotonierte Zustand der
Carboxylgruppen wiirde auflerdem eine Stabilisierung {iiber Salzbriicken/
Ionenbindungen zulassen. Ein der abzuspaltenden Carboxylgruppe gegeniiber liegender
deprotonierter Aspartat- (oder Glutamat-) Rest wiirde die notwendige Destabilisierung
des Grundzustandes bewirken. Dieser Asp-Rest kdnnte iiber einen Lysinrest mit einer
der abzuspaltenden Carboxylgruppe benachbarten Carboxylgruppe der Mellitsdure {iber
Salzbriicken verbunden sein. Hierdurch kdme es zu einer extremen Anndherung der
abzuspaltenden Carboxylgruppe an die katalytisch aktive Carboxylgruppe des Aspartat
(vgl. Abb. 4.14a).
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Abb. 4.14a: Hypothetische Positionierung der Mellitsdure im aktiven Zentrum der Mellitsdure-
Decarboxylase. Die von den Carboxylgruppen ausgehenden gestrichelten Linien
kennzeichnen die Einbettung des Substrats in das Enzym iiber Wasserstoffbriicken
(evtl. auch iiber Salzbriicken moglich). Die griinen gestrichelten Pfeile zeigen die
elektrostatische Anziehung zwischen dem katalytischen Lysinrest und den beiden
Carboxylaten von Substrat und Enzym. Der rote Blitz verdeutlicht die elektrostatische
Abstolung zwischen der abzuspaltenden Carboxylgruppe und dem Aspartatrest des
Enzyms.

Der ,,Circe-Effekt” (sieche 4.6.1) bewirkt eine Destabilisierung des Eduktes, weshalb es
zur Decarboxylierung kommt. Hierbei erfolgt eine Verschiebung der negativen Ladung
vom Carboxylat der Mellitsdure zum Ring, so daBl intermediér ein Carbanion entsteht.
Dieses wird durch den positiv geladenen Lysinrest stabilisiert. An dieser Stelle erfolgt
also eine Stabilisierung des Ubergangszustandes. AnschlieBend kommt es zu einer

Protonierung des Aryl-Carbanions durch eben diesen Lysinrest (vgl. Abb. 4.14b).
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Abb. 4.14b: Hypothetischer Ubergangszustand der Decarboxylierung: Die elektrostatische
AbstoBung zwischen der abzuspaltenden Carboxylgruppe der Mellitsdure und dem
Aspartatrest des Enzyms wird durch Verschiebung der negativen Ladung zum Ring
hin vermindert. Das intermedidre Carbanion wird durch den positiv geladenen

Lysinrest stabilisiert. Es kommt zur Protoneniibertragung vom Lysin an den Ring.
Nach Abspaltung des unpolaren CO,, eventuell begiinstigt durch eine hydrophobe
Abschirmung durch das Enzym, kommt es zu einer elektrostatischen AbstoBung
zwischen Substrat und Enzym, da der nun deprotonierte (und damit neutralisierte)
Lysinrest nicht mehr als ,,Puffer” die beiden Carboxylate iiber Salzbriicken verbinden

kann (Abb. 4.14c).
Val Leu
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Abb. 4.14c: Die Decarboxylierung wird moglicherweise durch eine hydrophobe Abschirmung
seitens des Enzyms beglinstigt (in der Abbildung rechts oben angedeutet). Die
Protonierung des Ringes durch den Lysinrest resultiert letztlich in einer

elektrostatischen AbstoBung zwischen Substrat und Enzym.
Die Abspaltung des CO, fiihrt in Verbindung mit der oben beschriebenen
elektrostatischen AbstoBung zwischen Substrat und Enzym wahrscheinlich zu einer

Konformationséinderung des Enzyms, die in der Freisetzung der neu entstandenen

Benzenpentacarbonsdure resultiert (vgl. Abb. 4.14d).
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Abb. 4.14d: Freisetzung der Benzenpentacarbonsiure, resultierend aus einer
Konformationsianderung des Enzyms. Es kommt zur Reprotonierung des Lysins, und
der katalytische Kreislauf setzt erneut ein.

Die Reprotonierung des Lysins durch das wiBirige Medium fiihrt zu einer Alkalisierung,

wie sie in vivo und in vitro beobachtet werden konnte (vgl. 3.9.1 bzw. 3.13).

AnschlieBend kann der katalytische Zyklus von Neuem beginnen.

Dabei erlaubt der vorgeschlagene Mechanismus neben der Decarboxylierung eines

weiteren Mellitsdure-Molekiils alternativ die Verwendung von Benzenpentacarbonsiure

als Substrat:
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Abb.  414e-h:  Hypothetischer
Mechanismus der Decarboxy-
lierung von Benzenpentacarbon-
sdure durch die Mellitsdure-
Decarboxylase (oben).

Es kommt letztlich zur Freisetzung
von Pyromellitsdure (links).
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Der postulierte Mechanismus erklért, wieso bei der Untersuchung der Decarboxylierung
von Mellitsdure durch LAC-gereinigte Decarboxylase aus dem Stamm LFG19a mittels
HPLC die Produkte Benzenpentacarbonsdure und Pyromellitsdure parallel und nicht
nacheinander entstehen (vgl. 3.15.2): Zwar ist die Affinitidt des Enzyms zur Mellitsdure
vermutlich leicht hoher (da die Mellitsdure vollig symmetrisch ist und daher in jeder
Orientierung ins aktive Zemtrum palit); aber die Benzenpentacarbonsdure entsteht
unmittelbar am Enzym und liegt somit nach ihrer Entstehung in direkter Ndhe zur
Decarboxylase vor und kann dementsprechend gleich weiter umgesetzt werden.

Der Mechanismus ist ebenfalls geeignet, die Affinitit des Enzyms zu beiden Substraten
zu erkldren, so dal nacheinander zwei Carboxylgruppen von der Mellitsdure
abgespalten werden konnen. Insbesondere kann hiermit begriindet werden, warum zwei
gegenuberliegende Carboxylgruppen abgespalten werden und folglich Pyromellitsdure
entsteht.

Allerdings miifte im oben beschriebenen Modell eine Bindung der Pyromellitsdure {iber
deren vier Carboxylgruppen ohne Decarboxylierung moglich sein; hierbei kime es zu

einer Blockierung des aktiven Zentrums, da das Substrat nicht umgesetzt werden kann

(kompetitive Hemmung; vgl. Abb. 4.15a).

Es erscheint physiologisch nicht
gerade sinnvoll, daB3 ein Enzym seinen
eigenen  kompetitiven  Inhibitor
produziert. Jedoch spielt moglicher-
weise der Lysinrest eine zusétzliche
Rolle bei der Substratbindung, und

zwar dergestalt, dal eine Carboxyl-

gruppe (ndmlich die abzuspaltende)
Abb. 4.15a: Kompetitive Hemmung der Mellitsdure- iber eine Salzbriicke in die Néhe des
Decarboxlase durch Pyromellitsiure. Aspartatrestes geleitet wird.
Da diese Salzbriicke stirker wire als die Wasserstoffbriicken zu den anderen
Carboxylgruppen, kann moglicherweise die Pyromellitsiure nur mit einer
Carboxylgruppe ,,voran‘ ins aktive Zentrum gelangen, so dal3 eine Bindung aller vier
Carboxylgruppen mittels H-Briicken nicht mdglich ist. Wie oben bereits erwéhnt, wird
in der Tat eine solche dirigierende Funktion des katalytischen Lysinrestes fiir die

ODCase diskutiert (Miller et al., 2000; Miller und Wolfenden, 2002; Callahan und
Wolfenden, 2004).
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Die resultierende Anordnung mit einer Carboxylgruppe gegeniiber dem Asp-Carboxylat
bei nur zwei iiber H-Briicken stabilisierten weiteren Carboxylgruppen erlaubt keinen
weiteren Verbleib der Pyromellitsdure am Enzym (vgl. Abb. 4.15b u. c). Somit kann
nun auch erklart werden, warum Pyromellitsdure nicht durch die MDCase umgesetzt
werden kann: Die Verankerung dieses potentiellen Substrats im Enzym kann nicht stabil
genug erfolgen, da hochstens zwei weitere Carboxylgruppen fiir eine Stabilisierung
mittels Wasserstoff- bzw. Salzbriicken zur Verfligung stehen. Offenbar ist dies nicht
ausreichend, um die abzuspaltende Carboxylgruppe in kritische Ndhe zum Aspartatrest

zu bringen.
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Abb. 4.15b u. c: Moglicherweise dirigiert der Lysinrest (oder andere Bestandteile des Enzyms) die zu
decarboxylierenden Benzencarbonsiuren so ins aktive Zentrum, dafl die abzuspaltende
Carboxylgruppe immer in Richtung des Aspartatrestes positioniert wird. In diesem Fall
ergibe sich fiir die Pyromellitsdure keine ausreichende Verankerung im Enzym.

In vivo tritt dieses Problem vermutlich gar nicht in Erscheinung, da die entstehende
Pyromellitsdure = umgehend durch die  Pyromellitsdure-Decarboxylase  dem
Gleichgewicht entzogen wird, welche wahrscheinlich eine hohere Affinitdt zur
Pyromellitsdure besitzt als die Mellitsdure-Decarboxylase. Dies miifite durch

entsprechende kinetische Studien an den gereinigten Enzymen untersucht werden.

Der postulierte Reaktionsmechanismus erfordert, dal der katalytisch aktive Lysinrest
der Mellitsdure-Decarboxylase protoniert vorliegt. Der Aspartatrest hingegen muf3
deprotoniert vorliegen, ebenso die abzuspaltende Carboxylgruppe (evtl. auch die
anderen Carboxylgruppen der Mellit- bzw. Benzenpentacarbonsdure, um die
Verankerung des Substrats im Enzym zu gewiéhrleisten). Dies erfordert einen pH-Wert,
der in etwa im neutralen Bereich liegt, was sich mit dem ermittelten pH-Optimum des
Enzyms von 6,5 gut deckt.

Interessanterweise liegen die pH-Optima sdmtlicher beschriebener Aromaten-

Decarboxylasen im Bereich zwischen 5,5 und 8,0 — sogar die ODCase des extrem
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acidophilen Archaecons Sulfolobus acidocaldarius (Maiorano und Grogan, 1999).
Hingegen liegen die pH-Bereiche anderer am Aromatenstoffwechsel beteiligten
Enzyme breit gestreut: Insbesondere die ringspaltenden Dioxygenasen bevorzugen ein
alkalisches Milieu (Protocatechuat-3,4-Dioxygenase aus Ps. putida: pH 10, Bull et al.,
1981; Protocatechuat-4,5-Dioxygenase aus Rhizobium leguminosarum: pH 9,5, Chen
und Lovell, 1994; Catechol-1,2-Dioxygenase aus Nocardia spec. bis pH 10, Smith et
al., 1990). Auch oxidativ decarboxylierende Enzyme wie die Salicylat-1-
monooxygenase vertragen deutlich héhere pH-Werte (bei Pseudomonas spec. immerhin
50% der Aktivitit bei pH 10; Yamamoto et al., 1965). Dies gilt auch fiir weitere die
Ringsubstituenten modifizierende Enzyme auch aus dem Pflanzenreich, z.B. die
Shikimat-Dehydrogenase aus Pfeffer (Capsicum annuum), deren pH-Optimum bei 10,5
liegt (Diaz und Merino, 1997).

Hingegen scheint bei den Decarboxylasen die unbedingt erforderliche Protonierung des
katalytisch  unverzichtbaren Lysinrestes (bzw. allgemein eines basischen
Aminoséurerestes zur Stabilisierung des intermediér entstehenden Carbanions) den pH-

Bereich nach oben zu begrenzen.

Es spricht also vieles dafiir, daB sich von den fiir die ODCase gefundenen
Reaktionsmechanismen generelle Prinzipien fiir alle Aromaten-Decarboxylasen ableiten
lassen, die auch fiir die Mellitsdure-Decarboxylase gelten konnten. Letztlich bewiesen
werden kann dies jedoch nur durch die Kristallisation eines solchen Enzyms mit
anschliefender Rontgenstrukturanalyse, am besten mit gebundenem Substrat bzw.
einem stabilen Ubergangszustandsanalogon. Fiir eine solche Analyse miiften in
anschlieBenden Experimenten groBere Mengen der Mellitsdure-Decarboxylase aus dem

Stamm LFG19a (oder einem anderen Bakterium) gereinigt werden.
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4.7 Mogliche Organisation der fir den Mellitsdure-Abbau
verantwortlichen Gene

Im Rahmen dieser Dissertation wurden keine molekulargenetische Arbeiten
unternommen. Folglich konnen nur hypothetische Aussagen zur genetischen
Organisation des Mellitsdure-Abbaus getroffen werden.

Gene fiir den Aromatenabbau liegen fast immer geclustert vor (Peng et al., 2002 sowie
Eaton, 2001), d.h. die verantwortlichen Gene befinden sich auf dem Chromosom in
unmittelbarer Nachbarschaft. Zumeist sind diese Cluster in wenigen Operons
organisiert, die von wenigen, z.T. sogar einem einzigen Schliisselmetaboliten induziert

werden. Dies soll anhand einiger Beispiele veranschaulicht werden.

4.7.1 Biphenyl-Katabolismus in Sphingomonas paucimobilis

Der Biphenyl-Katabolismus als Modell des Lignin-Abbaus von Sphingomonas
paucimobilis ist auf molekularer Ebene gut untersucht. Hier findet im Genom eine
Konzentrierung der vier Gene fiir den Abbau von 5,5'-Dehydrodivanillat iiber zwei
weitere dimere Komponenten zu Vanillat in einem 18kb-Operon statt; in fast
unmittelbarer Nachbarschaft befinden sich die Gene flir den Abbau verschiedener B-
Arylether, ebenfalls typischer Lignin-Komponenten. Hier liegt also eine Clusterung der
Gene flir den Abbau aromatischer Dimere vor. Separiert hiervon liegen in einem
zweiten Cluster die fiir den weiteren Katabolismus des Monomers Vanillat
verantwortlichen Gene, beginnend mit einer Vanillat-Demethylase, welche den
Schliisselmetaboliten Protocatechuat herstellt. Neben einer Protocatechuat-Dioxygenase
finden sich in der Nachbarschaft weitere Gene, die fiir Enzyme codieren, welche
ungewohnliche aromatische Monomere wie etwa 2-Pyron-4,6-dicarbonséure in
Protocatechuat iiberfiihren. Alle Cluster werden induziert durch die Zugabe des
Schliisselmetaboliten 5-Carboxyvanillat. Diese Verbindung wird durch das letzte Gen
im ersten Cluster zu Vanillat decarboxyliert. Dieses induziert wiederum das zweite

Cluster fiir den Abbau der Monomere (Peng et al., 2002).

4.7.2 Phtalat-Katabolismus in Arthrobacter keyseri

Ein besonders extremes Beispiel fiir Clusterung findet sich bei Arthrobacter keyseri
(frither Micrococcus spec.): Hier befinden sich samtliche fiir den Abbau von Phtalat-

Estern bendtigten Gene auf einem einzigen 130kb (!) groBen Plasmid, welches durch
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die Zugabe von Phtalsdure zum Medium induziert wird. Dies umfaflt sowohl die
benotigten Transporter sowie die Esterasen zur Phtalat-Esterspaltung als auch die
Enzyme zur Umsetzung der Monomere, insbesondere die Phtalsdure-Dioxygenase, 3,4-
Dihydroxyphtalat-Decarboxylase und Protocatechuat-4,5-Dioxygenase (Eaton, 2001).
Das bedeutet, dall die gesamte Information zur Verstoffwechselung dieser weltweit im
Millionen-Tonnen-Mallstab  produzierten = Kunststoff-Bestandteile  (insbesondere
Weichmacher fiir PVC) von der Aufnahme iiber die Monomerisierung bis zur
Linearisierung extrachromosomal lokalisiert ist und bei Bedarf abgelesen wird. Da
Phtalatester ein rein menschliches Produkt sind, kann dies als eine gewaltige Anpassung

der Mikrobenwelt an die anthropogene Umweltverschmutzung interpretiert werden.

4.7.3 Abspaltung von sechs Ringsubstituenten: Abbau von -
Hexachlorocyclohexan (Lindan)

Von besonderem Interesse ist hier die gut untersuchte Verstoffwechselung von Lindan.
Die polychlorierten Verbindungen sind die einzigen in der Literatur ausfiihrlich
beschriebenen Beispiele fiir den mikrobiellen Abbau polysubstituierter Molekiile.
Am Modellorganismus Sphingomonas paucimobilis wurde festgestellt, da3 hier ein
sogenannter ,,upstream pathway‘ von einem ,,downstream pathway‘“ unterschieden
werden kann. Hierbei wird zunédchst das Lindan durch drei Enzyme (LinA, LinB und
LinC) vierfach dechloriert, zweifach oxidiert, dabei aromatisiert und somit flir den
weiteren Abbau vorbereitet. An dem so entstandenen 2,5-Dichlorohydrochinon
bewirken die Enzyme LinD, LinE und LinF eine weitere zweifache (und damit
vollstdndige) Dechlorierung sowie die oxidative Ringspaltung zu 2-Oxoadipat (Endo et
al., 2005).
Hier liegt also auf den ersten Blick prinzipiell eine dhnliche Situation vor wie beim
Biphenyl-Katabolismus (interessanterweise untersucht am gleichen Modellorganismus).
Die molekulargenetische Organisation ist jedoch extrem uneinheitlich: die ,,upstream
pathway*“-Gene linA, linB und linC liegen iliber das Genom verstreut und werden
konstitutiv exprimiert (Nagata et al., 1999).
Die Gene linD und linE hingegen liegen als Operon vor und werden in Anwesenheit
von chlorierten Hydrochinonen durch den Transcriptionsregulator LinR induziert.
Dabei konnen im ,,downstream pathway** alternativ auch andere chlorierte aromatische
und aliphatische Verbindungen verwertet werden. Entsprechend liegt das hier

verantwortliche Gen linF in Nachbarschaft mehrerer ORFs, die eine hohe Ahnlichkeit
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zu den Genen fiir den Abbau von Pentachlorophenol durch Sphingobium
chlorophenolicum (frither Sphingomonas chlorophenolica) aufweisen. Bis auf die
konstitutiv exprimierte reduktive Dechlorinase PepC (vgl. Abb. 4.8) werden alle Gene
durch Pentachlorophenol induziert (Cai und Xun, 2002). Entsprechend liegen diese
Gene alle recht nahe beeinander innerhalb eines 24kb-Abschnitts. Allerdings werden
alle Gene von unterschiedlichen Promotoren aus transcribiert. Die Organisation in

einem Operon, welche zu erwarten gewesen wire, liegt folglich nicht vor.

4.7.4 Schlisse fur den Mellitsdure-Abbau

Wie oben beschrieben, ist die molekulargenetische Organisation des Aromatenabbaus
zu heterogen, als daB allgemeine Riickschliisse flir die Anordnung der fiir den
Mellitsdure-Abbau verantwortlichen Gene gezogen werden konnten. Aus den
Induktionsversuchen mit unterschiedlichen C-Quellen (vgl. 3.10) kénnen jedoch einige
Folgerungen getroffen werden.

Bei Aromaten mit vier oder mehr Carboxylgruppen wurden MDCase und PDCase
induziert. Dies erscheint verwunderlich, da die Mellitsdure-Decarboxylase ja erst ab
fiinf Carboxylgruppen am Ring bendtigt wird. Allerdings war die relative
Decarboxylase-Aktivitdt fiir Pyromellitsdure (verglichen mit der fiir Mellit- und
Benzenpentacarbonsdure) bei Anzucht mit dieser C-Quelle doppelt so hoch wie bei
Wachstum mit Mellit- und Benzenpentacarbonsiure (vgl. 3.14.2/Abb. 3.46). Offenbar
erfolgt die Induktion dieser Enzyme also nicht nach dem ,,alles-oder-nichts““-Prinzip,
sondern ist zumindest teilweise durchaus den Erfordernissen des Stoffwechsels
angepalit. Nichtsdestotrotz ist es bemerkenswert, da3 die MDCase durch das Produkt
der von ihr katalysierten Reaktion induziert wird, wéahrend bei vielen Enzymen eine
Produkthemmung bekannt ist.

Fiir die Umsetzung der Benzen-1,2,4-tricarbonsdure wird eigentlich keines der beiden
Enzyme bendtigt. Trotzdem kommt es zur Induktion der Mellitsdure-Decarboxylase
(MDCase) jedoch nicht zur Induktion der Pyromellitsdure-Decarboxylase (PDCase).
Dieser Wachstumsversuch belegt, dal die MDCase unabhidngig von der PDCase
induziert wird. Diese beiden Enzyme sind folglich nicht in einem Operon
zusammengefat. Auch hier konnte beobachtet werden, dal die Expression der
MDCase den physiologischen Erfordernissen dahingehend angepaft ist, daB3 sie deutlich
niedriger ausfillt als bei Verwendung von hoher carboxylierten BCS. Die Benzen-1,2,4-

tricarbonséure ist folglich ein schlechterer Induktor der MDCase.
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Die Induktion der MDCase erfolgt unspezifischer als die der PDCase (und zwar ab drei
Carboxylgruppen am Ring). Unter Umstéinden wird die PDCase bei Verwendung von
Mellitsdure und Benzenpentacarbonsdure auch erst nach dem ersten intrazelluldren
Auftreten ihres Substrates infolge Decarboxylierung dieser beiden C-Quellen durch die
Mellitsdure-Decarboxylase induziert; in diesem Fall wiirde die PDCase hochspezifisch
nur durch ihr eigenes Substrat induziert. Dies konnte das deutlich langsamere Wachs-
tum des Bakteriums LFG19a mit diesen beiden C-Quellen (gegeniiber Wachstum mit
Pyromellitsdure) erkldren. Allerdings konnte dieser Unterschied auch in unterschiedlich
effizienten Transportmechanismen fiir diese unterschiedlichen Benzencarbonsduren
begriindet sein: Die deutlich hydrophobere Pyromellitsdure 146t sich u.U. leichter durch
die Membran schleusen. Ob fiir den Transport der verschiedenen BCS unterschiedliche
Transportkomponten benétigt werden, wurde jedoch nicht untersucht.

MDCAse, PDCase sowie die hypothetische (oxidativ decarboxylierende) Benzen-1,2,4-
tricarbonsdure-Monooxygenase (vgl. Abb. 4.9) gehoren (analog zum Modell des
Lindan-Abbaus) zum ,,upstream pathway““, welcher die polycarboxylierten Aromaten
fiir den weiteren oxidativen Abbau vorbereiten.

Die weiteren fiir den (Pyro-)Mellitsdure-Abbau (,,downstream pathway**) benétigten
Gene konnten durch das Auftreten der ersten hydroxylierten Verbindung (vermutlich 4-
Hydroxyphtalsdure) induziert werden, dhnlich wie im Lindan-Abbau die Gene linD und
linE gemeinsam als Operon in Anwesenheit von chlorierten Hydrochinonen induziert
werden. Von hier bis zur Ringspaltung wéren mindestens drei Enzyme erforderlich,
deren Clusterung und gemeinsame Induzierbarkeit (idealerweise durch Organisation in
einem Operon, ggf. mit anderen Enzymen des Phtalsdure-Stoffwechsels) physiologisch
sinnvoll wire, jedoch zur Zeit nicht belegt werden kann. Einen ersten Hinweis hierauf
liefert das dhnliche Protein-Bandenmuster nach Anzucht mit 5-Hydroxyisophtalsidure
sowie Protocatechusdure (vgl. 3.10.2/Abb. 3.39a u.b).

Fiir genauere Aussagen wiirden sich quantitative Proteomanalysen mittels 2D-
Gelelektrophoresen anbieten, bei denen die Protein-Expressionsmuster nach Anzucht
mit unterschiedlichen polycarboxylierten und unterschiedlich hydroxylierten Aromaten
verglichen werden. Bei dhnlichen Studien an Rhodococcus spec. wurde festgestellt, daf3
bei Anzucht mit Phenylacetat von 1430 Proteinflecken 75 mindestens doppelt so stark
vorlagen wie bei Verwendung von Pyruvat als C-Quelle und auBBerdem 71 Proteine

zusitzlich auftraten (Llorens et al., 2005).
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4.8 Ausblick

Im Folgenden sollen kiinftige Versuchsansdtze vorgeschlagen werden, die die im
Rahmen dieser Dissertation unternommen Experimente und die aus ihnen resultierenden
Ergebnisse aufgreifen, fortfiihren und sinnvoll ergénzen. Dabei werden auch langfristige
Strategien erortert, die das Fernziel der enzymatischen Decarboxylierung von

Huminséduren in Angriff nehmen.

4.8.1 Weitere Aufklarung des Mellitsdure-Stoffwechsels

4.8.1.1  Ermittlung der Gen- und Proteinsequenz der Mellitsdure-Decarboxylase
Durch Ansequenzierung der gereinigten Mellitsdure-Decarboxylase konnten Gensonden
bzw. geeignete Primer zur Vervielfdltigung eines zugehdrigen Genabschnitts abgeleitet
werden. Die Kenntnis der Sequenz von 15-20 Aminoséuren ist in der Regel ausreichend
fiir die Klonierung des fiir das Protein codierenden Gens (Brown, 2002). Nach
Sequenzierung dieses Gens kann der Rest der Aminosduresequenz mit Hilfe des
genetischen Codes abgeleitet werden (indirekte Proteinsequenzierung).
Alternativ.  oder ergidnzend kann nach Ermittlung der Teilsequenz eine
Proteinsequenzierung und -identifizierung mittels Massenspektrometrie (MALDI/TOF)
nach gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgen (Aebersold und Mann, 2003). Neben
der Zuordnung von Disulfidbriicken sowie weiterer Strukturmerkmale konnte hierdurch
auch eine Identifikation eventueller Aminosdure- und Proteinmodifikationen erfolgen,
die aus der DNA-Sequenz nicht ersehen werden kdnnen.
Durch Abgleich der experimentellen Daten mit Sequenz-Datenbanken koénnen die
erhaltenen Gen- bzw. Proteinfragmente mit anderen Decarboxylasen verglichen werden.
Insbesondere durch Vergleich mit der bekannten Sequenz der Orotidin-5'-
monophosphat-Decarboxylase kann iiberpriift werden, ob der fiir die Mellitsdure-
Decarboxylase postulierte Reaktionsmechanismus dem der ODCase dhnlich sein kann.
Insbesondere miifiten sich der charakteristische Lysinrest (bzw. ein positiv geladener
Aminosédurerest) sowie ein fast unmittelbar benachbarter negativ geladener Amino-
sdurerest (in Bacillus subtilis Asp60 und Lys62) wieder finden lassen. Auf diese Art
lieBe sich eventuell aus der Proteinsequenz das aktive Zentrum des Enzyms ableiten.
Interessant wére auch der Vergleich mit anderen Mellitsdure-Decarboxylasen, die sich
ebenfalls iiber Liganden-Affinititschromatographie an immobilisierter Mellitsdure
reinigen lassen diirften. Insbesondere ein Vergleich mit der MDCase des

Bakterienstammes X.93, welcher nicht Pyromellitsdure, sondern eine andere
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Benzentetracarbonsdure als Intermediat bildet, konnte Aufschlul tuber den

Mechanismus der Decarboxylierung geben.

4.8.1.2  Aufklarung des Reaktionsmechanismus der Mellitsaure-Decarboxylase

Eine wesentlich genauere, allerdings auch erheblich aufwendigere Methode zur
Verifizierung des postulierten Reaktionsmechanismus wire eine
Rontgenstrukturanalyse der kristallisierten Mellitsdure-Decarboxylase, am besten mit
gebundenem Substrat bzw. Substratanalogon. Auf diese Weise konnte die Einbettung
der Mellitsdure ins aktive Zentrum des Enzyms visualisiert werden. Allerdings erfordert
eine solche Strukturanalyse die Verfligbarkeit mehrerer Milligramm hochreinen
Proteins (Branden und Tooze, 1999). Die erforderliche Reinheit von > 97% miifite nach
zweifacher Liganden-Affinitdtschromatographie gewdhrleistet sein (vgl. Abb. 3.42).
Mehr als 50-100pg Protein konnen jedoch unter Beibehaltung des KleinstmaRstabs (d.h.
Anzucht des Stammes LFG19a im Kleinfermenter und Verwendung von Kleinstsdulen)
nicht gewonnen werden. Mehrere Maflnahmen wiirden hier Abhilfe leisten:

v Optimierung der Anzuchtbedingungen von LFG19a, dadurch hohere Zelldichten

v Upscaling der Reinigung in groBeren Sdulen und Erhohung der Binde-Kapazitit
fiir die Mellitsdure-Decarboxylase

v Klonierung des Decarboxylase-Gens in einen Expressionsvektor und
Uberexpression der MDCase in einem ,,pflegeleichten* Produktionsstamm
Insbesondere der letzte Punkt wiirde einen wesentlichen Fortschritt bedeuten, da nicht
nur mit einem Schlag erheblich mehr Enzym zur Verfiigung stiinde, sondern dieses
bereits in einer erheblich hoheren Reinheit vorldge (bzw. einen um mindestens eine
GroBenordnung hdoheren Anteil am Gesamtprotein ausmachen wiirde). Durch
Verkniipfung mit einem entsprechenden Peptid lieBe sich die Decarboxylase auch durch

den Stamm ins Medium ausscheiden, was die Reinigung weiter vereinfachen wiirde.

4.8.1.3  Reinigung der Pyromellitsaure-Decarboxylase aus dem Stamm LFG19a
Es wiirde sich anbieten, das nichste im Mellitsdure-Katabolismus aktive Enzym,
nidmlich die Pyromellitsdure-Decarboxylase (PDCase) zu reinigen und zu untersuchen.
Dieses Enzym vollfiihrt wie die MDCase eine nicht-oxidative Decarboxylierung. Der
Reaktionsmechanismus diirfte sehr dhnlich sein, entsprechend 148t sich fiir das aktive
Zentrum eine &dhnliche Struktur erwarten, die sich aus der (in diesem Bereich

wahrscheinlich sehr &hnlichen) Aminosduresequenz vorhersagen lassen konnte. Zur
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Reinigung miiflite zunichst die vorab erfolgende fraktionierte Ammoniumsulfat-Fillung
fiir dieses Enzym optimiert werden. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt haben,
fallt die PDCase bei hoheren Salzkonzentrationen aus als die MDCase (vgl. 3.15.3).

Fir die weitere Reinigung wiirde sich auch hier eine Liganden-
Affinititschromatographie anbieten, und zwar mit Pyromellitsdure als immobilisiertem
Liganden. Hierbei konnten sich allerdings folgende Probleme bei der Herstellung des
Sdulenmaterials als hinderlich erweisen:

e Zum einen ist die Pyromellitsdure mindestens zehnfach schlechter wasserldslich
(vgl. 3.1.1), so daB zur Kopplung erheblich geringere Konzentrationen an
Ligand zur Verfiigung stiinden.

e Des weiteren kdnnen nur vier statt sechs Carboxylgruppen aktiviert und
gekoppelt werden; die Kopplungseffizienz wire vermutlich klar schlechter.

e Drittens verfiigt die Pyromellitsdure nicht iiber ein so charakteristisches UV-
Spektrum wie die Mellitsédure; der Nachweis der Kopplung (und damit letztlich
auch deren Optimierung) wird dadurch erschwert.

Auch die Durchfiihrung der Chromatographie wire unter Umstianden weniger effizient:
Die enzymatische FErkennung der kovalent gebundenen Pyromellitsdure ist
wahrscheinlich deutlich schwieriger als die der kovalent gebundenen Mellitsdure.

Nach Anbindung der Mellitsdure an

Sepharose 4B ragt gewissermalen 0

Benzenpentacarbonsdure ins Medium. \

Abb. 416: Struktur kovalent an EAH SEphABwCH—N
Sepharose 4B (Seph4B)
gebundener Mellitsédure.

Wihrend die MDCase auch diese als Substrat erkennt und entsprechend binden kann, ist
die PDCase wahrscheinlich nicht zur Bindung von Benzen-1,2,4-tricarbonsiure
befdhigt, welche analog als Ligand zur Verfligung stiinde, wenn Pyromellitsdure

kovalent mit dem Séulenmaterial verkniipft vorliegt (vgl. Abb. 4.17a und b).

-
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Abb. 4.17a und b: Mogliche Strukturen kovalent an EAH Sepharose 4B (Seph4B) gebundener
Pyromellitsdure. Der ins Medium ragende Ligand dhnelt eher der Benzen-1,2,4-
tricarbonséure als dem Substrat der PDCase.

Die Effizienz der LAC konnte daher deutlich schlechter sein als die der MDCase mit

Mellitsdure als immobilisiertem Liganden.
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Die Verwendung von Benzenpentacarbonsdure als Ligand wire keine Alternative, da
nicht gesagt werden kann, liber welche Carboxylgruppe diese an Seph4B binden wiirde.
Der ins Medium ragende Ligand wiirde zwar vier Carboxylgruppen tragen, wére jedoch
nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 20% der Pyromellitsdure dhnlich (vgl. Abb.
4.18a-e).

-
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Abb. 4.18a-e: Mogliche Struk-
turen kovalent an Seph 4B
gebundener Benzenpenta-
carbonsdure. Lediglich eine
der fiinf moglichen Strukturen
(oben) é&hnelt der Pyro-
mellitsdure.

SephdB CHy—NH

Wie gezeigt, gestaltet sich diese LAC vermutlich schwieriger als die mit der MDCase
durchgefiihrte. Eventuell sollte in Betracht gezogen werden, nach der fraktionierten
Ammoniumsulfatfillung zundchst eine weitere Vorreinigung der PDCase
durchzufiihren, am besten mittels Hydrophober Interaktionschromatographie (HIC, vgl.
4.3.2).

Unter Umsténden konnte das fiir die Pyromellitsdure-Decarboxylase codierende Gen
sich in der Ndhe des MDCase-Gens befinden. Dies wiirde auch ohne Klonierung und
Uberexpression durch einen Expressionsstamm die Proteinreinigung der PDCase
erheblich vereinfachen, da aus der Aminosduresequenz einige Eigenschaften des
Proteins abgeleitet werden konnten. Z.B. lieBe sich das Molekulargewicht exakt
ermitteln, so daB3 eine Gelpermeationschromatographie vereinfacht wiirde. Der IEP
konnte ebenfalls vorausgesagt werden, was eine Isoelektrische Fokussierung
ermdglichen wiirde. Und auch die Eigenladung der PDCase bei verschiedenen pH-
Werten wie auch die Hydrophobizitit wiren deduzierbar; eine Reinigung {iiber
Ionenaustauschchromatographie bzw. HIC wiirde hierdurch erleichtert.

Auch unter diesem Gesichtspunkt hitte folglich die Ermittlung der MDCase-Sequenz
wie auch eine Sequenzierung der Umgebung dieses Gens Prioritét.

Vergleichende Studien der unterschiedlichen MDCasen aus den Bakterientimmen
LFG19a und X.93 sowie der PDCase aus LFG19a und der Benzentetracarbonséure-
Decarboxylase aus X.93 wiirden das Verstindnis der Aromaten-Decarboxylierung

erheblich verbessern.
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48.1.4 Untersuchung des weiteren Abbauweges von Mellit- und Pyromellitséaure
Die weitere Aufklarung des Mellitsdure-/Pyromellitsdure-Katabolismus wiirde mit dem
Nachweis verschiedener oxidativer Enzyme des Aromaten-Stoffwechsels beginnen.
Insbesondere der Weg von der Benzen-1,2,4-tricarbonsdure zum  hochst
wahrscheinlichen Intermediat Protocatechusdure (vgl. Abb. 4.9) ist von Interesse; der
weitere Abbau dieser Verbindung ist gut untersucht.
Erste Hinweise konnten hier Wachstumsversuche mit den moglichen Intermediaten als
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle geben (vgl. hierzu auch 4.5.2). Da jedoch nicht
fiir jedes abbaubare Intermediat auch ein Transportmechanismus in die Zelle hinein
vorliegen muf} (was ebenfalls Gegenstand weiterer Untersuchungen sein konnte), lassen
diese Ergebnisse nicht zwangsldufig Riickschliisse auf den bevorzugten Abbauweg zu.
So erwiesen sich beileibe nicht alle (Pyro-) Mellitsdure abbauenden Bakterien als zu
gutem Wachstum mit Benzen-1,2,4-tricarbonsdure befdhigt, obwohl diese Verbindung
bei allen Bakterien als Decarboxylierungsprodukt nachgewiesen werden konnte.
Genauer wiren spektralphotometrische Enzymassays, die die unterschiedlichen UV-
Spektren der zu erwartenden Verbindungen zur Detektion von Entstehung und Abbau
der diversen Intermediate nutzen. Viele dieser Tests wurden bei der Erforschung des
Benzoe- und Phtalsdurekatabolismus etabliert und konnten mit leichten Modifikationen
wohl auch fiir die Untersuchung des Abbaus von Benzen-1,2,4-tricarbonsdure vewendet
werden. Beispiele solcher Enzymtests finden sich fiir 4-Hydroxyphtalséure-
Decarboxylase = (Nakazawa und Hayashi, 1978), 4,5-Dihydroxyphtalsdure-
Decarboxylase (Nakazawa und Hayashi, 1977) sowie fiir die unterschiedlichen
moglichen Protocatechuat-Dioxygenasen (Crawford et al., 1979; Ornston und Stanier,
1966; Ribbons und Evans, 1962).
Diese Assays sollten durch Nachweis der Metabolite mittels HPLC abgesichert werden.
Die entstehenden teilweise hydroxylierten und carboxylierten Verbindungen von der
postulierten 4-Hydroxyphtalsdure bis zur Protocatechusdure miifiten prinzipiell unter
denselben Bedingungen zu trennen sein wie die Benzencarbonséduren, da ihre Polaritét
zwischen Benzoe- und Mellitsdure liegt. Die Detektion kann ebenfalls iiber einen
Diodenarray-Detektor erfolgen, da alle Verbindungen aromatisch sind und iiber ein
charakteristisches UV-Spektrum verfiligen, ebenso wie das mittels oxidativer Spaltung
durch eine Protocatechuat-Dioxygenase linearisierte mogliche Abbauprodukt der

Protocatechuséure (vermutlich B-Carboxy-cis, cis-muconat; Grifoll et al., 1994).
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Zweidimensionale Protein-Gelelektrophorese nach differentieller Anzucht mit
verschiedenen Aromaten und anschlieBende vergleichende Massenspektrometrie
(MALDI/TOF; nach Aebersold und Mann, 2003; vgl. auch 4.8.1.1) konnte die
Identifikation gleich mehrerer verantwortlicher Enzyme wie auch zugehoriger

Transportkomponenten ermoglichen.

4.8.2 Enzymatische Decarboxylierung von Huminsauren (HS)

4.8.2.1  Eignung der Mellitsdure-Decarboxylase zur HS-Decarboxylierung
Die isolierte Mellitsdure-Decarboxylase ist das erste bekannte Enzym, welches zwei
Carboxylgruppen von einem Aromaten abspaltet. Dennoch ist die Substratspezifitit zu
hoch, um eine Decarboxylierung von Huminsduren in nennenswertem Umfang erwarten
zu lassen, insbesondere angesichts des postulierten Reaktionsmechanismus.
Dariiber hinaus wire die Verwendung dieses intrazelluliren Enzyms aufgrund des
hohen Aufwandes bei der Reinigung auch ausgesprochen unwirtschaftlich.
Bemerkenswert ist allerdings die hohe Stabilitit der MDCase; u. U. kdnnten sich
prinzipiell auch intrazellulire Enzyme fiir einen technischen Einsatz als geeignet
erweisen, insbesondere wenn sie wie die MDCase aus dem Stamm LFG19a unabhingig
von Cofaktoren arbeiten. Von Vorteil ist auch die offenbar kaum erforderliche
Pufferung (vgl. 3.8.1). Wiinschenswert wire allerdings ein breiteres pH-Spektrum
insbesondere im alkalischen Bereich, wenn wie in 1.4 vorgeschlagen die zu
decarboxylierende Huminsdurelosung basisch vorliegt. Um alle Carboxylgruppen eines
Huminsduremolekiils erreichen zu konnen, wére zudem ein Enzym erforderlich,

welches deutlich kleiner ist als das 45kD-Monomer der MDCase aus LFG19a.

4.8.2.2  Potentielle Eignung weiterer Decarboxylasen
Die Carboxylgruppen der Huminsduren liegen z.T. nicht direkt am Ring, sondern sind
Teil aliphatischer Seitenketten (vgl. Abb. 1.14). Daher wéren neben den
Benzencarbonsdure-Decarboxylasen auch andere Enzyme prinzipiell zur teilweisen
Huminsdure-Decarboxylierung befdhigt, wenn sie iiber ein hinreichend breites
Substratspektrum verfiigen. So zeigte sich eine aus Pseudomonas fluorescens isolierte

Ferulasdure-Decarboxylase auch zur Decarboxylierung von p-Cumarsidure (4-
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Hydroxyzimtsdure) befdahigt (Huang et al, 1994). Eine aus Bacillus subtilis isolierte
Decarboxylase konnte mit Ferula-, p-Cumar- und Kaffeesdure (siche Abb. 4.19) gleich
drei unterschiedliche Aromaten zum entsprechenden Hydroxy- bzw. Methoxystyren
decarboxylieren (Cavin et al., 1998). Beide Enzyme arbeiten wie die Mellitsdure-

Decarboxylase unabhingig von Cofaktoren.
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Abb. 4.19a: p-Cumarsiure Abb. 4.19b: Kaffeesiure Abb. 4.19c: Ferulaséure

Insbesondere die p-Cumar- und die Ferulasdure sind Hauptbestandteile pflanzlichen
Lignins und maBgeblich an dessen Quervernetzung beteiligt (Richter, 1997). Eine
Eignung dieser Decarboxylasen sollte also ebenfalls untersucht werden, insbesondere
unter dem Gesichtspunkt einer diskutierten Beteiligung von Esterasen an der
mikrobiellen Kohleverfliissigung; hier wiirden ndmlich duch Spaltung der
Esterverkniipfungen aus Ferula- und p-Cumarsidure mit dem Arabinosesubstituenten der
Lignin-Komponente Arabino-Glucurono-Xylan (Scalbert et al., 1985) zusétzliche
Carboxylgruppen freigelegt, so daB3 eine Decarboxylierung in diesem Falle besonders
effizient wire.

Beim Einsatz der bisher bekannten Decarboxylasen wére wahrscheinlich ein Gemisch
dieser Enzyme am wirkungsvollsten. Eine hohe Reinheit der verantwortlichen
Biokatalysatoren wére vermutlich nicht erforderlich, was die Wirtschaftlichkeit einer
enzymatischen Huminsdure-Decarboxylierung erheblich verbessern wiirde. Analog
hierzu werden Gemische (allerdings extrazelluldrer) nicht gereinigter pilzlicher Enzyme
zur Nutzbarmachung heterogenen pflanzlichen Materials fiir Biogasanlagen erprobt

(Holker, personliche Mitteilung).

4.8.2.3  Enzymdesign als Moglichkeit zur Optimierung von Decarboxylasen fur HS
Durch ungerichtete Mutagenese der zugehorigen Gene konnen Enzyme modifiziert, auf
bestimmte FEigenschaften hin selektiert wund somit gewissermallen eine
Molekiilevolution im  Labor  nachgestellt ~werden. Bei  Kenntnis des
Reaktionsmechanismus und der entscheidenden strukturellen Komponenten kann dieser
ProzeB durch gerichtete Mutationen erheblich beschleunigt und verbessert werden. Auf
diese Weise konnen Reaktionen forciert werden, die vom nativen Enzym gar nicht oder

nur langsam katalysiert werden (,,directed evolution*).
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So gelang beispielsweise kiirzlich die Herstellung von Varianten der Naphtalin-
Dioxygenase aus Ralstonia spec., die eine im Wildtyp-Enzym nicht vorhandene
Aktivitdt fiir die Oxidation von Nitroaromaten besallen (Keenan et al., 2005). Hier
wurde in einem ersten Ansatz unter Zuhilfenahme degenerierter Primer ein offenbar fiir
die Substraterkennung essentieller Phenylalaninrest (Phe350) modifiziert. Bei
Austausch gegen Threonin, Glutamin oder Lysin ergab sich eine katalytische Aktivitét
fiir 2,6-Dinitrotoluen sowie 2-Amino-4,6-dinitrotoluen. Einen dhnlichen Effekt ergab
der Austausch eines Lysinrestes (Lys225) gegen Arginin, ebenso eine Mutation von
Glycin407 zu Serin, Cystein und Threonin, wodurch eine Aktivitdt fiir 0- und p- Cresol
erzeugt werden konnte. Durch Kombination dieser Mutanten entstanden in der zweiten
Generation Enzyme, die fiir die jeweiligen Substrate eine bis zu 24fach gesteigerte
Aktivitit besaflen (Keenan et al., 2005).

Analog hierzu konnte man durch gerichtete Mutation und Kombination verschiedener
Aromaten-Decarboxylasen Enzyme mit gesteigerter und relativ unspezifischer
Aktivitit fiir die enzymatische Decarboxylierung von Huminséuren erzeugen.

Dabei konnten computergestiitzte Modelle die gerichtete Evolution solcher Enzyme
erleichtern. Auf diese Weise konnten Mutationen vorausgesagt werden, die in ein
katalytisch inaktives Ribose-Bindeprotein eingefiihrt werden miiiten, um eine
Triosephosphat-Isomerase-Aktivitit zu erlangen (Dwyer et al., 2004). Die so erzeugten
Enzyme enthielten 18-22 Mutationen und beschleunigten die oben beschriebene

Reaktion um einen Faktor 10° — 10,

Eine weitere Moglichkeit zur Erlangung katalytischer Aktivititen fiir bestimmte
Substrate ist die Herstellung katalytischer Antikdrper (Abzyme). Dabei wird ein Tier
mit einem hypothetischen Ubergangszustands-Analogon einer bestimmten Reaktion
immunisiert. Es kommt zur Produktion von Antikorpern, die im Idealfall auch gegen
den realen Ubergangszustand binden, diesen so stabilisieren und auf diese Weise die
gewliinschte Reaktion beschleunigen.

Vor einigen Jahren wurde mit diesem Verfahren ein Abzym mit einer Aromaten-
Decarboxylase-Aktivitdt hergestellt (Hotta et al., 2000). Dieser Antikorper beschleunigt
die Decarboxylierung von 5-Nitro-3-carboxybenzisoazol (Abb. 4.20a) um den Faktor
>10*. Zur Immunisierung wurde ein Derivat des Naphtalindisulfonats verwendet (Abb.
4.20b). Die katalytische Aktivitdt beruht hierbei neben der Stabilisierung des

Ubergangszustandes auf der Schaffung einer hydrophoben Mikroumgebung, welche das
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Substrat durch Desolvatisierung destabilisiert und die Abspaltung des unpolaren CO,

erleichtert. Zudem erfolgt so eine bessere Stabilisierung des intermedidren Carbanions.
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Abb. 4.20a: Die Decarboxylierung von 5-Nitro-3-carboxybenzisoazol zu Abb. 4.20b: Das zur
Salicylonitril verlduft iiber einen Ubergangszustand (UZ; Immunisierung einge-
Abb. 4.20b), in welchem die Ladung delokalisiert vorliegt. setzte Analogon des UZ.

Fiir eine direkte Immunisierung mit einem modifizierten Huminsduremolekiil wire
dieses natiirlich zu gro3 und zu heterogen; vermutlich kime es eher zu einem toxischen
Schock als zur Produktion eines generellen Antikorpers, der eine Vielzahl von
Aromatendecarboxylierungen katalysiert. Es wire jedoch moglich, mit den
hypothetischen Ubergangszustandsanaloga z.B. der Ferulasiure-Decarboxylierung
Abzyme  herzustellen, die  dhnlich  strukturierte  Carboxylgruppen in
Huminsduremolekiilen abspalten. Aufgrund ihres recht hohen Molekulargewichts (ca.
150kDa; Voet & Voet, 2005) wiren diese Abzyme fiir die Umsetzung von Braunkohle-
stimmigen Huminsdure-Molekiilen allerdings vermutlich nicht besser geeignet als die

nativen Enzyme, zumal ihre Stabilitdt in der Regel gering ist.

Eine neue Moglichkeit zur Katalyse erdffnet sich durch katalytisch aktive RNA-
Molekiile. Aus kombinatorischen RNA-Bibliotheken konnten zahlreiche solcher (kiinst-
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Abb. 4.21: Beispiel einer RNA-katalysierten enantioselektiven Diels-
Alder- Reaktion (Seelig und Jaschke, 2000).

Allerdings sind die Nachteile der Ribozyme mit denen der katalytischen Antikdrper
identisch, ndmlich geringe Aktivitdit und Stabilitit. Diese Einschrdnkungen lassen

praktische Anwendungen beim derzeitigen Stand der Technik ungewif3 erscheinen.
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4.8.2.4  Screening nach einer extrazellularen Huminsaure-Decarboxylase
Wie bereits unter 1.4.1.3 angesprochen, wére fiir den technischen Einsatz eines Enzyms
zur Huminsiure-Decarboxylierung ein extrazellulires Enzym deutlich geeigneter. Zur
Detektion eines solchen Enzyms konnten Modifikationen eines selbst entwickelten
Bioassays geeignet sein, der das Vorhandensein eines extrazelluldren Enzyms mit der
Féhigkeit zur Decarboxylierung von Pyromellitsdure zu Benzen-1,2,4-tricarbonsdure
bereits auf einer mit dem das Enzym produzierenden Stamm beimpften Agarplatte
anzeigt (Rudat, 2000 sowie Rudat et al., 2002). Dieser Assay soll im Folgenden kurz
erlautert werden.
Im Verlauf des Screenings wurde ein Bakterium isoliert, welches als einzige hohere
BCS die Benzen-1,2,4-tricarbonsédure verwerten kann. Die Bildung einer Decarboxylase
konnte fiir diesen Organismus (durch die DSMZ als Arthrobacter ureafaciens identifi-
ziert) bei Anzucht auf Benzen-1,2,4-tricarbonsdure nicht festgestellt werden, so daf3 hier
vermutlich eine direkte oxidative Spaltung des dreifach substituierten Ringes erfolgt.
A. ureafaciens wird nun als Rasen auf LFR-Medium ausplattiert, welches Benzen-
1,2,4,5-tetracarbonsdure als einzige C-Quelle enthilt; A. ureafaciens kann mit dieser C-
Quelle nicht wachsen. Benzen-1,2,4-tricarbonsédure ist das obligatorische
Decarboxylierungsprodukt der Benzen-1,2,4,5-tetracarbonséure, gleich welche
Carboxylgruppe von dieser symmetrischen BCS abgespalten wird. Wird nun im
Rahmen des Screenings ein Organismus auf diese Platte aufgeimpft, welcher iiber eine
extrazelluldre (Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsdure-) Decarboxylase verfiigt, wird diese C-
Quelle fir A. ureafaciens zuginglich (durch Decarboxylierung zu Benzen-1,2.4-
tricarbonsdure), und dieser Organismus kann wachsen. Dieser Vorgang liee sich
infolge der intensiven gelben Fiarbung von A. ureafaciens gut verfolgen; um den
aufgeimpften extrazelluldr decarboxylierenden Organismus miiite es zur Bildung eines
gelben Hofes durch Wachstum von A. ureafaciens kommen.
Um das Funktionieren dieser Methode zu iiberpriifen, wurde ein Extrakt des
Paracoccus-Stammes E.1 auf eine der oben beschriebenen Platten gegeben, fiir den die
benotigte Decarboxylase-Aktivitit nachgewiesen worden war (Lammerich, 1998).
Der zugegebene Rohextrakt von E.1 zeigte sich offensichtlich in der Lage, geniigend
Pyromellitsdure zu decarboxylieren und damit in eine fiir A. ureafaciens nutzbare Form
zu iiberfithren. Dessen Wachstum erfolgte sogar in einem stirkeren Maf3e als bei einem
Auftropfen der als Positivkontrolle zugegebenen Benzen-1,2,4-tricarbonsdure, obwohl

lokal weniger Pyromellitsdure vorlag (Abb. 4.22).
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Um auszuschlie3en, daf sich A. ureafaciens lediglich von dem zugegebenen Rohextrakt
selbst erndhrt, wurde als Negativkontrolle auch Rohextrakt zugegeben, welcher zuvor
30min bei 100°C erhitzt worden war, so dal keine Decarboxylase-Aktivitdt mehr vorlag
(spektralphotometrisch  iiberpriift). Bei Zutropfen des solcherart denaturierten
Rohextraktes erfolgte kein Wachstum; allein von der Verwertung des Rohextraktes
kann A. ureafaciens also nicht gewachsen sein. Damit sollte die Funktionsfdhigkeit

dieser Methode hinreichend bewiesen sein.

Abb. 4.22: Rasenbildung von A. ureafaciens auf LFR/Pyromellitsdure (0,1% w/v) -Medium (Rudat,
2000 sowie Rudat et al., 2002).
Folgende Losungen wurden auf diese Platte aufgetropft:
A — 20 pl Rohextrakt E.1 nach Ultrazentrifugation
B — 20 ul Rohextrakt E.1, hitzedenaturiert (Negativkontrolle)
C — 20 ul Benzen-1,2,4-tricarbonsdure, 10 % w/v (Positivkontrolle)
Das beste Wachstum zeigte sich bei Zugabe des nativen Rohextraktes von E.1.

Mit Hilfe dieser Methode wurde versucht, ein extrazellulir Pyromellitsdure
decarboxylierendes Bakterium zu finden. Infolge der Konzentrierung dieser Arbeit auf
die Mellitsdure-Decarboxylierung und die Reinigung der MDCase wurde dieser Ansatz
allerdings nicht sehr intensiv verfolgt. Analog zu diesem Verfahren konnten weitere
Bioassays entwickelt und durchgefiihrt werden, mit deren Hilfe eine extrazelluldre
Decarboxylase aufgespiirt werden kann. Dabei sollte darauf geachtet werden, daf3 auch
Substrate Verwendung finden, die zu groB3 sind, um ins Zellinnere transportiert werden
zu konnen. Andernfalls besteht keine Notwendigkeit zur Ausscheidung einer
extrazelluliren Decarboxylase, da dies ja letztlich dazu fiihrt, das betreffende Molekiil

auch Nahrungskonkurrenten als C-Quelle zuginglich zu machen.
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Eine weitere Moglichkeit wére die rdumliche Trennung von Mikroorganismus und
Substrat durch eine hydrophobe Barriere, wodurch das Bakterium (bzw. der Pilz)
gezwungen wire, das Molekiil zur Nutzbarmachung durch Decarboxylierung zu
hydrophobieren (Fakoussa, personliche Mitteilung).

In Anbetracht der enormen Vorteile der Verwendung extrazelluldrer Enzyme sollte das
Screening nach extrazelluldren Decarboxylasen in jedem Falle ausgedehnt werden. Im
Idealfall lieBe sich von einem solchen Enzym ein kleines, in vitro synthetisierbares

Peptid mit unspezifischer Decarboxylase-Aktivitdt ableiten.

In den letzten Jahren hat die Organokatalyse zunechmend Eingang in die chemische
Synthese gefunden. Einige Reaktionen konnen durch 20 oder weniger Aminosduren
kurze Peptide bei Raumtemperatur und Atmosphérendruck stereoselektiv durchgefiihrt
werden (Westermann, 2003). Offenbar ist fiir ,,einfache” Reaktionen nicht immer eine
gewisse MindestgroBe eines Enzyms erforderlich. Vor wenigen Jahren gelang die erste
intermolekulare Aldolkondensation lediglich mit Hilfe katalytisch wirksamen Prolins
(List et al, 2000), und bald darauf wurde entdeckt, daB die Verwendung
unterschiedlicher ~ Prolinderivate ~ sich ~ zur  stereoselektiven = Herstellung

enantiomerenreiner Produkte nutzen 146t (Abb. 4.23a u. b; Cheong et al., 2004).
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Abb. 4.23b: Prolin (oben)
Abb. 4.23a: Intramolekulare Aldolkondensation durch Prolinderivate. sowie cis- (Mitte) und
Die Verwendung des cis-Isomers fiihrt zur Bildung der S,S- trans-4,5-methanoprolin.

Konformation.

Eine derart extrem kleine katalytische Einheit wére beziliglich der technischen

Anwendbarkeit natiirlich jedem Enzym iiberlegen.
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4.8.25  SchluBbetrachtung
Die enzymatische Decarboxylierung von Huminsiuren halte ich prinzipiell fiir moglich.
Die Hoffnung, daB eine einzelne Decarboxylase polycarboxylierter Aromaten wie z.B.
eine Mellitsdure-Decarboxylase dies in groBtechnischem Mafstab quantitativ
bewerkstelligen kann, wird jedoch nur schwer erfiillbar sein. Vermutlich kann nur eine
Kombination der oben beschriebenen Ansétze zur Losung des Problems fiihren. Bevor
der Mensch die Natur zu seinem Vorteil nutzen und in Teilbereichen sogar iibertreffen
kann, mul3 (oder vielmehr sollte) er sie zunichst einmal verstehen. In diesem Fall ist
unser Verstdndnis der Natur enzymatischer Decarboxylierungsreaktionen zweifellos

noch ausbaufihig. Vielleicht kann diese Arbeit hierzu einen kleinen Beitrag leisten.
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Zusammenfassung

In dieser Dissertation gelang erstmals die Reinigung einer Benzenhexacarbonsdure-
(Mellitsdure-) Decarboxylase. Durch mikrobiologische und biochemische Experimente
konnte die Verstoffwechselung polycarboxylierter Aromaten durch verschiedene
Bakterien vergleichend untersucht werden. Dabei wurden neben der Isolierung neuer
Bakterienstimme methodische Grundlagen geschaffen bzw. entscheidend verbessert,
die in Zukunft eine vollstindige Aufkldrung des Mellitsdure-Katabolismus ermoglichen
konnen.

Im Einzelnen wurden im Verlauf dieser Arbeit folgende Ergebnisse erzielt:

v' Es gelang die Anzucht von insgesamt 22 selbst isolierten Bakterienstimmen mit
Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsiure (Pyromellitsdure) als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle. Die Herstellung des hierzu verwendeten Mineralsalzmediums konnte
erheblich  vereinfacht werden. Dariiber hinaus wurde ein modifiziertes
Komplexmedium entwickelt, das die lag-Phase nach Uberimpfung der Bakterien von
Voll- auf Minimalmedium deutlich verkiirzte.

v Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine neue Bakterienart entdeckt und
beschrieben, die wahrscheinlich eine neue Gattung innerhalb der a-Proteobakterien
reprasentiert (vorgeschlagener Name: Kekulea arternensis).

v' Die verwendeten Benzencarbonsiuren (BCS) wurden mittels verschiedener
chemischer Methoden analysiert (Infrarotspektroskopie, Trennung und Identifizierung
mittels Hochauflosender Fliissigchromatographie (HPLC), Titrationskurven u.a.),
wodurch sich ihre kiinftige Handhabung als (Bio-) Chemikalien bzw. als Substrate
berechenbarer gestaltet. Hervorzuheben ist die Entdeckung der Einsetzbarkeit von
Pyromellitsdure als Puffersubstanz iiber einen weiten pH-Bereich (ca. 2 — 6), die fiir
spezielle Anwendungen eine Alternative zu Citronensédure darstellen konnte.

v" Durch Modifikation des HPLC-Laufmittels und die zusitzlich genutzte Identifika-
tionsmoglichkeit iiber den Dioden-Array-Detektor konnte die Trennbarkeit und die
Unterscheidbarkeit der einzelnen BCS erheblich verbessert werden. Hierdurch wurde
die Aufklérung der mikrobiellen Abbauwege dieser Substanzen deutlich vereinfacht.

v' Erstmals gelang der Nachweis des mikrobiellen Wachstums mit Benzen-
pentacarbonsdure als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle unter Verwendung des

neu isolierten Bakteriums ,,Kekulea arternensis‘“ sowie anderer Bakterienstimme.
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Die Einleitung des Abbaus der Benzenpentacarbonsdure durch zweifache
enzymatische Decarboxylierung wurde mittels HPLC nachgewiesen und dabei die
intermedidre Bildung zweier unterschiedlicher Benzentetracarbonséduren durch
verschiedene Bakterienstimme beobachtet.

Durch einen in dieser Arbeit entwickelten spektralphotometrischen Enzymtest kann
die enzymatische Decarboxylierung von Benzenpentacarbonsdure neuerdings
quantitativ erfaf3t werden.

Fir alle detektierten BCS-Decarboxylase-Aktivititen wurde deren intrazelluldre
Lokalisation nachgewiesen. Fiir die Mellitsdure-Decarboxylasen (MDCasen) der 22
untersuchten Stimme wurde ein Molekulargewichts-Unterschied von rund einer
GroBenordnung mittels Ultrafiltration belegt. Keine der MDCasen bendtigte die
Zugabe von Cofaktoren zur Entfaltung enzymatischer Aktivitit.

Die fraktionierte =~ Ammoniumsulfatfillung eignet sich hervorragend als
Anreicherungsmethode fiir MDCasen: Es wurden Anreicherungsfaktoren von 5-8
erzielt. Alle untersuchten Enzyme zeigten bei diesem Arbeitsgang ein &hnliches
Verhalten. Dies deutet auf die Entdeckung einer allgemeinen Eigenschaft dieser noch
weitgehend unerforschten Enzyme hin, ndmlich eine relativ hohe Hydrophobizitit
beziiglich ihrer Aullenbereiche.

Mellitsdure konnte mit hoher Effizienz (ca. 50% d. Bindungsstellen) an EAH Sepha-
rose” 4B gekoppelt und somit ein neuartiges Material zur Liganden-Affinitétschro-
matographie (LAC) hergestellt werden. Die Kopplung wurde mittels Infrarotspektro-
skopie und UV/Vis-Spektralphotometrie qualitativ und quantitativ nachgewiesen.

Die MDCase des selbst isolierten Bodenbakteriums LFG19a (Sinorhizobium
morelense/Ensifer adhaerens) konnte mit Hilfe dieser neu entwickelten LAC bis zu
einem Gesamt-Reinigungsfaktor >1000 gereinigt werden.

Das Molekulargewicht des Monomers der gereinigten MDCase aus dem Stamm
LFG19a konnte mittels SDS-PAGE mit ca. 45kDa bestimmt werden; das Enzym wird
durch Reduktionsmittel (Mercaptoethanol) nicht in weitere Untereinheiten zerlegt.

Die MDCase aus dem Stamm LFG19a bildet offenbar Di- und Oligomere, was durch
native Gelelektrophorese nach der Reinigung dokumentiert werden konnte.

Durch eine neu entwickelte Aktivititsfairbung konnte das mutmaBliche Monomer als
aktive Form der MDCase nachgewiesen werden. Hierbei wurde aulerdem endgiiltig

bewiesen, daB3 dieses Enzym unabhéngig von Cofaktoren funktioniert.
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Bei Anzucht des Bakterienstammes LFG19a (Sinorhizobium morelense/Ensifer
adhaerens) mit Mellitsdure, Benzenpentacarbonsdure, Pyromellitsdure und Benzen-
1,2,4-tricarbonsdure wird unabhédngig von der Kohlenstoffquelle jeweils eine
identische Mellitsdure-Decarboxylase (MDCase) exprimiert.

Mellitsdure und Benzenpentacarbonsdure werden in dem Stamm LFG19a durch
dasselbe Enzym decarboxyliert. Fiir die Decarboxylierung der Pyromellitsdure wird in
diesem Stamm eine weitere Decarboxylase benétigt; diese wird bei Wachstum mit
Benzen-1,2,4-tricarbonsdure nicht exprimiert.

Anhand der Ergebnisse differentieller Anzucht mit unterschiedlichen Aromaten als C-
Quelle sowie vergleichender Literaturstudien konnte ein vollstandiger (hypothetischer)
Abbauweg fiir polycarboxylierte Aromaten im Allgemeinen und Mellitsdure im
Speziellen skizziert werden.

In Anlehnung an die unléngst kristallisierte und mittels Rontgenstrukturanalyse
untersuchte  Orotidin-5"-monophosphat-Decarboxylase konnte ein Reaktions-
mechanismus fiir die MDCase aus dem Stamm LFG19a postuliert werden. Dieser
erklért die enzymatische Abspaltung zweier Carboxylgruppen der Mellitsdure in genau
der beobachteten Reihenfolge. Des weiteren wird hierdurch begriindet, warum fiir die
Decarboxylierung der dabei entstehenden Pyromellitsdure ein zusitzliches Enzym
erforderlich ist.

Somit wurde mit der Mellitsdure-Decarboxylase aus dem Stamm LFG19a das erste

Enzym isoliert, das zwei Carboxylgruppen von einem Aromaten abspaltet.
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Sample ID; UN-V-05-1060-LFG1%a-FAKOUSSA

Profile der zellularen Fettsduren (DSMZ)

LFG19a (Sinorhizobium morelense/Ensifer adhaerens)
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11,585 853 0,045 0936 | 16498  15:030H 043 | ECL deviates -0.005

12094 11447 0.045 0931 16790 17:1 whe | 0.57 | ECL deviates -0.002
12459 1811° 0040 0928 17.000 17:0 0.90 | ECL deviates_0.000 Reference -0.004

_13.368 3712 0045 0921 17514]16030H 1.82 | ECL deviates -0.003

_ 13915 146356, 0.047 0917 | 17.823 181wic 71.61 | ECL deviates 0.000

14228 6856 0.045 0015 18,000  18:0 3.35 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003

. 14370 4551 0.045 0914 | 18081 | 1] methyl 18:1 w7c 222 | ECL deviates 0.000

15162 669 0.043 0509 18531 17:030H | 0.32 | ECL deviates -0.005 :

_ 15627 554 0.042 — | 18792 T - | |
16.606 1778 0.048 0900 _ 19.355 19:0 10 methyl 0.85 | ECL deviates -0.013 | |
16.934 2903 0.050 _ 0.898 15544 18:030H - 1.39 ECL deviates -0.006 |

o 11790 e . --—- Summed Feature 2 6.02 | 12.0 ALDE? | unknown 10.928 ‘
— - — - | 16:1 ISO I/14:0 30H [ 14:0 30H/16:1 1501

L e 6644 - e --- | Summed Feature 3 3.36 | 16:1 w7c/15 iso 20H 1 15:01SO 20H/16:1w7c

ECL Deviation: 0.005 Reference ECL Shift: 0.003  Number Reference Peaks: 3

Total Response: 204070 Total Named: 203135

Percent Named: 99.54% Total Amount: 187453

Matches:

Library Sim Index Entry Name
TSBAS50 5.00 0.490 Rhizobium-radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)
0.436 Roseomonas-fauriae
0.429 Zoogloea-ramigera
0.353 Gluconobacter-asaii/cerinus/oxydans
0.339 Phyllobacterium-myrsinacearum
0.332 Sphingomonas-paucimobilis (Pseudomonas paucimobilis)
0.327 Rhizobium-rubi (Agrobacterium)
0.308 Phyllobacterium-rubiacearum
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1.2 E.1 (Paracoccus spec.)
Sherlock Version: 3.10 DATA:E00823489A 24-AUG-00 07:54:006
ID: 25120 UN-V-00-487-E/1-UNI BONN Date of run: 23-AUG-00 13:44:01
Bottle: 11 SAMPLE [TSBA40]
RT Area Ar/Ht Respon ECL Name % Comment 1 Comment 2
1.919 327733248 0.029 . . . 7.128 SOLVENT PEAK . . . . ¢ m:i_n rt
2.083 496 002L Lo L0908 T mEte s w Foa ¢ min rc
2.151 824 0.028 Tl (T R PR O T ¢ min rt
4.184 2976 0.029 52 L R T
4.495 2448 0.029 LLB22 5 s s woiss woo w i
8.880 1040 0.052 . . . 5228 5 %a aowmiiE d E Vo3 2 .
9,221 2776 0.046 0.953 15.487 Sum In Feature 2 3.67 ECL deviates -0.001 14:0 30H/16:1 ISO I
10.046 5800 0.050 0.947 16.000 16:0 . . . . . . .. 7.62 ECL deviates 0.000 Reference -0.001
13.141 66312 0.046 0.935 17.821 IB:l wWiC wvs o« & = 4 86.04 ECL deviates -0.002
13.450 2056 0.055 0.935 18:000 18:00. 5 ais w6 3 u 2.67 ECL deviates 0.000 Reference -0.003
HRR AR PETRE o cotle rwiad b . . SUMMED FEATURE 2 . 3.67 12:0 ALDE ? unknown 10.928
i i . N T B R R o e g . - 16:1 ISO I/14:0 30H 14:0 30H/16:1 ISO I
Solvent Ar Total Area Named Area % Named Total Amnt Nbr Ref ECL Deviation Ref ECL Shift
327733248 83408 76944 92.25 72066 2 0.001 0.002
TSBA4O [Rev 4.10] Paracoccus « « « « « = o s & o s & & & & & s 4 a 0.781
P. denitrificans* . . .. . . . . .. . . ... 0.781
Methylobacteriom « « « o % w & v & & 5 5 & % & 4 % 0.659 (48h)
M. organophilum* . . . . . . . . i v v hw .o 0.659 (48h)
Mogatmandd & GG G S a G EE e g e 0.615 (48h) .
M. radiotolerans* . . . « « « 0 s e 0 o4 e o4 0.590 (48h, Pseudomonas radiora)
1.3 ,Artern* (vorgeschlagener Name: Kekulea arternensis)

Sample ID: UN-V-02-1142-FAKOUSSA

Profile;
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.709 | 2.328E+R | 0.026 — | 7.035 | SOLVENT PEAK — [<minrt
1.812 20825 | 0.022 — | 735 — | <mintt
1.914 5049 0.020 —| 7412 — | <minrt
1.99 519 0.025 — | 73562 — | <mintt
5.053 430 ] 0.033] 1123 12.000]12:0 0.22 | ECL deviates 0.000 Reference 0.000
10.128 15491 | 0.045 | 0947 15.486 | Sum In Feamre 2 6.77 | ECL deviates -0.002 14:0 30H/16:1 1O 1
10,693 2356 | 0.049] 0935 | 15.817 | Sum In Feature 3 1.02 | ECL deviates -0.005 16:1 w7¢/15 iso 20H
11,005 3897] 0.045| 0929 16.000 ] 16:0 1.67 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
12.416 | 1027] 0.064] 0904 16.801]17-1 wie 0.43 | ECL deviates 0.009
13.687 766 | 0.052| 0.884| 17.517] 16:0 30H " 031 | ECL deviates -0.002
13.846 3282 0.050 — | 17606 =
14.124 1705 0.043] 0.878 | 17.762 | 18:1 woc 0.69 | ECL deviates -0.007
142381 196939 0.046] 0.877 | 17.826 ] 18:1 wie 79.69 | ECL deviates 0.003
14.548 10614 0.048| 0.873 | 18.000] 18:0 4.27 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
14.6%0 2794 0.051] 0.871 | 18.081 | 11 methyl 18:1 wle 1.12 | ECL deviates 0.000
16.945 1814 0.045] 0.845| 19.364 | 19:0 10 methyl 0.71 | ECL deviates -0.004
17.268 6026 | 0.050 | 0.842 19.548 | 18:0 30H 234 | ECL deviates -0.002
17.763 1972 0.050] 0.837| 19.832 | 20:1 wic 0.76 | ECL deviates 0.001
19.268 202 | 0.049 — [ 20,697 — | > maxrt
19.555 5684 0.031 — | 20861 — [>maxrt
19.701 1295 | 0.058 — | 20,945 — | >maxrt
19.797 235 | 0.041 — | 21,000 — | > maxrt
- 15491 - — ~— | Summed Feature 2 6.77 | 12:0 ALDE ? unknown 10.928
—— o = — — [ 16:11SOV14:0 300 14:0 30H/16:11SO 1
S 2356 | — = — | Summed Feature 3 1.02 | 16:1 wc/15 iso 201 15:0 ISO 20H/16:1w7s
ECL Deviation: 0.004 Reference ECL Shift: 0.001  Number Reference Peaks: 3
Total Response: 249113 Total Named: 245831
Percent Named: 98.68% Total Amount: 216728
Matches:
Library Sim Index Entry Name
TSBA404.10 0418 Methylobacterium-organophilum* (48h)
0.338 Methylobacterium-zatmanii (48h)
0.300 Paracoccus-denitrificans*
0.254 Methylobacterium-extorquens* (48h, Protomonas extorquens)
0.225 Methylobacterium-fujisawaense* (48h)




2.

LOCUS
BASE COUN

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
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16S rDNA-Komplettsequenz des Stammes ,,Artern“ und
phylogenetische Einordnung (DSMZ)

1005-03
T 363 a
GGCTCAGAAC
AGTGGCAGAC
AACGTGTGCT
CGCGTTGGAT
CTGAGAGGAT
CAGTGGGGAA
AGGTCTTAGG
GCCCCGGCTA
ATTACTGGGC
CAACTCTGGA
CGAGTGTAGA
TGGTCCATTA
GTAGTCCACG
GCTAACGCAT
TGACGGGGGC
TTACCAGCTC
ACCCAAGACA
CCGCAACGAG
CTGCCGGTGA
GCTGGGCTAC
CTAATCTCCA
GAATCGCTAG
ACCGCCCGTC
GCAGCTAACC
AACCTGCGGC

1462 bp

340 c

GAACGCTGGC
GGGTGAGTAA
AATACCGTAT
TAGCTAGTTG
GATCAGCCAC
TATTGGACAA
ATTGTAAAGC
ACTTCGTGCC
GTAAAGCGCA
ACTGCCTTTG
GGTGAAATTC
CTGACGCTGA
CCGTAAACGA
TAAACATTCC
CCGCACAAGC
TTGACATCTG
GGTGCTGCAT
CGCAACCCTC
TAAGCCGAGA
ACACGTGCTA
AAAGCCATCT
TAATCGCAGA
ACACCATGGG
ACGGTAGGGT
TGGATCACCT

RNA
463 ¢

GGCAGGCTTA
CGCGTGGGAA
ACGCCCTACG
GTGGGGTAAA
ATTGGGACTG
TGGGCGCAAG
TCTTTCACCG
AGCAGCCGCG
CGTAGGCGGA
ATACTGGGTA
GTAGATATTC
GGTGCGAAAG
TGAATGTTAG
GCCTGGGGAG
GGTGGAGCAT
GGTCGCGGTT
GGCTGTCGTC
GCCCTTAGTT
GGAAGGTGGG
CAATGGTGGT
CAGTTCGGAT
TCAGCATGCT
AGTTGGTTTT
CAGCGACTGG
cC

Tabelle : % 165 rANA Gensequenzéhnlichkeit fiir Stamm Artern (ID 02-1142, 1D 03-1005) und verwandte Taxa

RNA
0 others

296 t

ACACATGCAA
TCTACCGTAC
GGGGAAAGAT
GGCCTACCAA
AGACACGGCC
CCTGATCCAG
GAGAAGATAA
GTAATACGAA
TATTTAAGTC
TCTTGAGTAT
GGAGGAACAC
CGTGGGGAGC
CCGTCGGGCA
TACGGTCGCA
GTGGTTTAAT
ACCGGAGACG
AGCTCGTGTC
GCCAGCATTC
GATGACGTCA
GACAGTGGGC
TGCACTCTGC
GCGGTGAATA
ACCCGAAGGT
GGTGAAGTCG

GTCGAACGCC
CCTACGGAAT
TTATCGGGGT
GGCGACGATC
CAAACTCCTA
CCATGCCGCG
TGACGGTATC
GGGGGCTAGC
AGGGGTGAAA
GGAAGAGGTA
CAGTGGCGAA
AAACAGGATT
GTTGACTGTT
AGATTAAAAC
TCGAAGCAAC
GTAACCTTCA
GTGAGATGTT
AGTTGGGCAC
AGTCCTCATG
AGCGAGACAG
AACTCGAGTG
CGTTCCCGGG
AGTGCGCTAA
TAACAAGGTA

06-

NOV-192

CCGCAAGGGG
AACGCATGGA
ATGATGAGCC
CATAGCTGGT
CGGGAGGCAG
TGAGTGATGA
CGGAGAAGAA
GTTGTTCGGA
TCCCAGAGCT
AGTGGAATTC
GGCGGCTTAC
AGATACCCTG
CGGTGGCGCA
TCAAAGGAAT
GCGCAGAACC
GTTCGGCTGG
GGGTTAAGTC
TCTAAGGGGA
GCCCTTACGG
CGATGTCGAG
CATGAAGTTG
CCTTGTACAC
CCGCAAGGAG
GCCGTAGGGG

Stémme

L% % 4 & &

7.8 8 112

15, 16, 17. 18,

19, 20. 21 22 23 24

25. 26 27 28 29 30. 31 32 33

1. Arer (ID 02-1142, ID 03-1005)
2. Agrobacterium larymoorei ATCG 51758
3. Agrobaclerium fumefaciens Stamm T.J&

4. Rhizobium radiobacter ATCC 193587

5. Rhizobium et USDA 932"

6. Rhizobium gaficum MSDJ 1109"
7. Rhizobium glardin/ MSDJ 10447
B. Rhizobium rubi LMG 158

%2 -

97.9 852

865 875 972

936 935 039 841
939 838 943 944
958 940 962 957

978 -

964 967 969 945 930 934

949 948 -

956

9. Rhizobium hugutiense USDA 49007
10. Rhizobium galegae LMG 6214

11. Ahizabium witis LMG 8750"

12, Rhizobium undicola LMG 11875"

13. Rhizobium mongolense USDA 18447
14. Rhizobium hainanense CCBAU 57015
15. Ahizobium tropici 1AM 14206"

16. Ahizobium rhizogenes LMG 152"

17, Sinorhizotium fredii LMG 6271"

18, Sinorhizobium melioti LMG 6133"

19. Sinorhizablum morelense LMG 213317
20. Sinorhizobium xinjiangense 1AM 14142
21. Sinorhizobium kummerowiae CCBAU 71714"
22. Sinorhizobium medicas A321"

23. Sinorhizobium arboris HAMBI 1552"
24. Sinorhizobium terangae LMG 78347
25. Sinorhizobium saheil LMG 7834"

26. Sinorhizobium kostiense HAMBI 1489"
27. Ensifer adhasrens ATCC 33212

28. Phyfiobactarium myrsinacearum 1AM 13584
20, Mesarhizobium lotl LMG 6125"

30. Ochrobactum anthropi DSM 6882

951 946 947 0952
951 944 947 850
848 942
937 946
937 934
037 938
M5 034
945
958
956
96.4
959
957
957
958
052
953

955 969 954 952
853 967 852 950 945
928 940 942 941 959
840 954 839 942 955
97.7 994 947 930 0968
976 974 943 932 956
872 962 957 934 048
873 962 957 835 952
049 954 962 943 045
950 947 864 937 W2
951 957 967 945
950 955 962 942
959
967 941
963 842
9546 941
953 940

843 841
832 948
942
842
847

959 -

953 959

967 939 952
956 933 840 W2 -
945 0935 932 960 963
947 937 935 960 965
842 938 039 851 956
839 934 1 845
945 939 942 955
942 939 940 952
936 935 948
837 984 945
935 934 946
934 937 942
835 937 947

84.0
945
84.1
942
847
843
9.1
48
;s
847

937
94.1
9.7
945
842
938
3.9
841
842
94.1
941
85

847
953
951
96.1
854

82 -

955 958 -

086 -
983 07.7
987 98.8
832 98.8
985 99.6
885 99.4

958
95.1
957

957 982
959 963
956 96.0
952 9857
957 962
957 081

94.9
94.6
942
4.4
w45
94,1
942

984 -

960 995 -

678 9.7 986 -

876 967 884 995 -

947 951 973 97.2 976 982 078 972 974 -
948 952 988 981 975 991 987 978 982 987 -
952 955 887 981 976 989
957 960 985 974 987 986
840 942 963 960 861 965
928 925 628 933 837 939 953 B57 952 854
922 927 951 945 545 944 952 946 955 953
£33 931 926 031 949 947 649 947 963 958 960 964 961 961 958 954 958 96.0 864 952 837 2 -
805 903 884 BEE 807 808 601 801 910 ©11 807 812 B11 G911 911 912 810 912 06 906 903 GOE 907
500 896 890 B84 900 899 B9 B96 895 BIB BI6 90.0 696 BIH BI9 8IS 896 897 B9 901 891 905 905

852
954
853
849
948
955
95.8

945 950
950 94.7
952 948
945 846
947 951
946 952
952 955

839 8939
84.1
942
938
84.0
844
945

852
856
857
948
852
952
951
911

a7
4.4
942
947
952
919 937 929
624 830 928
928 831 932
031 944 944
90.1 806 811
B89 8.1 832

887 980 983 884 B85 -
961 §7.7 975 981 977 980 -

962 961 958 0859 856 964 961 -

950 858 961 854 950 856 950 967 -

948 947 948 949 949 951 956 W2 931 -

958
962
944
8a.7
831
.7
806
8.1

962 842
967 847
927 928 952 926
926 831 953 827
947 953 936 921
048 951 953 033
899 900 902 802
900 90.1 835 B9.0

947
949
929 026
841 839
834 930

840 939 950
842 942 952
023 917 026

31. Brucella melensis ATCC 23456
82. Bajjrinciia indica ATCC 9039"
33. i i LMG 485"
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Beijerinckia indica ATCC 9039" (M59060)
— Brucella melitensis ATCC 23456 (1.26166)
——— Ochrobactrum anthropi DSM 6882"
Mesorhizobium loti LMG 61257 (X67229)
Phyllobacterium myrsinacearum IAM 13584 (D12789)
Stamm Artern (ID 02-1142, ID 03-1005)
Agrobacterium tumefaciens TJI6 (AF508094)
————— Agrobacterium larrymoorei ATCC 51759" (230524)
Rhizobium radiobacter ATCC 19358" (A1389904)
= Rhizobium rubi LMG 156" (X67228)

[ Rhizobium huautlense USDA 4900" (AF025852)
Rhizobium galegae LMG 6214" (X67226)
=] ——— Rhizobium vitis LMG 8750" (X67225)
- - Rhizobium undicola LMG 11875" (Y17047)
Rhizobium etli USDA 9032" (U289916)
Rhizobium gallicum MSDJ 1109" (U86343)
Rhizobium mongolense USDA 1844" (U89817)
Rhizobium hainanense CCBAU 57015 (U71078)
Rhizobium tropici 1AM 14206" (D12798)
Rhizobium rhizogenes LMG 1527 (X67224)
—— Rhizobium giardini MSDJ 1044" (U86344)
_I: Sinorhizobium morelense LMG 213317 (AY024335)
Ensifer adhaerens ATCC 33212 (AF191739)
Sinorhizobium meliloti LMG 6133 (x67222)
_l{ Sinorhizobium medicae A321" (L39882)
L Sinorhizobium arboris HAMBI 1552 (278204)
_r Sinorhizobium terangae LMG 7834" (X68387)
Sinorhizobium saheli LMG 7837" (X68390)
— Sinorhizobium kostiense HAMBI 1489" (z78203)
~ Sinorhizobium fredii LMG 6217 (X67231)
| Sinorhizobium xinjiangense 1AM 14142 (D12796)
— Sinorhizobium kummerowiae CCBAU 71714" (AY034028)
Azorhizobium caulinodans LMG 6465 (X67221)

5%

Phylogenetische Einordnung des Stammes ,,Artern® aufgrund vergleichender 16S-
rRNA-Sequenzanalyse. Bei dem gemill 16S-rRNA &hnlichsten Agrobacterium tumefaciens-
Isolat handelt es sich nicht um einen Typenstamm, so daf} dieses Bakterium nicht als der
nichste Verwandte anzusehen ist (Dr. Tindall/DSMZ, personliche Mitteilung).
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3. pKs-Werte der Benzencarbonsauren
BCS pKsl pKs2 pKs3 pKs4 pKsS pKs6
Mellitsdaure 2,08 2,46 3,24 4,44 5,50 6,59
Benzenpentacarbonsiure 2,34 2,95 3,94 5,07 6,25 -
Pyromellitsdure 2,43 3,13 4,44 5,61 - -
Benzen-1,2,3- 2,98 4,25 5,87 - - -
tricarbonsédure
Benzen-1,2,4- 2,40 3,71 5,01 - - -
tricarbonsédure
Benzen-1,3,5- 3,16 3,98 4,85 - - -
tricarbonsédure
Phtalsdure 2,89 5,51 - - - -
Isophtalséure 3,54 4,60 - - - -
Terephtalsdure 3,51 4,82 - - - -
Benzoesidure 4,20 - - - - -

Tabelle zusammengestellt nach PETRIK Library, 2004, Fieser u. Fieser, 1968 sowie CRC-
Handbook of Chemistry and Physics, 1992.
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Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Jens Rudat
1975
Haltern/Westf.

Schulische Ausbildung
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Wehrdienst
1994-1995

Besuch der Gemeinschaftsgrundschule Sieglar in Troisdorf
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Abitur am 31. Mai 1994

Grundwehrdienst bei Nachschubkompanie/Sicherungs- und
Versorgungsregiment im Bundesministerium der Verteidigung

Hochschulausbildung und wissenschaftliche Téatigkeiten

1995-2000

1999

1999-2000

seit April 2001
04/2001-09/2003

11/2000-10/2004

seit 11/2004

Studium der Biologie an der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-
Universitit Bonn

Miindliche Diplompriifungen in den Fidchern Mikrobiologie
(Hauptfach), Genetik und Biochemie

Anfertigung der Diplomarbeit bei Herrn PD Dr. René M. Fakoussa im
Institut fiir Mikrobiologie und Biotechnologie mit dem Thema:
»Screening nach hohere Benzencarbonsduren decarboxylierenden
Bodenbakterien  sowie  vergleichende  mikrobiologische  und
biochemische Charakterisierung dieser Organismen bzw. der
zugehorigen Enzyme.*

Erlangung des Grades eines Diplom-Biologen an der Mathematisch-
Naturwissenschaftlichen Fakultdt der Universitit Bonn am 28.
September 2000

Promotionsstudium bei Herrn PD Dr. René M. Fakoussa
Stipendiat der Graduiertenforderung des Landes Nordrhein-Westfalen

Wissenschaftliche Hilfskraft am Institut fiir Mikrobiologie und
Biotechnologie

Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut fiir Mikrobiologie und
Biotechnologie



