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Wie ein Weg im Herbst: Kaum ist er rein gekehrt, bedeckt er sich wieder
mit den trockenen Blattern.

Franz Kafka
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1 Einfuhrung

1 Einfdhrung

Spurenkontaminanten, deren unvollstandiger Abbau in Klaranlagen zur Verschmutzung
der Oberflachengewasser flhrt, sind erst in den letzten Jahren in den Blickwinkel der
Offentlichkeit geriickt. Sie besitzen ein nicht zu unterschatzendes Gefahrenpotenzial fiir
aquatische Okosysteme und den Menschen. Die geringen Konzentrationen, mit denen
diese Xenobiotika in der aquatischen Umwelt vorkommen, verursachen keine akuten
toxischen Effekte. Allerdings ist von einer Vielzahl von Substanzen, wie z. B.
Alkylphenolen, Vertretern der Pestizide und Herbizide, sowie von einigen polychlorierten
Biphenolen und Dibenzodioxinen, bekannt, dass sie an den Ostrogenrezeptor binden und
damit hormonelle Ungleichgewichte hervorrufen. Nonylphenol, ein Vertreter der
Alkylphenole, besitzt auch in umweltrelevanten Konzentrationen eine nachweisbare
endokrine Aktivitdt (Schwaiger et al., 2002) und wird deshalb in der EU-Direktive
COM(2006)397 als prioritare, gefahrliche Substanz gelistet. Neben der Beeinflussung des
Hormonsystems wird vermutet, dass Langzeitexpositionen gegenuber geringen
Konzentrationen zu verschiedenen sublethalen Effekten, wie beispielsweise der
Inhibierung von Enzymen, Wachstumsstérungen, oder der Beeintrachtigung der Motorik
(Schwaiger et al., 2000; Spieser et al., 2000), fihren kdénnen. Mdégliche mikrobielle
Prozesse, die nach der Freisetzung dieser Kontaminanten in die aquatische Umwelt zu
deren Eliminierung beitragen kénnen, sowie die daran beteiligten Mikroorganismen und

Enzyme sind weitgehend unbekannt.

1.1 Agquatische Pilze

In stehenden und flieRenden aquatischen Okosystemen existiert eine groRe Artenvielfalt
von Pilzen. Es wird angenommen, dass sich aquatische Pilze Uber verschiedene
evolutionare Pfade aus terrestrischen Vorfahren entwickelt haben und zum Teil ubiquitar
in der Umwelt auftreten (http://www.life.uiuc.edu/fungi/). Sie besiedeln organisches
Material in flieRenden und stehenden Gewassern (Findlay et al., 2002; Sridhar und
Barlocher, 2000). Dabei erndhren sie sich vorrangig saprotroph von abgestorbenem
Pflanzenmaterial oder leben als Parasiten oder Endophyten auf Wasserpflanzen und
Algen. Indem sie schwer verwertbare pflanzliche Polymere zersetzen, vermitteln
aquatische Pilze den Nahrstoff- und Energiefluss zwischen pflanzlichem Detritus und
Invertebraten und nehmen damit eine wichtige Stellung in der Nahrungskette der
aquatischen Okosysteme ein (Suberkropp, 2001). Derzeit sind ca. 2900 Pilzarten
beschrieben, die aus SiR-, Meer- und Brackwasser, sowie Mangrovenwaldern isoliert
wurden (Shearer et al., 2007). Dabei dominieren die meiosporen Ascomyceten mit einem

Anteil von 52% der bekannten Taxa die aquatischen Lebensraume (Shearer et al., 2007).
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In der zweitgrofliten Gruppe (27%) sind verschiedene mitospore Pilze zusammengefasst,
die aus SuRwassergebieten isoliert wurden und bei denen es sich hauptsachlich um
Anamorphe von Ascomyceten handelt (Shearer et al., 2007). Mit einem Anteil von 20%
reprasentieren die universell vorkommenden Topfchenpilze (Chytridiomycota) die dritte
groBe Gruppe der aquatischen Pilze. Nur rund 1% aller Pilzarten, die weltweit aus
wassrigen Habitaten isoliert wurden, gehéren zu den auf dem Land betrachtlich haufiger
auftretenden Basidiomyceten.

Die umfangreiche Gruppe der mitosporen Pilze wird in die aquatischen Hyphomyceten
(AQHSs), die aeroaquatischen Hyphomyceten und weitere diverse, mitospore Pilze
(,Miscellaneous®) unterteilt (http://www.life.uiuc.edu/fungi/). AQHs, die 1942 durch Ingold
erstmalig beschrieben und daher auch als ,Ingoldian fungi bekannt sind, leben auf
abgestorbenen Blattern und Holz (Barlocher, 1992), oder auch im Schaum (Igbal und
Webster, 1973) in sauerstoffreichen Fliekgewassern. Sie wurden des Weiteren aus
sauerstoffarmen Grundwasserbrunnen isoliert (Krauss et al., 2003b). lhre tetraradiat oder
sigmoid geformten Konidien, die wahrend der Sporulation unter Wasser gebildet werden,
verdeutlichen die spezielle Adaptation an das Leben in flieRenden Gewassern (Webster et
al.,, 1987). Im Gegensatz zu den AQHs besiedeln die aeroaquatischen Hyphomyceten
vorrangig Substrate in stehenden Gewassern, wobei ihre Verbreitung an der
Wasseroberflache stattfindet und ihre Sporen einzigartige Strukturen fir eine optimale
Schwimmfahigkeit aufweisen (http://www.botanik.univie.ac.at/mycology). Die Gruppe der
diversen mitosporen Pilze setzt sich aus hyalinen und pigmentierten Hypho- und
Coelomyceten zusammen. Letztere unterscheiden sich von den wesentlich haufiger
vorkommenden Hyphomyceten dadurch, dass ihre Konidien in einen Fruchtkdrper
eingeschlossen sind.

Zu den mitosporen Pilzen zahlen sowohl indweller als auch ,immigrants“. Diese
Definition von Park (1972) bezeichnet Pilzarten, die ausschlielich fiir aquatische Habitate
beschrieben wurden (,indweller®, z. B. AQHSs), bzw. jene, die ubiquitar (,immigrants®)
vorkommen.

Pilze besiedeln sowohl unbelastete als auch belastete Gewassersysteme. Dies schliefst
Habitate ein, die durch anthropogene Eintrage industriellen, landwirtschaftlichen oder
urbanen Ursprungs belastet (Schlosser et al., 2008) und mit Organika und
Schwermetallen kontaminiert sind (Krauss et al., 2003a; Krauss et al., 2001; Sridhar et al.,
2007). Solche Stressfaktoren verringerten die Biodiversitdt und Biomasse von
untersuchten AQH-Gemeinschaften aus verunreinigten Gewassern Mitteldeutschlands.
Die Sensitivitdt der AQH-Stamme gegeniber Umwelteinflissen koénnte als Indikator flr

anthropogene Eingriffe in die aquatische Umwelt genutzt werden (Solé et al., 2008). Fur
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Pilzstdamme aus Nonylphenol-kontaminierten Sedimenten konnte gezeigt werden, dass
sie in der Lage sind diesen Schadstoff auch umzusetzen (Junghanns et al., 2005).

Pilze haben fiir das Uberleben in extremen Habitaten verschiedene Mechanismen als
Antwort auf den adaptiven Stress entwickelt. Biosorption, Bioakkumulation und
intrazellulare Sequestrierung sind Mechanismen der Metall-Homdostase in Pilzen, die die
Metallkonzentrationen in den Zellen regulieren und den Pilzen die Existenz in
Schwermetall-kontaminierten Gewassern ermdoglichen (Krauss et al., 2008). Aktuelle
Studien zeigen, dass aquatische Pilze organische Kontaminanten metabolisieren kénnen.
So waren Pilzstamme, die aus Nonylphenol-kontaminierten Sedimenten isoliert wurden, in
der Lage den Schadstoff in Laborversuchen umzusetzen (Junghanns et al., 2005). Das
gleiche Verhalten zeigten Pilzstamme aus Gewassern, die mit polyaromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAKs) belastet waren (Augustin et al., 2006; Ravelet et al., 2001;
Salvo et al., 2005). Diese Ergebnisse geben Grund zur Annahme, dass aquatische Pilze
an der Biotransformation von Xenobiotika, die in die natlrlichen Lebensraume dieser
Organismen eingetragen werden, beteiligt sein kdnnen. Daher stellt sich die Frage,
welches Potenzial aquatische Pilze fur die Selbstreinigung des Wassers besitzen. Die
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sollten zur Beantwortung dieser Frage beitragen.
Ein weiterer Aspekt ist die mogliche biotechnologische Nutzung der biologischen Aktivitat
von aquatischen Pilzen. Bisher beschranken sich industrielle Anwendungen im
Wesentlichen auf Pilze, die aus terrestrischen Habitaten stammen. Zum Beispiel finden
Weisfaule-erregende Basidiomyceten Anwendung in verschiedenen Reaktoren zur
Reinigung von Industrieabwasser (Font et al., 2006; Ryan et al., 2005). Derzeit wird
jedoch im Rahmen eines aktuellen EU-Projektes (SOPHIED, Novel sustainable
bioprocesses for European colour industries, www.sophied.net) untersucht, ob aquatische
Pilze Vorteile gegenlber ihren terrestrischen Verwandten fir die Behandlung von
Farbereiabwassern besitzen (Junghanns et al., 2008).

Die Umsetzung von Schadstoffen durch Pilze, die aerobe Gewasser besiedeln, erfolgt
Uber oxidative Prozesse. Der intrazellulare Angriff auf Xenobiotika kann z.B. zu
Hydroxylierungen an Aromaten oder Aliphaten fiihren, die auch als Phase |-Reaktionen
bezeichnet werden. Hydroxylierungen der aliphatischen Seitenketten von Nonylphenol-
Isomeren des technischen Gemischs sind flr die Umsetzung durch den aquatischen
Hyphomyceten Clavariopsis aquatica und das mitospore Isolat UHH 1-6-18-4 beschrieben
(Junghanns et al., 2005). Bei der Metabolisierung des PAK-Metaboliten 1-Naphthol durch
den aquatischen Hyphomyceten Heliscus lugdunensis wurde 1,4-Naphtochinon als
Phase I-Metabolit identifiziert (Augustin et al., 2006). Phase II-Reaktionen, die im
Allgemeinen eine Entgiftung durch die Bildung von wasserléslichen Konjugaten (z. B.

Methylierung oder Sulphatierung) bewirken, wurden bei der Biotransformation von 1-
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Naphthol nachgewiesen (1-Methoxynaphthalen, 1-Naphthylsulfat und
4-Hydroxy-1-naphthylsulfat) (Augustin et al., 2006). Neben Enzymen wie Cytochrom-
P450-Oxigenasen oder Transferasen, die bei der intrazellularen Metabolisierung agieren,
beeinflussen auch Enzyme des lignolytischen Systems die Umsetzung von organischen
Substraten. AuRer Manganperoxidasen, Ligninperoxidasen und versatilen Peroxidasen,
die im Wesentlichen auf terrestrische Basidiomyceten beschrankt sind, bilden
extrazellularen Laccasen (EC 1.10.3.2) eine effektive Gruppe Lignin-modifizierender
Enzyme. Sie katalysieren die Bildung von Substratradikalen, die anschlieRend zahlreiche
Folgereaktionen eingehen kénnen. Dazu zahlen Oligomerisierungen, wie fiir Chlorphenole
(Park et al., 2000), 3-Nitrotoluol-Abbauprodukte (Dawel et al., 1997) und endokrin aktive
Substanzen (Dubroca et al., 2005; Tsutsumi et al.,, 2001) gezeigt wurde, sowie die
Bindung von Schadstoffen an nattrliches, organisches Material (Ahn et al., 2002; Bollag
und Myers, 1992). Laccase, die aus Kulturiiberstanden des aquatischen Hyphomyceten
C. aquatica isoliert wurde, polymerisierte technisches Nonylphenol zu di- bis pentameren
Kopplungsprodukten (Junghanns et al.,, 2005). Fur das Prozessverstandnis der
Metabolisierung von Xenobiotika durch aquatische Pilze ist es wichtig, das Wissen Uber

die daran beteiligten Enzyme zu erweitern.

1.2 Laccasen (EC 1.10.3.2)

Von ihrem Entdecker Yoshida wurde Laccase bereits 1883 aus den Exsudaten des
japanischen Lackbaumes Rhus vernicifera isoliert (Yoshida, 1883). Laccasen werden
jedoch nicht nur in Pflanzen produziert sondern ebenfalls in Pilzen, Bakterien und
Insekten, in denen sie unterschiedliche physiologische Funktionen einnehmen (Mayer und
Staples, 2002). Detailliertes Wissen existiert ber pilzliche Laccasen, die z.B. an
Morphogenese, Stressabwehr und Ligninabbau beteiligt sind (Baldrian, 2006; Thurston,
1994). Diese Enzyme konnten sowohl in den Zellen als auch sezerniert im
KulturGiberstand oder Zellwand-assoziert nachgewiesen werden (Thurston, 1994). Der
Uberwiegende Teil der in der Literatur beschriebenen pilzlichen Laccasen wurde aus
Basidiomyceten isoliert (Hoegger et al., 2006), wobei vorrangig extrazellulare Enzyme auf
Grund der leichteren Handhabung und ihrer Eignung flr den industriellen Einsatz
untersucht wurden. Extrazelluldre Laccaseaktivitditen wurden ebenfalls in aquatischen
Pilzstdammen, die aus Flissen Mitteldeutschlands, dem Nildelta und tropischen Regionen
isoliert wurden, detektiert (Junghanns et al., 2005; Abdel-Raheem, 2004; Bucher et al.,

2004). Diese Enzyme wurden bislang allerdings nicht detailliert untersucht.
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1.2.1 Strukturelle Eigenschaften

Laccasen, die aus Asco- und Basidiomyceten isoliert wurden, besitzen typischerweise
Molmassen zwischen 60 und 80 kDa und treten iberwiegend als Monomere auf (Baldrian,
2006; Kiiskinen et al., 2002; Tetsch et al.,, 2006). Jedoch wurden auch Homodimere,
Homotrimere, Heterodimere und Heterooligomere beschrieben (Baldrian, 2006; Edens et
al., 1999; Fernandez-Larrea und Stahl, 1996; Giardina et al., 2007). Der isoelektrische
Punkt (pl) der meisten Laccasen liegt bei pH 4,0. Eine Vielzahl von Pilzen produziert
mehrere Laccase-Formen, die sich zum Teil sehr ahnlich sind, aber auch stark in Struktur
und Eigenschaften voneinander abweichen kdnnen. Mit 17 nichtallelen Laccase-Genen
wurden im Genom des Basidiomyceten Coprinopsis cinerea die bislang hochste Anzahl
von Isoenzymen identifiziert (Kilaru et al.,, 2006). Die Produktion von Isoenzymen
unterliegt haufig der differentialen Regulation (Palmieri et al., 2000). Laccasen sind
Glykoproteine mit einem durchschnittlichen Zuckergehalt von 10% bis 25% der
Molmasse, allerdings sind Ausnahmen sowohl flr geringere als auch hdhere
Glykosylierungsgrade bekannt (Baldrian, 2006). Die Glykosylierung der Laccasen stellt
ein grofRes Problem fir die Produktion der Enzyme in heterologen Expressionssystemen
dar (Baldrian, 2006). Wie bereits erwahnt, gehdren Laccasen zu den Multikupferoxidasen,

wobei gewohnlich 4 Kupferionen das katalytische Zentrum der Laccasen bilden.

1.2.2 Katalytische Eigenschaften

Der Mechanismus der Laccase-Katalyse lauft Uber die Reduktion der 4 im aktiven
Zentrum des Enzyms lokalisierten Kupferionen, das Typ-1-Kupfer, und die das trinukleare
Cluster bildenden Typ-2- und Typ-3-Kupfer (Abb. 1).

His 452, His 111
,..e"" '\
His 400 : \
9 E \ His 305 _
“ i s
C ' OH i
) ™ : T
]
His 396/ His G4 i / His 453'/ Phe 463
His r15r1.,__.__ :
. Cu
\'\.
His & His 109
12 T3 T4

Abbildung 1 Katalytisches Zentrum einer Laccase von Trametes versicolor mit 4 Kupferatomen
und den koordinierenden Aminosauren. Dargestellt sind das Typ-1-Kupfer (T1) und das trinukleare
Zentrum, das von Typ-2-Kupfer (T2) und Typ-3-Kupfer (T3) gebildet wird. (Riva, 2006)

10



1 Einfuhrung

Beginnend mit einer Ein-Elektronen-Oxidation, die das Substrat als Radikal freisetzt, wird

ein Elektron auf das Typ-1-Kupfer im ,native intermediate® Gbertragen. Dieses Elektron
wird auf das trinukleare Cluster transferiert und reduziert den dort bindenden Sauerstoff
zu Wasser. Durch sukzessive Substratoxidation und Elektronentbertragung vom Typ-1-
Kupfer auf das trinukleare Cluster wird die Oxidation von 4 Substratmolekiilen an die
Reduktion von einem Sauerstoffmolekill gekoppelt. Das Typ-1-Kupfer verleiht den
Laccasen die charakteristische Absorption bei ca. 610 nm und ist damit fur ihre
Zuordnung zu den ,blauen“ Multikupferoxidasen verantwortlich.

Das Substratspektrum der Laccasen umfasst Polyphenole, methoxylierte Phenole,
Diamine (Thurston, 1994) und viele weitere Substanzklassen, wie beispielsweise
Farbstoffe (Wesenberg et al., 2003) und PAKs (Collins et al., 1996). Prinzipiell kbnnen
Laccase-Substrate in natlirliche und synthetische Verbindungen eingeteilt werden. Zu den
natlirlichen  Substraten zdhlen  Phenol, Anilin, 4-Hydroxybenzoesaure und
4-Hydroxybenzylalkohol (Johannes und Majcherczyk, 2000). Bekannte Vertreter der
synthetischen  Substrate sind  N,N’-bis(3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzyliden)hydrazin
(Syringaldazin), 2,2’-azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonat) (ABTS) und
1-Hydroxybenzotriazol (HBT) (Fabbrini et al., 2002; Thurston, 1994). In
thermodynamischer Hinsicht wird die Oxidation von Laccase-Substraten durch das
Redoxpotenzial des Typ-1-Kupfers, das in Abhangigkeit vom Organismus zwischen 0,4
und 0,8 V gegenliber einer Normalwasserstoffelektrode liegt (Majcherczyk et al., 1999),
bestimmt. Redoxpotenzial-bedingte Limitationen des Substratspektrums kénnen durch so
genannte Redoxmediatoren Uberwunden werden. Darunter versteht man kleine,
diffusionsfahige Molekiile, die als Laccase-Substrate dienen und in ihrer oxidierten Form
Verbindungen, die durch Laccasen nicht direkt angegriffen werden, oxidieren.
Redoxmediatoren wirken somit als Elektronenubertrager zwischen dem katalytischen

Zentrum von Laccasen und der zu oxidierenden Verbindung (Abb. 2).

D2 / Laccase \ (
J/

H,0 Laccase,

]'\-'chiutmi“

Substrat
/

Mediator Substrat

Abbildung 2 Schema des Laccase-Mediator-Systems (Fabbrini et al., 2002).

Natirliche Verbindungen, wie beispielsweise Phenol, 3-Hydroxyanthranilat oder
4-Hydroxybenzoesaure, kénnen als Mediator fungieren und werden von den Organismen
selbst produziert (Eggert et al., 1996; Johannes und Majcherczyk, 2000). Beispiele fiir die

Wirkung von synthetischen Enzym-Mediator-Systemen sind Laccase-katalysierte

11
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Oxidationen von PAKs (Baldrian, 2006; Johannes und Majcherczyk, 2000) und
persistenten synthetischen Farbstoffen (Camarero et al., 2005) in Gegenwart von ABTS
und HBT. ABTS beschleunigte weiterhin die Laccase-katalysierte Oxidation von endokrin
aktiven Substanzen wie dem technischen Nonylphenol und Bisphenol A. Dies wurde fir
Laccasen aus Lignin-abbauenden Basidiomyceten und zwei aquatischen Pilzen gezeigt
(Junghanns et al., 2005; Tsutsumi et al., 2001).

1.3 Galaxolid®und Tonalid®

4.6,6,7,8,8-hexamethyl-1,3,4,6,7,8-hexahydrocyclopenta[g]isochromen (HHCB) mit dem
Markennamen Galaxolid® und 1-(3,5,5,6,8,8-hexamethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-
yl)ethanon (AHTN) mit dem Markennamen Tonalid® sind die zwei wichtigsten Vertreter
der polycyclischen Moschusduftstoffe (pMD).

Der erste kiunstliche Moschusduftstoff wurde von Baur bereits 1890 durch Nitrierung von
Butyltoluol synthetisiert. Die daraus hervorgegangenen Nitromoschusduftstoffe, wie ,Musk
xylene® oder ,Musk ambrette®, dominierten den Markt bis in die 80er Jahre des letzten
Jahrhunderts. Als bekannt wurde, dass Nitromoschusduftstoffe zur Bildung kanzerogener
aromatischer Amine fiihren, photoallergische Reaktionen auslésen konnen und zudem in
Fisch- und Gewasserproben nachgewiesen wurden, reagierte die Industrie vor allem in
Europa (Barbetta et al., 1988; Sommer, 2004). Die Produktion der Nitromoschusduftstoffe
wurde gedrosselt und die seit den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts bekannten
polycyclischen Moschusduftstoffe Gbernahmen zunehmend Marktanteile. Bereits 1996 lag
dieser bei 70% (Rimkus, 1999). Der weltweite Verbrauch von pMDs belief sich im Jahr
2000 auf 10.000 t mit weiter steigendem Trend (Somogyi und Kishi, 2001).

1.3.1 Vorkommen in der aquatischen Umwelt und Risikopotenzial

Polycyclische Moschusduftstoffe werden unter anderem Korperpflegeprodukten und
Detergenzien zur Geruchsgebung beigefiigt. Parfime beispielsweise enthalten bis zu
4990 ug/g HHCB und 450 ug/g AHTN, Shampoos bis zu 122 ug/g HHCB und 13,2 ug/g
AHTN (Reiner und Kannan, 2006). Viele dieser Produkte werden durch Industrie- und
kommunale Abwasser in Klaranlagen eingetragen. Die Konzentrationen von HHCB und
AHTN in ungeklarten Abwassern variieren geographisch. In Europa liegen die Werte
durchschnittlich bei 10 pg/L fir HHCB und 6 pg/L fir AHTN, wahrend in den USA fast die
doppelten Mengen detektiert wurden (Simonich et al., 2002). In Deutschland gibt es
starke regionale Unterschiede. So sind die Gehalte der Duftstoffe in Klaranlagenauslaufen
und in Oberflachengewassern in Berlin (HHCB bis zu 12,5 ug/L; AHTN 6,8 ug/L) deutlich
héher als im Ruhrgebiet (HHCB bis zu 0,7 ug/L; AHTN 0,2 ug/L) (Bester, 2004; Heberer,
2003). Die GroéRenordnungen, in denen die Duftstoffe in Berlin und Umgebung detektiert

12



1 Einfuhrung

wurden, entsprechen denen der PAKs und Ubertreffen sogar die der Pestizide (Winkler et
al., 1998). Auf Grund ihrer hydrophoben Natur sorbieren die Substanzen mit sehr hohen
Konzentrationen von durchschnittlich 500 mg/kg an Sedimenten (Heraproject, 2004;
Rimkus, 1999).

Polycyclische Moschusduftstoffe stellen fir Organismen auf Grund ihrer hohen
Bioakkumulation ein Risiko dar. Die erste Publikation zur Detektion von HHCB und AHTN
in Lebewesen wurde bereits 1994 von Eschke veroffentlicht, der die Duftstoffe in
Gewebeproben von Fischen detektieren konnte (Eschke et al., 1994). Dem folgten
Nachweise Uber Bioakkumulation in Muscheln, in wasserlebenden Saugetieren und in
Wasservogeln (Balk und Ford, 1999; Gatermann et al., 2002; Kannan et al., 2005;
Nakata, 2005). Auf Grund des standigen Hautkontaktes wurden beide Substanzen im
menschlichen Fettgewebe und in Muttermilch wieder gefunden (Rimkus und Wolf, 1996).
Toxikologische Untersuchungen zu HHCB und AHTN ergaben, dass weder HHCB noch
AHTN mutagen sind oder allgemein genotoxisch wirken (Mersch-Sundermann et al.,
1998). Entgegen friherer Annahmen, dass die Umweltkonzentrationen zu gering seien,
um eine Gefahr fur Mensch und Umwelt darzustellen (Seinen et al., 1999), inhibierten
sowohl HHCB als auch AHTN Transporter des Multi-Xenobiotic-Resistance (MXR)
Mechanismus in der Meeresmuschel Mytilus californianus (Luckenbach et al., 2004).
Damit fordern sie die Akkumulation von Giftstoffen in Zellen. AuRerdem hemmen HHCB
und AHTN die Larvenentwicklung von Ruderfulkrebsen in nanomolaren Konzentrationen
(Wollenberger et al., 2003). Eine einmalige sehr hohe Dosis von AHTN bewirkte
Leberschaden bei Ratten (Steinberg et al., 1999). Beide Substanzen rufen in hohen
Konzentrationen schwache endokrine Effekte in menschlichen Nierenzellen hervor,
wohingegen antidostrogene Aktivitaten abhangig von der Zellart auch bei geringen
Konzentrationen auftraten (Bitsch et al., 2002; Schreurs et al., 2002; Seinen et al., 1999).
Dies verdeutlicht, dass das Risiko einer Beeintrachtigung von Mensch und Umwelt durch
HHCB und AHTN gegeben ist. Derzeit gibt es jedoch keinen finanziell attraktiven Ersatz
fur polycyclische Moschusduftstoffe, da die Synthese von bereits entwickelten,
makrocyclischen Duftstoffen sehr aufwandig ist. Aktuell wird an linearen Substanzen, die
von den 347 menschlichen, olfaktorischen Rezeptoren erkannt werden kénnen (Kraft,
2004), geforscht.

1.3.2 Abbau, Biotransformation und Umweltverhalten

In herkdmmlichen Klaranlagen mit Aktivschlammbecken wurden
Konzentrationsabnahmen zwischen 50 und 88% fur HHCB und AHTN gemessen (Bester,
2004; Simonich et al.,, 2002). Die semi-polaren Eigenschaften beider Verbindungen
(IgKow = 5,9 flir HHCB und IgK,,, = 5,7 fur AHTN) (Wormuth et al., 2005) und ihre relativ
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geringe Wasserloslichkeit (1,75 mg/L fur HHCB und 1,25 mg/L far AHTN) (Wormuth et al.,
2005) unterstitzen die Sorption an Klarschlammpartikeln. Dort wurden durchschnittliche
Konzentrationen im zweistelligen mg/kg-Bereich detektiert (Rimkus, 1999; Ternes et al.,
2004). Die Bilanzierung zweier Klaranlagen in der Schweiz, die zusatzlich Bioreaktoren in
die Abwasserbehandlung integrieren, ergab fir HHCB eine geringe Biotransformation,
wobei wiederum der Grofiteil der Konzentrationsabnahme auf Sorption beruhte (Joss et
al., 2005). Der biologische Abbau hat demzufolge keinen grof3en Anteil an der Abnahme
der Duftstoffkonzentrationen in Klarwassern.

Standardtests zur biologischen Abbaubarkeit von HHCB und AHTN, die den
OECD-Richtlinien folgten, ergaben keine signifikante Mineralisierung beider Verbindungen
(Balk und Ford, 1999). Jedoch zeigten bei der Untersuchung von 64 Boden (Sand, Ton,
Lehm und Torf) auf biologische Aktivitat gegeniber HHCB und AHTN 40% der Proben
das Potential zur Biotransformation (Balk und Ford, 1999). Weiterhin wurden terrestrische
Pilzstamme beschrieben, die AHTN (Phanerochaete chrysosporium) und HHCB
(Cladosporium cladosporiodes) zu polareren Metaboliten transformieren, aber nicht
mineralisieren (Balk und Ford, 1999). Derzeit existieren keine Studien zum biologischen
Abbau der Substanzen in aquatischen Okosystemen. Detailliert beschrieben sind jedoch
abiotische Transformationsmechanismen fir HHCB und AHTN unter photooxidativen
Bedingungen, wobei sich HHCB als resistenter gegenuber dem photochemischen Abbau
erwies (Biselli et al., 2004; Sanchez-Prado et al., 2004).

Der einzige in der Literatur bekannte Metabolit des HHCB ist das HHCB-Lacton. Es wurde
sowohl in Abwassern (230 ng/L) und Klaranlagenauslaufen (370 ng/L) als auch in
kommerziellen, HHCB-enthaltenden Produkten detektiert (Bester, 2004; Franke et al.,
1999). Es gibt Hinweise auf die Bildung des Lactons durch abiotische (Autoxidation,
Photooxidation) aber auch durch biotische Prozesse (ltrich et al., 1998). So wurde HHCB
wahrend der Abwasserbehandlung (Bester, 2005) und in Fischen (Huhnerfuss, 2004) zum
Lacton oxidiert. Ein Enzym, das die Bildung des HHCB-Lacton katalysiert, wurde bisher
nicht beschrieben.

Peck und Hornbuckle (2006) haben fir den Michigansee (USA) eine Ein- und
Austragsbilanz flir beide Moschusduftstoffe aufgestellt. Dabei wurden als Eintragswege
Klaranlagenwasser und zu einem geringen Anteil atmospharische Niederschlage
identifiziert. Als Prozesse, die zur Erniedrigung der Duftstoffkonzentration im freien
Wasserkorper beitragen, wurden Sedimentation, Volatilisierung, Photolyse und Abfluss
bericksichtigt. Dabei stellt Sedimentation einen wichtigen Prozess fur den Verbleib von
HHCB und AHTN im See dar. Die Bilanzierung der Ein- und Austrage weist allerdings
eine Differenz von rund 30% fUr beide Verbindungen auf. Diese kdnnte durch die

Berticksichtigung eines denkbaren biologischen Abbaus geschlossen werden.
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Als Resumee der bisherigen Arbeiten zum Umweltverhalten von HHCB und AHTN I&sst
sich sagen, dass diese Duftstoffe in der Umwelt persistent sind und Organismen, die ihren
Abbau in aquatischen Okosystemen katalysieren kénnten, bislang nicht identifiziert

wurden.

1.4 Technisches Nonylphenol (t-NP)

Technisches Nonylphenol dient als Ausgangsstoff fur die Synthese von
Nonylphenolyethoxylaten (NPEO), die als nichtionische Tenside in vielen industriellen
Prozessen, unter anderem in der Leder- und Textilherstellung, vorwiegend jedoch als
Zusatz von Detergenzien (Vallini et al., 2001), eingesetzt werden. Sie bilden die wichtigste
Gruppe der Alkylphenolethoxylate, von denen 1995 rund 500.000 t weltweit hergestellt
wurden (Fries und Pattmann, 2003). Nonylphenol ist das Produkt einer Friedel-Crafts-
Alkylierung von 4-Phenol und Nonen (Rothman, 1982), wobei das in der industriellen
Synthese eingesetzte Nonen kein lineares Alken ist, sondern ein Gemisch verzweigter
Isomere. Dadurch ergibt sich eine strukturelle Vielfalt verschiedener Isomere im t-NP und

der daraus synthetisierten NPEOs.

1.4.1 Vorkommen in der aquatischen Umwelt und Risikopotenzial

Technisches Nonylphenol gelangt hauptsachlich Gber zwei Wege in die aquatische
Umwelt. Neben monomeren und dimeren Nonylphenolethoxylaten ist Nonylphenol ein
biologisches Abbauprodukt der NPEOs in Klaranlagen, Uber deren Auslaufe die
Verbindung direkt in die natiirlichen Okosysteme entlassen wird (Vallini et al., 2001). Die
Konzentration von Nonylphenol (NP) in Klaranlagenauslaufen liegt im pg/L-Bereich (Ying
et al.,, 2002). Ferner ist Nonylphenol Bestandteil von Pflanzenschutzmitteln in der
Agrarwirtschaft. Allein in Osterreich gelangten 2003 auf diese Weise 40 t des Schadstoffs
in den Boden und durch Auswaschungseffekte in die aquatische Umwelt (Bursch et al.,
2004). In Westeuropa existiert seit 1986 ein freiwilliges Abkommen der Industrie, das den
Einsatz von NPEOs fir Industrie- und Haushaltreiniger einschrankt (Bursch et al., 2004).
Hierzulande liegen die durchschnittlichen NP-Konzentrationen in Flissen im dreistelligen
ng/L-Bereich (Heemken et al., 2001; Lalah et al., 2003b). Die deutschlandweit hochsten
Werte des Jahres 2000 wurden im Rhein bei Risselsheim (567 ng/L) und in der Oder bei
Kistrin (737 ng/L) gemessen (Fries und Pittmann, 2003). Die EU legte die ,Predicted No
Effect Concentration® (PNEC) fiir Nonylphenol auf 330 ng/L fest (Servos, 1999). Im ,EU
Commission Proposal®* COM(2006)397 aus dem Jahre 2006 wird t-NP als prioritare,
gefahrliche Substanz eingestuft. In den USA werden jedoch weiterhin NPEOs auf Grund

ihrer Eigenschaften in industriellen Prozessen eingesetzt (Lalah et al., 2003b).
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Nonylphenol ist eine endokrin aktive Verbindung, die die Wirkung von Ostrogenen durch
die Bindung an die entsprechenden Rezeptoren imitiert. Dabei werden 6strogene Effekte
hervorgerufen, wie in aquatischen Organismen nachgewiesen werden konnte (Lalah et
al., 2003a; Schwaiger et al., 2002). Fur die Bindung an den Rezeptor ist die verzweigte
Alkylkette in para-Position entscheidend (Tabira et al., 1999), wobei vermutlich ein
hoherer Verzweigungsgrad zu erhdhter endokriner Aktivitat fihrt (Kim et al., 2004). Neben
dem Auslésen Ostrogener Effekte besteht ein akut toxikologisches Potenzial, das sich
z.B. in Anamien und Verhaltensauffalligkeiten von Fischen aulierte (Schwaiger et al.,
2002; Spieser et al., 2000). Ab einer Konzentration von 100 uM wirkt NP toxisch auf das
Wurzelwachstum von Lupinus hartwegii (Bokern et al., 1998). Die akuten Toxizitaten von
Nonylphenol, die fiur Fische (17-3000 ug/L), Invertebraten (20-3000 ug/L) und Algen
(27-2500 ug/L) bestimmt wurden (Servos, 1999), liegen weit Uber den detektierten

Gewasserkonzentrationen.

1.4.2 Abbau und Biotransformation

Technisches Nonylphenol wird von Bakterien (Corvini et al., 2004; Gabriel et al., 2005a),
Hefen (Vallini et al., 2001), Pilzen (Junghanns et al., 2005; Kollmann et al., 2003),
Pflanzenzellen (Schmidt et al., 2003), Invertebraten (Lalah et al., 2003a) und Fischen
(Meldahl et al., 1996) metabolisiert. Bei der Biotransformation von t-NP durch den
aquatischen Hyphomyceten C. aquatica und das mitospore aquatische Isolat
UHH 1-6-18-4 wurden zwei Gruppen oxidierter Produkte detektiert (Junghanns et al.,
2005; Moeder et al., 2006). Einerseits handelte es sich um Monohydroxylierungen
einzelner NP-Isomere, die auf eine subterminale Oxidation der Nonylkette hindeuten.
Diese Oxidationsprodukte wurden sowonhl fir verzweigte Nonylphenolisomere als auch fiir
das nicht im technischen Gemisch vorkommende 4-n-Nonylphenopl bei anderen
eukaryotischen Modelsystemen wie Fischen (Meldahl et al., 1996) und Pflanzen (Schmidt
et al., 2003) beschrieben. Der zweiten Metabolitgruppe gehéren phenolische Substanzen
mit verklrzten Alkylketten an, die auf einen teilweisen Abbau der hydroxylierten
Seitenkette hinweisen (Junghanns et al., 2005). In Kulturen des Stammes UHH 1-6-18-4,
die mit t-NP inkubiert wurden, konnte 4-Hydroxybenzoesaure detektiert werden, die
moglicher Weise das Endprodukt der Seitenkettenoxidation darstellt (Junghanns et al.,
2005). Die Hefe Candida aquaetextoris setzt das nicht umweltrelevante 4-n-Nonylphenol
zu trans-4-Hydroxyzimtsaure und 4-Hydroxyacetophenon um, wobei es sich vermutlich
um eine w- und anschlieBende B-Oxidation der Seitenkette handelt (Vallini et al., 2001).
Weder aquatische Pilze, noch C. aquaetextoris zeigten Hinweise auf die Oxidation des
phenolischen Teils von NP, der flr den bakteriellen Abbau von NP-lsomeren mit

verschiedenen Sphingomonas-Stammen beschrieben wurde (Corvini et al., 2005; Gabriel

16



1 Einfuhrung

et al., 2005b). Uber einen ungewdhnlichen ipso-Substitutionsmechanismus wurden dabei
chinoide Derivate und Hydrochinon als stabiles Intermediat gebildet. Die Abspaltung der
kompletten Alkylseitenkette konnte durch Detektion der entsprechenden Nonanole, die bei
der Umsetzung durch Sphingomonas-Stdmme entstanden, nachgewiesen werden
(Gabriel et al., 2005a; Tanghe et al., 2000). Ein mdgliches Zusammenspiel von Pilzen und
Bakterien bei der Umsetzung von t-NP in der aquatischen Umwelt stellt sich damit als

eine relevante Thematik heraus.

1.4.3 Die Komplexitat von t-NP als analytische Herausforderung

Die Aufklarung der Zusammensetzung des umweltrelevanten t-NP ist zum Einen fur
toxikologische Betrachtungen und zum Anderen fur Mechanismusuntersuchungen der
Biotransformation wichtig. Dabei bedarf es zur Separierung der physikalisch kaum
unterscheidbaren Konfigurationsisomere einer analytischen Methode mit hoher
Trennleistung. Es gibt mittlerweile viel versprechende Ansatze, um die Zusammensetzung
des technischen Gemischs aufzuklaren (Gundersen, 2001; He und Lee, 1996; leda et al.,
2005; Thiele et al., 2004; Wheeler et al., 1997). Die meisten dieser Methoden basieren auf
einer gaschromatographischen (GC) Trennung und anschlieBender Detektion mit einem
Massenspektrometer. Der Vorteil dieser Kopplung ist die hohe Trennleistung der GC und
die Mdglichkeit, strukturelle Informationen Uber die Isomere durch Auswertung der
spektrometrischen Daten zu gewinnen. Bislang gibt es jedoch keine Methode oder
Kombination von Methoden, um das Gemisch vollstandig zu charakterisieren.

Die Synthese von NP-lsomeren als Referenzmaterial stellt einen weiterflihrenden Ansatz
dar, der zur Losung des komplexen analytischen Problems beitragt. 4-(1-Ethyl-1,4-
dimethylpentyl)phenol (NP1), 4-(1,1,5-Trimethylhexyl)phenol (NP2) und 4-(1-Ethyl-1,3-
dimethylpentyl)phenol (NP3) sind Beispiele fur synthetisierte NP-Isomere. |hre Anteile im
technischen Gemisch liegen bei 13% (NP1), 5% (NP2) und 20% (NP3), womit NP1 und
NP3 neben 4-(1,1,3-Trimethylhexyl)phenol die Isomere mit den héchsten Anteilen sind
(Russ, 2005). Folglich kénnen alle 3 Isomere als charakteristisch fur t-NP angesehen
werden. NP1 besitzt, verglichen mit dem Durchschnitt der Isomere des technischen
Gemischs, eine hohere Wasserl6slichkeit und dementsprechend geringere Oktanol-
Wasser- und Luft-Wasser-Verteilungskoeffizienten, weshalb eine verringerte Persistenz
von NP1 in wassrigen Medien zu erwarten ist. Von allen untersuchten NP-Einzelisomeren
wies NP2 eine der hochsten endokrinen Wirkungen in Tests mit menschlichen

Brustkrebszelllinien auf (Corvini et al., 2005).
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1.5 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, den bisher wenig beachteten Einfluss aquatischer Pilze auf die
Biotransformation von organischen Umweltkontaminanten anhand von ausgewahlten
umweltrelevanten  Beispielen unterschiedlicher = Mikroschadstoffe  detailliert zu
untersuchen. Neben der Identifizierung von Biotransformationsmetaboliten und den daran
beteiligten Mechanismen sollten Aussagen zur moglichen Rolle der Pilze und ihrer
extrazellularen Laccasen, bei biologischen Selbstreinigungsprozessen in
Oberflachenwassern gewonnen werden.

Bei den verwendeten Modellorganismen handelt es sich um den aquatischen
Hyphomyceten Clavariopsis aquatica Stamm WD(A)-00-01, der aus dem Steinbach in der
Nahe von Waldau (Sachsen-Anhalt) isoliert wurde (Junghanns et al., 2005), sowie um den
Myrioconium sp. Stamm UHH 1-13-18-4, der aus der Saale in der Nahe von Halle
(Sachsen-Anhalt) stammt (Junghanns et al., 2008). Beide Stdmme sind mitospore Pilze,
wobei die Teleomorphe von C. aquatica in die Ascomyceten-Gattung Massarina
eingeordnet wird (Junghanns et al., 2008). Anhand von Sequenzierungen der ITS-
Regionen und dem 5-Ende der 28S rDNS kann Myrioconium sp. den Helotiales,
Ascomycota, zugeordnet werden (Junghanns et al., 2008). Mit C. aquatica wurde somit
ein obligat aquatischer Pilz ausgewahlt, wahrend flr Myrioconium sp. eine ubiquitare
Verbreitung denkbar ist. Sowohl C. aquatica als auch Myrioconium sp. bilden Laccasen,
deren mogliche Funktion bei der Biotransformation der untersuchten Mikrokontaminanten
betrachtet werden sollte.

Die Auswahl der Schadstoffe umfasste die zwei wichtigsten Vertreter der synthetischen
Moschusduftstoffe HHCB und AHTN und das endokrin aktive, technische NP-Gemisch.
Die Biotransformation der genannten Verbindungen sollte durch Detektion und
Beschreibung von Metaboliten belegt und mdgliche Metabolisierungswege damit naher
charakterisiert werden. Die Untersuchung des komplexen t-NP-Isomerengemisches stellte
zusatzlich eine analytische Herausforderung dar, die durch die Anwendung verschiedener
gaschromatographischer Methoden und den Einsatz von synthetisierten Einzelisomeren

geldst werden sollte.
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2 Biotransformation polycyclischer Moschusduftstoffe durch

aquatische Pilze

Martin, C., M. Moeder, X. Daniel, G. Krauss, D. Schlosser. 2007. Biotransformation of the
Polycyclic Musks HHCB and AHTN and Metabolite Formation by Fungi Occurring in Freshwater

Environments. Environmental Science and Technology 41, 5395-5402.

Das Wissen Uber die Biotransformation und dabei entstehende Produkte der beiden
Hauptvertreter der pMDs HHCB und AHTN, deren Vorkommen in der aquatischen Umwelt
durchaus ein Risiko darstellt, ist unzureichend. Bislang wurde kein Bakterienstamm
isoliert, der HHCB oder AHTN umsetzt, wohingegen Reinkulturen terrestrischer Pilze
beschrieben wurden, die beide Schadstoffe transformieren, aber nicht mineralisieren.
Detaillierte Aussagen zur biologischen Bildung von Metaboliten sind nur begrenzt
verfugbar. Das folgende Kapitel fokussiert auf die Umsetzung der Duftstoffe durch
aquatische Pilze. Dabei wurde die Biotransformation sowohl in vivo durch aktive
Pilzkulturen als auch in vitro durch die extrazellularen Laccasen der Pilze untersucht und

entstandene Metabolite detektiert und strukturell analysiert.

2.1 Biotransformation von HHCB und AHTN in Pilzkulturen

In aktiven Myrioconium sp. Kulturen nahm die Konzentration von HHCB im Verlauf einer
Inkubation Uber 29 Tage von anfanglich 250 yM auf 24,3 £ 4,4 uM und die von AHTN auf
10,6 £ 0,4 uM (Mittelwert + Standardabweichung aus 3 Parallelen) ab. In den mit NaNj
inaktivierten Kontrollkulturen wurden am Ende des Versuchs 65% HHCB bzw. 71%
AHTN, bezogen auf die jeweilige Ausgangskonzentration von 250 uyM, wieder gefunden.
In aktiven C. aquatica Kulturen sank die eingesetzte Konzentration von 250 uM nach
40 Tagen auf 60,8+7,4 uM fir HHCB und auf 31,5+1,4puM fir AHTN. Die
Wiederfindungsraten in den parallel mitgeflihrten Kontrollansatzen lagen fir HHCB und
AHTN bei 78% und 71%, wiederum bezogen auf die jeweilige Ausgangskonzentration.

Aus den Konzentrations-Zeit-Verlaufen der Duftstoffe wurden die
Geschwindigkeitskonstanten einer Reaktion 1. Ordnung bestimmt. Die abiotische
Transformation (k,) von HHCB und AHTN ergab sich aus den Daten der biologisch
inaktiven Kontrollansatze. Zur Ermittlung der biotischen Transformation (k,) wurde die
Differenz aus der beobachteten Geschwindigkeitskonstante (kyeop) in den aktiven Kulturen
und der abiotischen Geschwindigkeitskonstante k, gebildet. Ausgehend von k; lieden sich
die Halbwertszeiten (DTs) fur die biologische Umsetzung der Duftstoffe bestimmen. Da
sich die Abbaukinetiken in aktiven C. aquatica Kulturen nicht als Reaktion 1. Ordnung
beschreiben lieBen, wurden nur fur die Duftstoffumsetzung in Myrioconium sp. Kulturen

DTso Werte ermittelt. Wahrend die abiotischen Geschwindigkeitskonstanten von HHCB
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(ka= 0) zu vernachlassigen waren, nahm die Konzentration von AHTN in Kontrollkulturen
von Myrioconium sp. zu einem gewissen Prozentsatz ab (k,= 0,011 + 0,004 d'1). Dies
lasst sich vermutlich auf den photochemischen Abbau von AHTN (Buerge et al., 2003)
wahrend der Probenahme oder -vorbereitung, bei der Lichteinstrahlung nicht vermieden
werden konnte, zurlckfuhren. Es ist bekannt, dass AHTN gegeniber Licht empfindlicher
ist als HHCB (Buerge et al., 2003). In Ubereinstimmung damit wurden in Myrioconium sp.
Kulturen AHTN-Metabolite detektiert, die fir den photochemischen Abbau der Substanz
beschrieben wurden (Biselli et al., 2004; Sanchez-Prado et al., 2004). Ausgehend von den
Kpeoo-Werten (0,075 + 0,004 d” fir HHCB und 0,112 £0,018d™ fir AHTN) wurden fiir
HHCB und AHTN k,-Werte von 0,075d" und 0,101 d"' berechnet. Die sich daraus
ergebenden DTso-Werte von 9,2 Tagen fir HHCB und 6,9 Tagen fir AHTN zeigten, dass
HHCB resistenter gegenliber Myrioconium sp. ist. Der gleiche Effekt wurde bei hoheren
Eukaryoten wie z.B. dem blauen Sonnenbarsch beobachtet, dabei wurden
Abnahmeraten von 0,215 bis 0,261 d™ und 0,337 bis 0,577 d”' fiir HHCB und AHTN
detektiert (Balk und Ford, 1999). Der terrestrische Weillfaulepilz Phanerochaete
chrysosporium setzte, im Gegensatz dazu, HHCB in 3 und AHTN in 6 Tagen komplett um
(Balk und Ford, 1999).

Bei der GC-MS-Analyse von HHCB-haltigen Pilzkulturextrakten und unbehandelten
HHCB-Ldsungen wurde eine Verbindung detektiert, deren Molekill-lon von m/z 272
(Schema 1: 1) und charakteristische Fragment-lonen auf den HHCB-Metaboliten HHCB-
Lacton hinwiesen. Die ldentitdt des HHCB-Lactons konnte mittels Infrarotspektroskopie
und GC-MS/MS Experimenten bestatigt werden. In HHCB-enthaltenden Kontrollen von
Myrioconium sp. stieg die Anfangskonzentration des HHCB-Lactons innerhalb von 28
Tagen nach Zugabe von HHCB um rund 100% an. Diese Beobachtung unterstitzt die
Annahme, dass das Lacton abiotisch durch HHCB-Autoxidation gebildet werden kann
(Franke et al., 1999). In aktiven Myrioconium sp. Kulturen wurden nur rund 2% der
HHCB-Lacton-Konzentration der Kontrollen  wiedergefunden. Dies legt die
Schlussfolgerung nahe, dass Myrioconium sp. den Metaboliten umsetzt. Im Gegensatz
dazu war die Endkonzentration des Lactons in aktiven C. aquatica Kulturen und den
entsprechenden Kontrollen fast identisch. Als Ursachen hierfir kommen entweder ein
Gleichgewicht zwischen biochemischen Bildungs- und Abbaureaktionen des Lactons oder
das Unvermdgen von C. aquatica, das auf abiotische Weise gebildete HHCB-Lacton
weiter umzusetzen, in Betracht. Fir terrestrische Pilze wie Cladosporium cladosporiodes
und P. chrysosporium wurde die Bildung von HHCB-Lacton aus HHCB bereits
beschrieben (Balk und Ford, 1999).

Die mittels GC-MS erhaltenen spektrometrischen Daten bildeten die Grundlage fur die

Strukturvorschlage der weiteren fir HHCB und AHTN nachgewiesenen Metaboliten.
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2 Biotransformation polycyclischer Moschusduftstoffe

Diese Verbindungen traten weder in den unbehandelten Stammlésungen der Duftstoffe
noch in Pilzkulturen auf, die keine Duftstoffe enthielten. Die Strukturvorschlage und die
vermutliche Entstehung der Metabolite sind in Schema 1dargestellt.

HHCB
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Schema 1 Vorschlage fir HHCB- und AHTN-Metabolitstrukturen und deren Bildungsweg in

il

aktiven Kulturen von Myrioconium sp. und C. aquatica, sowie in Laccase-haltigen,

aufkonzentrierten Kulturtiberstanden von Myrioconium sp. Auf die Zahlen 1-14 wird in Abschnitt 2.1
Bezug genommen.

Auf die vermutete Beteiligung der extrazellularen Laccase an der Bildung von HHCB-
Lacton (Schema 1: 1) wird in Abschnitt 2.2. eingegangen. Fur die anderen in Schema 1
aufgefiihrten Metabolite kdnnen intrazellulare Bildungsprozesse angenommen werden.

Die Ableitung der Strukturvorschlage in Schema 1 soll im Folgenden fiir das Beispiel der
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2 Biotransformation polycyclischer Moschusduftstoffe

Metabolite 2 wund 3 erlautert werden. Detaillierte Erlduterungen zu den
Strukturvorschlagen der in Schema 1 aufgefihrten Metabolite sind in Martin et al. (2007)
sowie in der Supplementary Information zu dieser Publikation beschrieben. Beide
Produkte besitzen ein Molekul-lon mit m/z 274, unterscheiden sich jedoch leicht in ihren
MS-Fragmentationsmustern, die auf eine Hydroxylierung hindeuten. Durch Derivatisierung
mit Sylon BTZ konnte bestatigt werden, dass es sich tatsachlich um monohydroxylierte
Verbindungen handelt. Eine Hydroxylierung an der Cyclopentan-Einheit wiirde durch die
Methylsubstituenten moglicherweise sterisch behindert und erscheint daher als wenig
wahrscheinlich. Ebenfalls unwahrscheinlich ist die Hydroxylierung des aromatischen
Ringes, da die typischen MS-Fragmente fiir eine solche Substitution, wie z. B. solche, die
die Abspaltung von -CO und —-CHO anzeigen wirden, nicht beobachtet wurden.
Ausgehend von diesen Uberlegungen wurden Strukturen mit einer Hydroxylierung an der
Isochromen-Einheit des HHCB flir die Metabolite 2 und 3 vorgeschlagen.

Die moglichen biologischen Effekte, die von den gebildeten HHCB- und AHTN-

Metaboliten ausgehen kdnnten, bedurfen weiterer Aufklarung.

2.2 Oxidation von HHCB und AHTN durch isolierte Laccasen

Laccase-enthaltende Konzentrate der Kulturiberstande von Myrioconium sp. und
C. aquatica und die detailliert beschriebene, kommerzielle Laccase von T. versicolor
wurden fur die Untersuchung der Reaktion des Enzyms gegenuber Duftstoffen erstmalig
getestet. Die Laccase-Produktion in Myrioconium sp. Kulturen ist Gegenstand von Kapitel
4. Die Produktion von C. aquatica Laccase wurde in Junghanns et al. (2005) beschrieben.
Die Biotransformation in Laccase-Konzentraten wurde anhand der Konzentrationen von
HHCB und AHTN zu Beginn und nach 6 Tagen Inkubation mit der Enzymlésung erfasst.
Dabei zeigte sich, dass die T. versicolor Laccase die Duftstoffe am effizientesten abbaut
(76,8% und 57,3% Konzentrationsabnahme fir HHCB und AHTN), gefolgt von Laccase
aus Myrioconium sp. (30,5% HHCB und 12,3% AHTN). In den Ansatzen mit C. aquatica
Laccase wurde keine signifikante Umsetzung der Duftstoffe detektiert. Die
unterschiedlichen Konzentrationsabnahmen konnten in direktem Zusammenhang mit den
Redoxpotenzialen der einzelnen Laccasen stehen, die einen limitierenden Faktor bei der
Katalyse durch Laccase darstellen (Xu, 1997).

Mit Hilfe von Redoxmediatoren kann diese Limitation umgangen werden. Als typisches
Laccase-Substrat wurde der Einfluss von ABTS als Redoxmediator bei der
enzymatischen Oxidation von HHCB und AHTN untersucht. Die Zugabe von ABTS flihrte
zu einer Umsetzung von 33% HHCB durch C. aquatica Laccase, verringerte jedoch die
Konzentrationsabnahme von HHCB durch Myrioconium sp. Laccase auf 16,3% im

Vergleich zur Kontrolle. Als mdgliche Ursache dafir kénnte die Konkurrenz von HHCB
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2 Biotransformation polycyclischer Moschusduftstoffe

und dessen primaren Abbauprodukt(en) um ABTS-Radikale angesehen werden. Im
Gegensatz dazu wird die Umsetzung von AHTN durch Myrioconium sp. Laccase in
Anwesenheit von ABTS verbessert (27,1%), allerdings bleibt die Resistenz von AHTN
gegenlber C. aquatica Laccase auch mit ABTS bestehen. Dies verdeutlicht, dass die
Laccase-katalysierte Oxidation von HHCB und AHTN durch Redoxmediatoren unter
bestimmen Bedingungen erhéht werden kann. Natlrliche Redoxmediatoren, die vom
Organismus selbst gebildet werden, wurden flr Weilkfaulepilze beschrieben (Johannes
und Majcherczyk, 2000).

Nach 6 Tagen Inkubation mit T. versicolor, Myrioconium sp. und C. aquatica Laccase
erhohten sich in HHCB-haltigen Enzymansatzen ohne den Zusatz von ABTS die HHCB-
Lacton-Konzentrationen auf 780%, 353% und 198% (Vergleich zu inaktiven Kontrollen).
Diese Beobachtung korreliert mit den HHCB-Umsetzungseffizienzen der einzelnen
Laccasen in Abwesenheit von ABTS. Uberdies zeigt es, dass Laccasen HHCB oxidieren
und damit erstmalig, dass ein Enzym die Reaktion zum HHCB-Lacton katalysiert. Bisher
war die Bildung des Lactons aus photochemischen Experimenten bekannt (Biselli et al.,
2004) und es wurde angenommen, dass Autoxidation als abiotischer und enzymatische
Oxidation als biotischer Prozess zu gleichen Teilen an der Entstehung des Metaboliten
z. B. in Klarsystemen beteiligt sind (Biselli et al., 2004; Franke et al., 1999; ltrich et al.,
1998). Mit der bislang unbekannten Erkenntnis, dass pilzliche Laccasen das HHCB-
Lactons bilden, war es erstmalig moéglich, einen Reaktionsmechanismus zu entwickeln.
Bei diesem katalysiert die Laccase im ersten Schritt die Radikalbildung von HHCB durch
eine Ein-Elektronen-Oxidation unter gleichzeitiger Freisetzung eines Protons. Ein
ahnlicher Mechanismus ist auch flir die Laccase-Oxidation von phenolischen
Verbindungen bekannt (Xu, 1997). Die enzymatische Initialisierung ermoéglicht abiotische
Folgereaktionen wie Sauerstoffaddition, Peroxidbildung und Wasserabspaltung, die
letztendlich zur Bildung des HHCB-Lactons flihren und bereits vorgeschlagen wurden
(Biselli et al., 2004).

Bei der Umsetzung von AHTN durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten
Laccasen wurden keine Metabolite detektiert. Potenzielle oxidative Kopplungsprodukte
der Oxidation von HHCB und AHTN durch Laccase hatten mit der angewandten
Analysenmethode (GC-MS, Detektion des Massenbereiches von 50-500 amu) nicht
erfasst werden kénnen.

Zusatzlich zu den bisher unbekannten intrazellularen Enzymen kdnnte die Laccase, wenn
sie in ausreichenden Mengen produziert wird, zur Biotransformation von HHCB und AHTN
durch aquatische Pilze beitragen. Laccasen werden zunehmend auch flr Bakterien
beschrieben (Claus, 2003), wodurch ihre potenzielle Rolle fir Umweltprozesse auch auf

weitere Mikroorganismengruppen ausgeweitet wird.
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2.3 Implikationen fur den Einfluss von Pilzen auf das Umweltverhalten von

polycyclischen Moschusduftstoffen in naturlichen aquatischen Systemen

Pilze gelten als wichtige Zersetzer von organischem Pflanzenmaterial in stehenden und
flieBRenden SiRwassersystemen (Findlay et al., 2002; Romani et al., 2006). In
Umgebungen, in denen ausreichend Nahrstoffe vorhanden sind und genligend Sauerstoff
verflugbar ist, z. B. in den oberen Sedimentschichten von Bachen und Flissen oder in den
ufernahen Sedimenten von Seen, konnten diese Organismen Wasserschadstoffe
co-metabolisch umsetzen. Findlay et al. (2002) bestimmten fir 9 US-amerikanische
Flisse den Anteil der Pilzbiomasse in grobem (Blattreste, Laub und Holzstiicke) und
feinem organischen Material, das mit der Flussbettoberflache oder Sedimenten in einem
Bereich von 2 bis 5 cm unter der Wasseroberflache verbunden ist. Die durchschnittlichen
Pilztrockengewichte lagen fir Laub, Holz und Sedimente auf und unter der
Wasseroberflache entsprechend bei 15 g, 9 g, 1 g und 0,4 g pro kg organischem Material
(Werte aus Findlay et al. (2002) berechnet nach Gulis und Suberkropp (2003)). Pilze
besiedeln vorrangig die grobkornigen, organischen Bestandteile in Gewassern und sind
im Gegensatz zu Bakterien weniger haufig auf den feinen Partikeln des Bodensediments
zu finden (Findlay et al., 2002). Als eine Ursache fur die Konzentrationsabnahme von
HHCB und AHTN im Wasser wurde Sedimentation, die eine raumliche Verbindung
zwischen den Schadstoffen und den aquatischen Pilzen herstellen wirde, beschrieben
(Buerge et al., 2003; Peck und Hornbuckle, 2006).

Die hohe Sensitivitat der Pilze bei der Besiedlung organischer Materialien im Vergleich zu
Bakterien und die bevorzugte Kolonisierung von grobem Sediment (Findlay et al., 2002)
lassen vermuten, dass der Einfluss der Pilze auf die Biotransformation von Duftstoffen in
Gewassern stark von der individuellen Umweltsituation abhangt. Basierend auf den
biologischen Umsetzungsraten von HHCB und AHTN durch aquatische Pilze wurden zu
erwartende Halbwertszeiten in einem theoretischen SiRwasser-Sediment-System
(oberste 5 cm des Bodensediments einschlielllich des groben und feinen Sediments)
abgeschatzt. Diese Werte sollen einen Anhaltspunkt flr die Grélenordnungen der
Umsetzung von HHCB und AHTN durch Pilze geben. Zwei Szenarien, geringe und hohe
Konzentration an katalytisch aktiver Pilzbiomasse im Sediment, wurden betrachtet und
ergaben Halbwertszeiten von ca. 2567 Tagen fir HHCB und 1873 Tagen fir AHTN bei
geringeren, sowie 58 Tage fir HHCB und 38 Tage fir AHTN bei héheren Pilzaktivitaten.
In Mikrokosmos-Experimenten wurde eine Halbwertszeit von 79 Tagen fir HHCB
angegeben, allerdings wurden die involvierten Organismen nicht identifiziert (Heraproject,
2004). Aus Mikrokosmos-Experimenten mit Schlamm-angereichertem Boden sowie Wald-
und Agrarboden wurden entsprechende Halbwertszeiten von 105, 95 und 239 Tagen flr

HHCB erhalten (Heraproject, 2004). In verschiedenen mit Schlamm-angereicherten
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Bdden reichten die detektierten Restkonzentrationen der Duftstoffe nach einem Jahr
Inkubation von 0% bis 9% fur HHCB und 40% bis 86% fir AHTN (DiFrancesco et al.,
2004). Die Aussagen der zitierten Studien belegen, dass die vollstandige, biologische
Umsetzung von HHCB und AHTN durch Sediment- und Bodenmikroorganismen innerhalb
eines Jahres modglich ist und geben damit einen zeitlichen Rahmen an, der dem
theoretischen Wert flr die Biotransformation durch aquatische Pilze entspricht.

Die geringen Konzentrationen, in denen HHCB und AHTN in der Umwelt vorkommen
(ng/L-Bereich in Oberflachengewasser (Balk und Ford, 1999; Bester, 2005; Rimkus,
1999), 3-stelliger ug/kg-Bereich in Flusssedimenten (Rimkus, 1999)), sollten solche
natlrlichen biologischen Abbauprozesse, bei denen die Duftstoffe als Nahrstoffquelle der
umsetzenden Mikroorganismen dienen konnten, erschweren. Pilze sind jedoch nicht auf
die Verwertung von Schadstoffen als Kohlenstoffquelle angewiesen, sondern kdnnen
diese co-metabolisch umsetzen. Da aquatische Pilze auf organischem Pflanzenmaterial
leben, sind die damit assoziierten Konzentrationen von HHCB und AHTN entscheidend.
Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Duftstoffmolekilen und organischem Material
(Ternes et al., 2004), welches als Nahrstoffquelle fir aquatische Pilze dient, ermdéglichen
die Adsorption von HHCB und AHTN an derartige Pilzsubstrate. Daraus ergibt sich eine
rdumliche Nahe der Moschusduftstoffe und der biokatalytisch aktiven Pilze, die eine
Erhdhung der Bioverfugbarkeit von HHCB und AHTN bewirken und kinetische
Limitationen ihres Abbaus verringern sollte.

Die in der Literatur angegebenen Konzentrationen von HHCB und AHTN in grobem
Sediment liegen im 3-stelligen pg/kg-Bereich. Diese Konzentrationen reprasentieren
jedoch Durchschnittswerte der heterogenen Sedimentmatrix, welche aus Sand, Ton,
Lehm und organischen Domanen zusammengesetzt ist. Die von Ternes et al. (2004)
beschriebenen hydrophoben Wechselwirkungen lassen vermuten, dass es zur
Anreichung der Duftstoffe in den organischen Sedimentdomanen kommt. HHCB- und
AHTN-Konzentrationen im mg/kg-Bereich wurden flr Aktivschlamme mit hohem
Kohlenstoffgehalt beschrieben (Balk und Ford, 1999; Rimkus, 1999; Ternes et al., 2004).
Die lokalen Moschusduftstoff-Konzentrationen organischer Sedimentdomanen sollten
daher betrachtlich hoher als fir Sedimente publizierte Durchschnittskonzentrationen
liegen, was sich positiv auf ihre co-metabolische Umsetzung durch aquatische Pilze

auswirken konnte.
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3 Reinigung und Charakterisierung einer Laccase des
aquatischen Pilzstamms Myrioconium sp. UHH 1-13-18-4 und

Analyse des Laccase-codierenden Gens

Martin C, M. Pecyna, H. Keller, N. Jehmlich, D. Benndorf, M. von Bergen, D. Schlosser.
Purification and characterization of a laccase from the aquatic fungus Myrioconium sp. UHH
1-13-18-4 and analysis of the laccase-encoding gene, Applied Microbiology and Biotechnology 77,
613-624

Derzeit stammt die Mehrzahl der isolierten Laccasen, deren Eigenschaften untersucht
wurden, von Basidiomyceten. Die Anzahl der untersuchten Ascomyceten-Laccasen ist
hingegen vergleichbar gering (Hoegger et al., 2006). Neben der Darstellung ihres
biotechnologischen Potenzials (Duran et al., 2002; Kiiskinen et al., 2002; Mayer und
Staples, 2002) wurden vertiefende Studien zu Ascomyceten-Laccasen auch zur Klarung
ihrer physiologischen Funktionen beitragen (Litvintseva und Henson, 2002; Tetsch et al.,
2006). Zusatzlich wurde ein breiteres Wissen Uber die strukturellen und katalytischen
Eigenschaften von Ascomyceten-Laccasen Einblicke in die regulatorischen Aspekte der
Produktion dieser Enzyme geben und die Klarung ihrer dkologischen Funktionen, sowie
phylogenetischen Verwandtschaften unterstitzen. In dieser Arbeit wurde erstmalig die
Laccase eines aquatischen Pilzes mit Verbindung zu Ascomyceten biochemisch und

molekulargenetisch charakterisiert.

3.1 Laccase-Produktion und -Reinigung

Myrioconium sp. Stamm UHH 1-13-18-4 wurde aus der Saale in der Nahe von Halle
(Sachsen-Anhalt) isoliert. In Kultur bildet Myrioconium sp. eine phialidische Anamorphe
mit kleinen (4 x 3 um), kugelféormigen Konidien (Junghanns et al., 2005). Die
Sequenzierung der ,internal transcribed spacer’-Region und des 5-Endes der 28S rDNS
ergab, dass Myrioconium sp. zur Ascomyceten-Familie Helotiaceae gehort (Junghanns et
al., 2008). Eine genauere Identifikation war auf Grund des fehlenden Auftretens einer
Teleomorphe nicht moglich.

Nach 20 Tagen Kultivierung in Malzextraktmedium wurde im Kulturiberstand eine
maximale Laccase-Aktivitat von 33 UL gemessen. Bei Zugabe von 50 yM CuSO,4 und
1 mM Vanillinsdure am 4. Kultivierungstag war diese bereits nach 16 Tagen um das
Dreifache héher (103 UL™).

Zur Reinigung der extrazellularen Laccase aus dem Kulturtiberstand von Myrioconium sp.
wurde die Biomasse abgetrennt und die Laccase-haltige Lésung durch Ultrafiltration

aufkonzentriert. Das Retentat mit einer spezifischen Aktivitit von 0,1 Umg’ enthielt
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dunkelbraune Verunreinigungen, die vor der chromatgraphischen Trennung durch Zugabe
von (NH,),SO4 geféllt wurden. Nach Anionenaustausch-Chromatographie und
anschlieender Gelfiltration wurde ein einzelner Laccase-Peak, der eine Molmasse von
ca. 80 kDa und eine spezifische Aktivitat von 80 Umg™ aufwies, detektiert. Dies entspricht

einem Aufreinigungsfaktor von 800 mit einer Ausbeute von 2%.

3.2 Strukturelle Charakterisierung der Laccase

3.2.1 Strukturelle Eigenschaften des gereinigten Proteins

Die Reinheit der Myrioconium sp. Laccase konnte durch die Detektion einer einzelnen
Proteinbande mit einem apparenten Molekulargewicht von 88 kDa nach SDS-PAGE mit
kolloidaler ,Coomassie Brilliant Blue* (CBB)-Farbung bestatigt werden. Die genaue Masse
der Laccase wurde mittels ,matrix-assisted laser desorption ionisation-time of flight"-
Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) auf 72,7 kDa bestimmt und entspricht damit
einem flr Laccasen typischen Molekulargewicht (Baldrian, 2006). Die Detektion einer
Proteinbande mit der GelCode® Glykoprotein-Farbung nach SDS-PAGE, die ein zur
CBB-Farbung vergleichbares Molekulargewicht aufwies, diente als Nachweis fir ein
Glykoprotein. In Ubereinstimmung mit den vorangegangenen Ergebnissen ergab die
Native PAGE des Kulturiiberstandes nach Aktivitdtsfarbung mit ABTS eine einzelne
Bande mit Laccase-Aktivitdt. Nach isoelektrischer Fokussierung (IEF) wurde ebenfalls
eine Bande mit Aktivitatsfarbung detektiert, deren pl-Wert im sauren pH-Bereich
aullerhalb der IEF-Marker mit pl-Werten von 6,5 bis 2,8 lag. Der isoelektrische Punkt der
Myrioconium sp. Laccase befindet sich damit im stark sauren Bereich der fiir pilzliche
Laccasen bekannten Werte (Baldrian, 2006).

Das funktionale Enzym konnte durch den Vergleich von tryptischen Peptiden, die mittels
MS/MS-lonensuche identifiziert wurden, und genomischer Laccasesequenz auf einem
MASCOT-Server auf das Laccase-Gen zuriickgefiihrt werden'. Zwei tryptische Peptide
der aufgereinigten Laccase, die 5% der Sequenz abdecken, wurden zweifelsfrei in der

Gensequenz identifiziert.

! Der tryptische Verdau des gereinigten Enzyms und die lonensuche auf dem MASCOT-Server wurde von
Nico Jehmlich vom Department Proteomics am Helmholtz-Zentrum fir Umweltforschung GmbH - UFZ
durchgefiihrt.
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3.2.2 Analyse des Laccase-Gens?

Laccase-Gene sind charakterisiert durch 4 konservierte Abschnitte, die die
Kupferbindungsstellen (copper binding regions: cbr | — cbr IV) kodieren. Um das Laccase-
Gen in Myrioconium sp. zu amplifizieren, wurden zunachst zwei degenerierte Primer, die
zwischen cbr | und cbr lll binden und bereits von pilzlichen Laccasen bekannt waren,
eingesetzt. Das erhaltene Sequenzstiick diente als Ausgang fur die Entwicklung der
spezifischen Primer, um sowohl das 5’- als auch das 3’-Ende des Laccase-Gens zu
sequenzieren. Als Ergebnis der Sequenzierung wurde in der genomischen DNS von
Myrioconium sp. ein Laccase-Gen gefunden, das in CuSOs,- und Vanillinsgure-
enthaltenden Flussigkulturen transkribiert wurde. Die vollstdndige genomische DNS-
Sequenz der Laccase und die partielle cDNS-Sequenz sind in der European Molecular
Biology Laboratory (EMBL) Datenbank hinterlegt.

Der abgeleitete offene Leserahmen mit einer Lange von 1743 bp, die 581 aa kodieren,
schlief3t ein Intron mit einer Lange von 56 bp ein. Neben diesem wurde eine potenzielle
Splice-Variante in zwei Klonen der cDNS identifiziert. Im zugehérigen, offenen
Leserahmen fehlte ein 58 bp-langes, fakultatives Intron zwischen cbr Il und cbr lll. Die
Méglichkeit, dass diese Splice-Variante ein eigenes Laccase-Gen darstellt, wurde mit
einer entsprechenden PCR widerlegt. Bei der Expression der Splice-Variante wirde ein
405 aa-langes Protein ohne die grundlegenden Sequenzabschnitte, wie cbr Il und cbr IV,
entstehen. Larrondo et al. (2003) berichten von alternativ gespleildten Transkripten in
Multikupferoxidase-Genen von Phanerochaete chrysosporium, deren zeitige Stopcodons
die Translation abbrechen wirden. Dies lasst vermuten, dass die zu einem
nichtfunktionalen Transkript fiihrende Splice-Variante in der Laccase-Sequenz von
Myrioconium sp. eine Moglichkeit fur die Regulierung der Enzymproduktion ist.
Ausgehend von der Aminosauresequenz des Laccase-Gens wurde ein sekretorisches
Protein mit Signalpeptid mit einer Lange von 561 aa und einer Molmasse von 61 kDa
vorhergesagt. Damit ergibt sich ein Unterschied von 16% zur Molmasse des Proteins,
bestimmt mit MALDI-TOF-MS (72,7 kDa). Dieser Unterschied koénnte auf eine
Glykosylierung zurickzuflhren sein, die Laccasen vor Proteolyse schitzt (Yoshitake et
al., 1993) und zumeist 10 bis 25% der Enzymmasse ausmacht (Baldrian, 2006). Die
Anzahl von 8 vorhergesagten N-Glykosylierungsstellen in der Gensequenz der
sekretorischen Myrioconium sp. Laccase wurde ebenfalls bei der extrazellularen Laccase
von Hortaea acidophila (Tetsch et al., 2006) beobachtet. Das C-terminale Sequenzmotiv

DSGI des gereinigten Enzyms ist eng verwandt mit dem konservierten Sequenzmotiv

2 Die Sequenzierung des Laccase wurde von Marek Pecyna, der von 2006 bis 2007 in der Arbeitsgruppe von
Dr. Schlosser arbeitete, durchgefiihrt.
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DSGL, welches ein typisches Element in Ascomyceten-Laccasen sensu stricto ist
(Hoegger et al., 2006). Die leicht modifizierte Form dieses Motivs ist auch fur zwei
Laccase-Gene des Ascomyceten Gaeumannomyces graminis var. tritici beschrieben
(Litvintseva und Henson, 2002).

In der Promotor-Region der Laccase-Sequenz, die 379 bp umfasst, wurden mdgliche
Bindungsstellen fiir transkriptionell aktive Gene, wie die TATA-Box, die
Octamer-Faktor 1-Box und die GC-Box, identifiziert. Des Weiteren enthalt dieser Abschnitt
eine mdgliche CreA-Bindungsstelle, die auch von Genen anderer Pilzlaccasen bekannt ist
(Galhaup et al., 2002). Der CreA-Repressor vermittelt in Pilzen die Glukosehemmung bei
Genen, die in den Metabolismus von alternativen Kohlenstoffquellen involviert sind (Arst
und MacDonald, 1975; Stapleton und Dobson, 2003). Zwei putative ,metal response
element* (MRE1 und MREZ2)-Motive, die ebenfalls in der Promotor-Region der Laccase
vorkommen, stimmen teilweise mit der MRE-Konsenssequenz TGCRCNC hoherer
Eukaryoten (Thiele et al., 2004) uUberein. Das Auftreten von putativen MREs in
Myrioconium sp. lasst einen potenziellen Einfluss des Kupfers auf die Genexpression der
Laccase vermuten, der fur Ascomyceten (Tetsch et al., 2006) bereits vorgeschlagen
wurde.

Ein Abgleich der Myrioconium sp. Laccase-Sequenz mit der Proteindatenbank des
National Center for Biotechnology Information (NCBI) ergab die gréRte Ahnlichkeit mit den
Laccasen der Ascomyceten Monilinia fructigena (65%), Botryotinia fuckeliana (64%),
Sclerotinia minor (62%) und Sclerotinia sclerotiorum (62%). Sie alle gehdren zur Familie
der Sclerotiniaceae, Ordnung Helotiales (Kirk et al., 2001). Die phylogenetische
Betrachtung der Myrioconium sp. Laccase und weiterer Ascomyceten-Laccasen aus der
Datenbanksuche resultierte in einer Abgrenzung der zu Sclerotiniaceae gehdrenden
Enzyme. Nur ein zweites Gen von B. fuckeliana (AAK77952) befand sich in grélerer

phylogenetischer Distanz.

3.3 Katalytische Eigenschaften

Die Betrachtung der Laccase-Oxidation von typischen Substraten, wie ABTS,
Syringaldazin und 2,6-Dimethoxyphenol (2,6-DMP) ergab Michaelis-Menten-Konstanten
(Kn) von 104,9 uM (ABTS), 4,2 uM (Syringaldazin) und 67,8 pM (2,6-DMP). Die
berechneten katalytischen Wirkungsgrade (k../Kr) basierten auf dem mit MALDI-TOF-MS
bestimmten Molekulargewicht von 72,7 kDa und lagen bei 28,2 (ABTS), 46,9
(Syringaldazin) und 67,3 (2,6-DMP) mM"s". Tyrosin, ein typisches Substrat von
Tyrosinasen, wurde vom Enzym nicht umgesetzt. Die Effizienz der Oxidation der
genannten Substrate ergibt folgende Rangordnung: Syringaldazin > 2,6-DMP > ABTS.

Darin stimmt die Myrioconium sp. Laccase mit den Laccasen der Ascomyceten
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Melanocarpus albomyces (Kiiskinen et al., 2004) und Chaetomium thermophilum (Chefetz
et al., 1998) uberein. Die hohe Affinitdt des gereinigten Enzyms gegenuber Syringaldazin
(4,2 yM) entspricht Werten, die auch fir Laccasen der Ascomyceten M. albomyces
(1,3 uM (Kiiskinen et al., 2004)) und Xylaria polymorpha (3,5 uM (Liers et al., 2007)) sowie
fur einen Bodenascomyceten der Chaetomiaceae (9 uM (Saito et al., 2003)) beschrieben
wurden.

Die Oxidation von ABTS durch Myrioconium sp. Laccase ergab ein pH-Optimum zwischen
pH 2,5 und 3. Die Aktivitatsprofile der Oxidation von Syringaldazin und 2,6-DMP waren,
im Gegensatz zum kontinuierlich abnehmenden Profil von ABTS, glockenférmig mit
entsprechenden Maximalwerten bei pH 6,0 und 6,5. In Abhangigkeit von der Temperatur
stieg die Laccase-Aktivitat bei der Oxidation von ABTS bis zum héchsten getesteten Wert
von 70°C kontinuierlich an. Die pH-Optima fiir die Oxidation von ABTS, Syringaldazin und
2,6-DMP sowie das temperaturabhangige Oxidationsverhalten sind mit denen anderer
Laccasen, die aus Pilzen isoliert wurden, vergleichbar (Baldrian, 2006; Tetsch et al.,
2006).

Zeitabhangige Stabilitatsuntersuchungen bei 15°C in einem pH-Bereich von 2 bis 8
zeigten, dass nach einer Inkubationszeit von 1 h bei pH 4 bis 6 mehr als 80% der
anfanglichen Laccase-Aktivitat erhalten blieb. Nach einer weiteren Stunde wurden bei
pH 6 noch 80% der urspriinglich eingesetzten Aktivitdt gemessen, wahrenddessen die
Restaktivitaten bei den Gbrigen pH-Werten unter 50% lagen. Im sauren pH-Bereich ist die
Stabilitat der Myrioconium sp. Laccase verglichen mit Laccasen von C. thermophilum
(Chefetz et al., 1998) und X. polymorpha (Liers et al., 2007) hdher.

Der Einfluss der Temperatur auf die Stabilitat der gereinigten Laccase wurde zwischen
15 und 60°C untersucht und ergab die héchsten Restaktivitaten bei 15°C (mehr als 80%
nach 1 h Inkubationszeit). Die gegeniber anderen Ascomyceten-Laccasen geringere
Stabilitat des Enzyms bei Temperaturen iber 15°C kénnte auf die kiihleren Temperaturen

in Fliessgewassern, dem Lebensraum von Myrioconium sp., zurtickgefihrt werden.

3.4 Ruckschliusse auf Funktionen der Myrioconium sp. Laccase

Natirliche Nahrstoffquellen aquatischer Pilze (pflanzliche Uberreste der Ufervegetation)
enthalten  phenolisches und  nicht-phenolisches  Lignin  und  phenolische
Sekundarmetabolite der Pflanzen (Boerjan et al., 2003; Siqueira et al., 1991). Neben
Kupfer flhrte auch die Anwesenheit von Vanillinsaure in Myrioconium sp. Flissigkulturen
zu einer Erhdéhung der Laccase-Aktivitat. Vanillinsaure, die in Pflanzen vorkommt (Huang
und Sheu, 2006), wird als phenolisches Ligninmodelsubstrat eingesetzt (Bollag et al.,
1982). In Asco- und Basidiomyceten wurde die Laccase-Produktion nachweislich durch

aromatische Substanzen, Lignin-haltige Pflanzenextrakte und Pflanzenhomogenisate
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erhdht (Litvintseva und Henson, 2002; Schlosser et al., 1997; Soden und Dobson, 2001).
Daraus lasst sich schlieRen, dass Myrioconium sp. Laccase produzieren sollte, wenn er
auf natlrlichen Substraten wachst. Als mogliche Funktionen der Laccase liel3e sich die
Beteiligung an der Umsetzung von pflanzlicher Lignozellulose oder an der Abwehr giftiger
Pflanzenstoffe ableiten. Der Abbau von Lignin und die gleichzeitige Produktion von
Laccase wurde fir tropische SiRwasserpilze beschrieben (Bucher et al., 2004). Eine
weitere potenzielle Rolle der Myrioconium sp. Laccase - die Umsetzung von
umweltrelevanten Schadstoffen im aquatischen Okosystem - ergibt sich aus ihrer
Fahigkeit HHCB und AHTN zu oxidieren (Martin et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden erstmalig Laccasen als Biokatalysatoren flir die HHCB-Lacton-Bildung vorgestellt.
Dabei erwies sich die Myrioconium sp. Laccase gegenlber der C. aquatica Laccase als
effektiver. Die Produktion von Laccasen wird zunehmend auch fir Bakterien beschrieben
(Claus, 2003). Diese Tatsache erhoht die Relevanz der Laccasen bei Umweltprozessen
fur weitere Gruppen von Mikroorganismen. Zudem kénnten Laccasen als

Biokatalysatoren fir Umwelt-orientierte Biotechnologie dienen (Baldrian, 2006).
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4 Analytische Charakterisierung des technischen Nonylphenol

Moeder, M., C. Martin, J. Harynuk, T. Gorecki, R. Vinken, and P. F. X. Corvini. 2006.
Identification of isomeric 4-nonylphenol structures by gas chromatography-tandem mass

spectrometry combined with cluster analysis. Journal of Chromatography A 1102,245-255.

Moeder, M., C. Martin, D. Schlosser, J. Harynuk, and T. Gorecki. 2006. Separation of
technical 4-nonylphenols and their biodegradation products by comprehensive two-dimensional gas
chromatography coupled to time-of-flight mass spectrometry. Journal of Chromatography A
1107,233-239.

Die fast ubiquitar in der aquatischen Umwelt vorkommenden Nonylphenole stellen auf
Grund ihrer endokrinen Aktivitat ein potenzielles Risiko flir Natur und Gesundheit dar. Die
Konfigurationsisomere des industriell eingesetzten technischen NP-Gemischs
unterscheiden sich in der Verzweigung der Alkylseitenkette, von der auch die hormonelle
Wirkung beeinflusst wird. Um die spezifischen endokrinen Rezeptorantworten besser zu
verstehen, ist die Strukturaufklarung der individuellen NP-lsomere, die in natrlichen
Habitaten zu finden sind, entscheidend (Tabira et al., 1999). Allerdings erschweren die
ahnlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften die Trennung der Isomere mit
herkdbmmlichen chromatographischen Methoden und dadurch auftretende Co-Elutionen
stoéren die Interpretation von Strukturdaten. Die Verbesserung der Trennung der
NP-Isomere ist daher zwingend notwendig, stellt jedoch zugleich eine analytische

Herausforderung dar.

4.1 Gaschromatographie-Tandem Massenspektrometrie (GC-MS/MS) und
Cluster-Analyse®

Das spektrometrische Fragmentierungsmuster von NP ist abhangig von Grad und
Position der Verzweigung der Alkylseitenkette. Der ladungsstabilisierende Einfluss des
Phenolteils im NP-Molekil hat zur Folge, dass die charakteristischen Fragmentierungen
der NP-Isomere am aliphatischen Teil auftreten. Daraus ergeben sich Basisfragment-
lonen, mit denen eine Einteilung der Isomere des t-NP in 5 bzw. 6 Gruppen von Wheeler
et al. (1997) bzw. Thiele et al. (2004) bereits vorgenommen wurde. Diese Gruppen
wurden anhand der typischen Konfiguration des a-Kohlenstoffatoms (a-C) klassifiziert.
Die Entstehung der Fragment-lonen und damit deren Gewichtung im Massenspektrum ist

«d

jedoch unter full-scan“-Messbedingungen, wie sie von den oben genannten Autoren

angewandt wurden, nicht hinreichend erklarbar.

% Die Datenauswertung mittels Cluster-Analyse wurde von Dr. Monika Mdder vom Department Analytik des
Helmholtz-Zentrum fiir Umweltforschung GmbH - UFZ durchgefiihrt.
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4 Analyse des technischen Nonylphenols

Die in dieser Arbeit erganzend eingesetzte Fragment-lon-Analyse lieferte entscheidende

Informationen zur Strukturaufklarung der Isomere.

4.1.1 Aufklarung der spektrometrischen Fragmentierungswege von
synthetisierten NP-Referenzisomeren

Die spektrometrischen Daten der ,full-scan* Messung und der Produkt-lon-Analyse®,
sowie die Retentionseigenschaften von drei synthetisierten NP-Isomeren des technischen
Gemischs (NP1: 4-(1-Ethyl-1,4-dimethylpentyl)phenol; NP2: 4-(1,1,5-
Trimethylhexyl)phenol; NP3: 4-(1-Ethyl-1,3-dimethylpentyl)phenol) dienten als Grundlage
fur die Strukturaufklarung von unbekannten NP-Isomeren des technischen Gemischs. In
Abbildung 3 sind die spektrometrischen Fragmentierungswege von NP1, NP2 und NP3,

abgeleitet aus den entsprechenden Produkt-lon-Analysen, dargestellt.
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Abbildung 3 Fragmentierungswege der NP-Isomere NP1, NP2 und NP3, abgeleitet aus den
Produkt-lon-Analysen. Die relativen Haufigkeiten der lonen sind in Prozent in Klammern

angegeben.

* Methode des MS-Detektors, bei der alle Signale in einem definierten Massenbereich (hier 50-500 amu)
wiedergegeben werden.

® Untersuchung massenspektrometrischer Zerfélle ausgewahlter Fragment-lonen.
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Auf Grund der identischen a-C-Konfiguration der beiden Isomere NP1 und NP3 sind die
massenspektrometrischen Fragmentierungswege vergleichbar. Unterschiede zeigten sich
lediglich in der relativen Haufigkeit des lons mit m/z 149 und im weiteren Zerfall des
dominierenden lons mit m/z 191, der sich fir NP3 auf ein lon mit m/z 121 beschrankt
(Abb. 3). Die Fragmentierung von NP2 wird durch die 1,1-Dimethyl-Substitution am a-C
bestimmt. Das intensivste lon mit m/z 135 reflektiert die bevorzugte Bildung des stabilen

4-iso-Propylphenol-Kations (Abb. 3).

4.1.2 Klassifizierung der t-NP-Isomere mittels Clusteranalyse

Die Clusteranalyse ermdglicht eine multivariate Datenanalyse, die Kenndaten, in diesem
Fall Massenspektren und Retentionszeiten, so gruppiert, dass der Verwandtschaftsgrad
von Mitgliedern derselben Gruppe sehr grof3 ist (kleinste euklidische Distanz). Die
Ergebnisse der Clusteranalyse unterstiitzten die formale Klassifizierung der NP-Isomere
und zeigten neue Zusammenhange und Strukturierungen der spektrometrischen Daten
auf.

Mit der ,full-scan“ Methode wurden NP-lsomere separiert, die nach Anwendung der
Clusteranalyse in drei Gruppen abhangig vom jeweiligen Basispeak bei
m/z 135, 121 und 107 eingeteilt wurden. Letztere ist durch die hohe Haufigkeit des
unspezifischen Hydroxyltropylium-lons (m/z 107) charakterisiert und umfasst mehrere
Untergruppen mit Isomeren, deren Massenspektren sich stark unterscheiden. Folglich
bedarf es der spezifischen, spektrometrischen Daten aus der Produkt-lon-Analyse, um
prazisere Aussagen aus der Klassifizierung zu erhalten.

Die Produkt-lon-Analyse des technischen Gemischs begann mit der Untersuchung des
massenspektrometrischen Zerfalls des NP-Molekiil-lons mit m/z 220. Die Cluster-Analyse
gruppierte die gewonnenen MS/MS-Daten von insgesamt 35 detektierten Peaks in 4 in
etwa gleich grof’e Gruppen. Drei der 4 Gruppen waren durch dominante Fragment-lonen
mit m/z 191, 135 und 121 charakterisiert. In der 4. Gruppe wurden Isomere
zusammengefasst, die keine intensiven Fragmente in ihren Massenspektren aufwiesen.
Darauf aufbauend wurden die dominanten lonen mit m/z 191, 135 und 121 einzeln mit der
Fragment-lon-Analyse charakterisiert, um die Strukturzuweisung unbekannter Isomere
der technischen Mischung zu verfeinern. Als Beispiel sind die Ergebnisse der Cluster-
Analyse fiir die Fragment-lon-Analyse des lons m/z 191 in Abbildung 3 dargestellt. Die 8
detektierten Peaks wurden in zwei Untergruppen mit jeweils 4 Isomeren eingeteilt
(Abb. 4).
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Produkt-lon-Scan von m/z 191
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Abbildung 4 Diagramm der Clusteranalyse der Produkt-lon-Analyse ausgehend vom lon mit

m/z 191. Die relativen Haufigkeiten der Fragmente in Prozent sind in Klammern angegeben.

Die gewonnenen Informationen Uber die Fragmentierungsmuster der Referenzisomere
(Abschnitt 4.1.1) ermoglichen, zusammen mit den Ergebnissen der Fragment-lon-Analyse
des t-NP in Kombination mit der Cluster-Analyse, die Erarbeitung von 18 fundierten
Strukturvorschldgen unbekannter Isomere des technischen Gemischs. Die
Herangehensweise dafiir soll am Beispiel eines Isomers mit einer Retentionszeit von
21,26 min demonstriert werden. Im Produkt-lon-Spektrum des NP-Molekiil-lons (m/z 220)
dominiert das Fragment mit m/z 191, das aus einer *C,Hs-Eliminierung resultiert und auf
eine Ethylsubstitution am a-C schlieBen lasst. Die nach Auswertung aller Daten
vorgeschlagene Isomerenkonfiguration beinhaltet zwei Ethylgruppen in der verzweigten
Alkylseitenkette (4-(1,3-Diethyl-pentyl)phenol), da zwei Abspaltungspositionen im Molekil
die Intensitat des dominierenden Fragments erklaren. Mit dieser Struktur sind die
aullerdem im Fragment-lon-Spektrum von m/z 191 auftretenden Buten- und Penten-

Eliminierungen erklarbar.

4.2 NP-Isomerentrennung mittels zweidimensionaler

Gaschromatographie-Flugzeit-Massenspektrometrie (GCxGC-TOF-MS)

Mit Standardprotokollen fir die GC-MS-Analyse ist man derzeit in der Lage -ca.
20 NP-Isomere zu trennen (Guenther et al., 2002; Thiele et al., 2004; Wheeler et al.,
1997). Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass GC gekoppelt mit MS/MS
(Fragment-lon-Analyse) die Selektivitdt erhoht, jedoch ist auch dabei die
Strukturaufklarung durch vorhandene Interferenzen der Isomere eingeschrankt. Weder
einfache Gas- noch Flissigchromatographie besitzen eine ausreichende Trennleistung
zur Auftrennung aller NP-Isomere (Braun et al., 2003; Gonzalez et al., 2004; Jeannot et
al., 2002; Moeder et al., 2000).

35



4 Analyse des technischen Nonylphenols

Die Trennleistungen von chromatographischen Verfahren kann durch S&ulenkopplung
stark verbessert werden, so dass sich die neue, zweidimensionale Trenntechnik, GCxGC,
als eine aussichtsreiche Methode zur Trennung des komplexen NP-lsomerengemisches
anbietet. Bei dieser Technik wird die primare Trennsdule an eine zweite kiirzere
Trennsaule durch einen Modulator gekoppelt, der die eluierenden Peaks der ersten Saule
in mindestens 3 Fraktionen unterteilt. Diese Fraktionen werden vom Modulator als
schmale Pulse in die zweite Saule injiziert und dort einer schnellen Trennung unterzogen.
Von den vielen unterschiedlichen Modulatortypen basieren die meisten auf kryogener
Kihlung zum Stoppen der Fraktionen und thermischer Desorption fiir die Injektion auf die
zweite Trennsaule (Harynuk und Gorecki, 2003; Kristenson et al., 2003; Marriott et al.,
2003; Pursch et al., 2003). Im Allgemeinen spiegelt die Position eines Analyten im
zweidimensionalen Konturdiagramm sowohl seine Flichtigkeit (erste Trennsaule) als
auch seine Polaritat (zweite Trennsaule) wider (Abb.5). 2D-Konturdiagramme
veranschaulichen damit Informationen Uber isomere und homologe Zusammenhange
zwischen den Analyten. Fur die Detektion der Analyte, die als sehr schmale Peaks mit
100 bis 200 ms Basisbreite eluieren, bedarf es eines Detektors mit hoher
Datenaufnahmefrequenz, wie z.B. eines Flugzeitmassenspektrometers  mit
Aufnahmeraten von bis zu 500 Spektren/s. Neben dem kommerziell erhaltlichen
technischen Nonylphenol wurden extrahierte Kulturtiberstande aus t-NP-Abbauversuchen
mit dem aquatischen Hyphomyceten C. aquatica mittels GCxGC-TOF-MS untersucht.

Die GCxGC-TOF-MS Analyse des technischen Nonylphenols ergab 40 getrennte Peaks,
die als Nonylphenole identifiziert wurden. Neben den NP-Isomeren wurden auch
schwache Signale von Octyl- und Decylphenolen detektiert. leda et al. (2005) publizierten
die Detektion von 102 Isomeren mit GCxGC-TOF-MS. Diese Anzahl konnte durch die
vorliegende Arbeit nicht bestatigt werden. Ein Grund daflir kbnnte sein, dass ein anderes
technisches Gemisch flr die Analyse eingesetzt wurde.

Wie im vorangegangen Kapitel bereits erlautert wurde, erweitern Produkt-lon-Analysen
die Informationen Uber strukturelle Eigenschaften der Analyte. Am Beispiel der
NP-lsomere mit dem dominanten Fragment-lon m/z 191 (1-Ethyl-Konfiguration des a-C)
soll dieser Ansatz fir die Analyse mit GCxGC-TOF-MS beschrieben werden. In Abbildung
5 ist das extrahierte Konturdiagramm der lonenspur mit m/z 191 zweidimensional
dargestellt. Die Isomerengruppe ist in der ersten Dimension schon weitestgehend
getrennt, zeigt jedoch weitere Auftrennung auf der zweiten, polareren Saule. Der
Vergleich mit der entsprechenden Aufnahme des Abbauversuchs mit C. aquatica
Kulturen, denen t-NP am 5. Kulturtag zugegeben wurde, zeigt eine deutliche Veranderung
im 2D-Konturdiagramm nach 32 Tagen Inkubationszeit (Abb. 5). Die NP-Isomere wurden

von aktiven C. aquatica Kulturen umgesetzt. Bei den dabei gebildeten
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Biotransformationsprodukten handelt es sich, wie bei Junghanns et al. (2005) bereits
beschrieben, um mono-hydroxylierte NP-lsomere (m/z 236) und Alkylphenole mit
verkirzter Alkylseitenkette (m/z 208), deren Struktur jedoch unbekannt war. Die
Informationen Uber Strukturmerkmale, die aus Fragmentierungsdaten der Einzelisomere
gewonnen werden konnten (siehe 4.1.1.), ermoéglichten die ldentifikation der verkiirzten

Alkylphenole als carboxylierte Pentylphenole mit einer 1,1-Dimethyl-Konfiguration am a-C.
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Abbildung 5 GCxGC-Konturdiagramm der extrahierten lonenspur m/z 191 A) der Analyse des
t-NP-Standards und B) des t-NP-Gemischs nach 32 Tagen Inkubation mit C. aquatica.

Als Lésung flir das Problem der Co-Elution der t-NP Isomere wurde die GCxGC-TOF-MS-
Analyse sehr erfolgreich auf die Trennung des t-NP angewendet. Dennoch bleibt auch
unter Einsatz dieser Methode die Strukturidentifikation der t-NP Isomere schwierig und
weitere Kriterien, wie Derivatisierung oder der Einsatz von Referenzisomeren, sind nétig,

um die Komplexitat des technischen NP-Gemischs vollstandig aufzuklaren.
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5 Biotransformation von t-NP durch den aquatischen

Hyphomyceten Clavariopsis aquatica

Martin, C., P.F.X. Corvini, R. Vinken, C. Junghanns, G. Krauss, D. Schlosser. 2007.
Biotransformation of the Xenoestrogen Technical Nonylphenol and Single Nonylphenol Isomers
by the Aquatic Hyphomycete Clavariopsis aquatica Simultaneously Involves Extracellular Laccase

and Intracellular Reactions, submitted to Applied and Environmental Microbiology

In aquatischen Okosystemen setzt die Verwertung von organischem Pflanzenmaterial,
das durch die ufernahe Vegetation eingetragen wird, mit der Besiedlung durch
Mikroorganismen ein. Dabei spielen die aquatischen Pilze eine entscheidende Rolle flr
den Nahrstoffkreislauf (Barlocher, 2005; Krauss et al., 2005; Wong et al., 1998). AQHs,
die in groer Vielfalt (290 Arten (Shearer et al., 2007)) ausschlieBlich in der aquatischen
Umwelt vorkommen, dominieren den Beginn der Zersetzung von eingetragenem Laub
(Barlocher, 1992, 2005). Unter nahrstoff- und sauerstoffreichen Bedingungen wurde
gezeigt, dass der AQH C. aquatica t-NP und das nicht umweltrelevante 4-n-NP co-
metabolisch umsetzt (Junghanns et al., 2005). H. lugdunensis, ebenfalls ein AQH,
metabolisiert unter vergleichbaren Bedingungen 1-Naphthol (Augustin et al., 2006).

Es wurde gezeigt, dass das mitospore Isolat UHH 1-6-18-4, das bis zu 30 UL" Laccase
im Kulturiberstand aufwies, t-NP besser umsetzte als C. aquatica, der weniger als 1 UL’
Laccase im Kulturiiberstand enthielt (Junghanns et al., 2005). In derselben Studie wurde
nachgewiesen, dass zellfreie Konzentrate der extrazellularen Laccasen von UHH 1-6-18-4
und C. aquatica t-NP innerhalb von 24 h zu 65% und 14% umsetzten. Anhand dieser
Ergebnisse wurde eine Beteiligung der Laccase an der Biotransformation von t-NP in
Pilzkulturen vorgeschlagen, jedoch ohne einen abschlieRenden Beweis hierflir zu liefern.
In einer weiteren Untersuchung zum Abbau von Nonylphenol durch die Weilfaulepilze
T. versicolor und Bjerkandera sp. BOL 13, bei denen auch extrazellulare Enzymaktivitaten
verfolgt wurden, wurden keine eindeutigen Ergebnisse bezlglich der Beteiligung von
Laccasen erhalten (Soares et al., 2006; Soares et al., 2005). Im folgenden Kapitel soll der
bislang nur vermutete Einfluss der extrazellularen Laccase auf die Biotransformation von
t-NP durch aquatische Pilze anhand entsprechender Experimente mit C. aquatica
bewiesen werden.

Wahrend der Biotransformation von t-NP durch C. aquatica erfolgt der Angriff des Pilzes
an der Alkylseitenkette, wodurch monohydroxylierte Metabolite (Junghanns et al., 2005)
und carboxylierte Produkte der 1,1-Dimethyl-Konfiguration am a- C mit verkirzten
Alkylketten entstanden (Moeder et al., 2006). In Versuchen zur Biotransformation der

NP-lsomere NP1 und NP3, die eine 1-Ethyl-1-methyl-Konfiguration besitzen, sollte das
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Verhalten der zwei Isomere mit dem prozentual gréf3ten Anteil im technischen Gemisch in
C. aquatica Kulturen untersucht werden. Dabei lag der Schwerpunkt auf der Detektion
und Strukturzuweisung von Metaboliten, die bei der Umsetzung der Isomere mit C.
aquatica gebildet werden. Zusatzlich sollte durch die Bilanzierung der Radioaktivitat in
Biotransformationsversuchen mit '“C-markiertem NP1 und NP3 der Nachweis einer

maoglichen Mineralisierung durch C. aquatica erbracht werden.

5.1 Einfluss der extrazellularen Laccase auf die Umsetzung von NP durch

Pilzkulturen

Die Kultivierung des aquatischen Hyphomyceten C. aquatica erfolgte in
Malzextraktmedium bei 14°C im Dunkeln. Dabei setzte die exponentielle
Wachstumsphase ca. 3 Tage nach der Inokulation ein und ging nach ca. 15
Kultivierungstagen in die stationare Phase mit maximalen Pilzbiotrockenmassen zwischen
3,5 gL'und 4,0 gL tiber (Junghanns et al., 2005).

Um den Einfluss der Laccase auf die Abnahme der Konzentrationen von t-NP und NP1 in
C. aquatica Kulturen untersuchen zu koénnen, erfolgte die Zugabe der Schadstoffe zu
Beginn der stationaren Wachstumsphase (15. Kultivierungstag). Dadurch wurde
sichergestellt, dass die Laccase bereits produziert wurde. Die héchsten Umsetzungsraten
wurden in Pilzkulturen erhalten, deren Laccase-Produktion nach Zugabe von 50 uM
CuSO4 und 1 mM Vanillinsdure am 4. Kultivierungstag stimuliert wurde. Die dabei
erreichten Enzymaktivitdten lagen zu Beginn der Inkubation mit t-NP und NP1 bei
350 UL™ und 405 UL™. Unter diesen Bedingungen sanken die Konzentrationen von t-NP
und NP1 auf 27,0£28uM und 27,0%+3,8 yM am Ende des Experiments (27.
Kultivierungstag). Die Aktivitdt der Laccase nahm wahrend der NP-Umsetzung weiter zu
und fiel erst nach dem Erreichen des Maximalwertes von ca. 800 U/L am Kultivierungstag
25 (t-NP-enthaltende Kulturen) und 21 (NP1-enthaltende Kulturen) ab. In Hitze-
inaktivierten Kontrollkulturen wurden nach 27 Tagen Inkubation 55,5 + 5,6 yM t-NP und
74,2+23uM NP1 wiedergefunden. Dies entspricht 74% und 99% der
Ausgangskonzentration von 75 uM.

Im nachsten Schritt wurde Cycloheximid zur Hemmung der de novo-Proteinbiosynthese
zusammen mit den Schadstoffen unter den oben beschriebenen Bedingungen
zugegeben. Die Umsetzung von t-NP und NP1 war dabei wesentlich geringer, wie die
entsprechenden Endkonzentrationen von 35,7+ 3,8 yM und 51,2+0,3 uM zeigen.
Zeitgleich zur NP-Zugabe stiegen die Laccase-Aktivitaten noch einen weiteren Tag auf ca.
500 UL (t-NP-enthaltende Kulturen) und 450 UL™" (NP1-enthaltende Kulturen) an und
nahmen dann kontinuierlich ab. Diese Beobachtung lasst auf eine Inaktivierung der

Laccase durch Cycloheximid im weiteren Verlauf des Versuchs schlie3en.
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Parallel zu den mit CuSO, und Vanillinsaure stimulierten C. aquatica Kulturen wurden die
NP-Konzentrationsverlaufe in Abwesenheit der beiden Induktoren verfolgt. In den
entsprechenden Kulturiberstanden traten nur geringe Enzymaktivitdten von maximal
17 UL™ (t-NP-enthaltende Kulturen) und 25 UL" (NP1-enthaltende Kulturen) auf. Folglich
kann davon ausgegangen werden, dass weder t-NP noch NP1 einen induktiven Effekt auf
die Laccase-Produktion in C. aquatica haben. Im Unterschied dazu erhéhten t-NP und
n-Nonylphenol im Weilkfaulepilz T. versicolor die Laccase-Aktivitat (Kollmann et al., 2003;
Mougin et al., 2002), so dass eine induktive Wirkung bei anderen aquatischen Pilzen nicht
ausgeschlossen werden kann. Unter den nichtinduktiven Bedingungen nahm die
Konzentration von t-NP und NP1 auf 40,6 £ 1,0 yM und 60,6 £ 4,0 yM ab. Diese im
Vergleich zu Laccase-stimulierten Kulturen geringere Konzentrationsabnahme zeigt, dass
die Umsetzung von t-NP und NP1 in C. aquatica Kulturen sowohl durch intrazellulare als
auch extrazellulare Prozesse gesteuert wird. Entsprechend der Experimente unter
Laccase-induzierten Bedingungen wurde zu C. aquatica Kulturen mit nattrlichen Laccase-
Aktivitaten ebenfalls Cycloheximid zugegeben. In Anwesenheit des
Proteinsynthesehemmers fand keine signifikante Umsetzung von t-NP oder NP1 im
Vergleich zu Kontrollkulturen statt. Diese Ergebnisse zeigen, dass es sich bei den
unbekannten, intrazelluldaren Enzymen, die an der Biotransformation von t-NP und NP1
beteiligt sind, nicht um konstitutive Enzyme handelt, sondern dass die Produktion dieser
Enzyme durch die Anwesenheit von t-NP induziert wird.

Um einen Vergleich zu einer friheren Studie, die die Umsetzung von t-NP zu Beginn der
exponentiellen Wachstumsphase von C. aquatica beschreibt (Junghanns et al., 2005), zu
geben, wurden NP1 und NP3 am 3. Kultivierungstag zu C. aquatica zugegeben und fir
31 Tage inkubiert. Bei einem Teil der Kulturen wurde parallel zur Schadstoffzugabe
wiederum mit CuSO, und Vanillinsaure die Laccase-Aktivitat stimuliert. In diesen Kulturen
stieg die Enzymaktivitat Gber den gesamten Zeitraum kontinuierlich an, wahrenddessen in
nichtinduzierten Kulturen keine messbare Enzymaktivitdt in den Kulturiberstanden
detektiert wurde. Der Vergleich der NP-Konzentrationen in aktiven Kulturen mit und ohne
Laccase-Stimulation ergab eine erhohte Umsetzung beider Isomere bei Anwesenheit von
Laccase, wobei dieser Effekt bei NP3 deutlicher ausgepragt war.

Die Korrelation der Laccase-Aktivitat mit der Konzentrationsabnahme von t-NP, NP1 und
NP3 in den beschriebenen Experimenten belegt erstmalig eine Beteiligung der

extrazellularen C. aquatica Laccase an der Biotransformation dieser Verbindungen.

5.1.1 Umsetzung distinkter Isomerengruppen des t-NP

Ethylacetat-Extrakte der Uberstéande von C. aquatica Kulturen aus den beschriebenen

Experimenten wurden mittels GC-MS analysiert. Die chromatographische Trennung von t-
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NP ermdglichte die Detektion von 12 Isomerengruppen mit zum Teil interferierenden NP-
Isomeren, die neben dem Molekull-lon (m/z 220) typische Fragment-lonen aufwiesen
(siehe 4.1.2.) und unterschiedlichen Isomerengruppen zugeordnet werden kdénnen.

In Laccase-stimulierten C. aquatica Kulturen, denen zeitgleich mit t-NP Cycloheximid zur
Inhibierung der de novo-Proteinsynthese am 15. Kultivierungstag zugesetzt wurde, war
eine annahernd gleich effiziente prozentuale Umsetzung aller chromatographisch
getrennten t-NP-Isomerengruppen (im Vergleich zu den jeweiligen Konzentrationen in
Hitze-inaktivierten Kontrollen) zu beobachten. Cycloheximid-enthaltende Kulturen ohne
extrazellulare Laccase-Aktivitat zeigten keine signifikante Abnahme von t-NP im Vergleich
zu entsprechenden, Hitze-inaktivierten Kontrollen. Diese gleichmaRige Umsetzung der
Isomerengruppen durch Laccase-bildende Kulturen spiegelt den durch Laccase
katalysierten Anteil der Oxidation der chromatographisch auflésbaren Isomerengruppen
des t-NP wieder. Ubereinstimmend damit war eine anndhernd gleich effiziente
prozentuale Umsetzung aller chromatographisch getrennten t-NP-Isomerengruppen auch
in Experimenten mit Laccase-Konzentraten aus dem zellfreien Kulturiberstand von
C. aquatica zu beobachten. Dies weist insgesamt auf eine realtiv unspezifische Oxidation
der einzelnen t-NP-Isomere durch Laccase hin. Die Oxidation von Nonylphenol durch
Laccase basiert auf dem Angriff der phenolischen OH-Gruppe, wobei die unterschiedlich
verzweigten Alkylsubstituenten offenbar nur einen geringen Einfluss auf die Reaktion
haben. Der gleiche Effekt wurde fur Laccase-katalysierte Oxidationen unterschiedlich
substituierter Phenole beschrieben, bei denen sterische Effekte groRer Substituenten in
para-Postition zu vernachlassigen waren (Xu, 1996).

In Pilzkulturen, in denen die Laccase-Aktivitdt stimuliert, aber kein Proteinsynthese-
Inhibitor zugesetzt wurde, zeigte sich ein starker individuell ausgepragter Umsatz der
unterschiedlichen Isomerengruppen. Dies deutet daraufhin, dass parallel zur
extrazellularen Laccase auch intrazellulare Enzyme an der Umsetzung von t-NP beteiligt
sind. Bestatigt wurde dies durch eine offensichtlich selektive Umsetzung individueller
NP-Isomerengruppen in Kulturen ohne messbare Laccase-Aktivitdten, denen kein
Cycloheximid zugesetzt wurde. Daraus lasst sich schlieBen, dass im Gegensatz zur
Laccase die intrazellularen Enzyme distinkte Isomere des t-NP wesentlich

Isomerengruppen wesentlich spezifischer angreifen.

5.2 Intrazellulare Biotransformationsprodukte von t-NP und

synthetisierten Einzelisomeren in C. aquatica Kulturen

Biotransformationsprodukte, deren Bildung auf intrazellulare Prozesse zurlickzufiihren ist,
wurden in Ethylacetat-Extrakten von C. aquatica Kulturen ohne extrazellulare Laccase-
Aktivitdt mit GC-MS analysiert. Extrahiert wurden Kulturen, denen t-NP bzw. NP1 zu
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Beginn der stationdren Wachstumsphase zugesetzt wurde. Die dabei detektierten
Metabolite mit den folgenden Molekul-lonen: m/z 218 (t-NP-Metabolite A-1, A-2 und NP1-
Metabolite A-3, A-4), m/z 234 (t-NP-Metabolit C-1), m/z 236 (t-NP-Metabolite B-1, B-2,
B-3, B-4 und NP1-Metabolite B-5, B-6) und m/z 278 (t-NP-Metabolit D-1 und NP1-
Metabolit D-2) (Tabelle 1), wurden weder in Cycloheximid-versetzten Kulturen, Hitze-
inaktivierten Kontrollen, NP-Stammldsungen oder aktiven C. aquatica Kulturen ohne
Zusatz von NP detektiert. Aus dem Vergleich der Massenspektren und der
Retentionszeiten der genannten Metabolite geht hervor, dass die t-NP-Metabolite A-1, B-
2, B-4 und D-1 mit den entsprechenden NP1-Metaboliten A-4, B-5, B-6 und D-2 identisch
sind. Demzufolge wird NP1 auch im technischen NP-Gemisch von C. aquatica Kulturen
umgesetzt.

Ebenfalls extrahiert wurden Kulturen, denen NP1 und NP3 zu Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase zugegeben wurde. In diesen Kulturen entstanden Metabolite mit den
folgenden Molekdl-lonen: m/z 218 (NP1-Metabolite A-5, A6), m/z 234 (NP3-Metabolite C-
2, C-3), m/z 236 (NP1-Metabolite B-7, B-8) und m/z 264 (NP1-Metabolit E-1) (Tabelle 1).
Auf Grund der vergleichbaren massenspektrometrischen Daten und Retentionszeiten
konnte gezeigt werden, dass die NP1-Metabolite A-5 und A-6 sowie B-7 und B-8
unabhangig vom Zeitpunkt der Zugabe des Schadstoffes in C. aquatica Kulturen gebildet
werden. Im Gegensatz dazu wurde der Metabolit D-2 nur in Kulturen, denen NP1 zu
Beginn der stationaren Wachstumsphase zugesetzt wurde und der Metabolit E-1
ausschlieflich in  Kulturen mit NP1-Zugabe zu Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase detektiert (Tabelle 1).

Es ist sehr wahrscheinlich, dass den meisten detektierten NP-Metaboliten eine
Hydroxylierung als Vorstufe vorausgeht. Eine Ausnahme hiervon koénnte die
Desaturierung der Alkylkette, wie sie fir die NP-Produkte mit dem Molekil-lon m/z 218
vorgeschlagen wird, darstellen. Seitenkettendesaturierungen sind fur Sterole (Kelly et al.,
1995; Mejanelle et al., 2001) und 4-n-NP-Metabolite, die aus der Biotransformation durch
Pflanzenzellkulturen resultieren, beschrieben. Allerdings wiesen die zuvor erwahnten 4-n-
NP-Metabolite auRerdem eine Hydroxylierung an der Alkylkette auf (Schmidt et al., 2003).
Die initiale Hydroxylierung der verzweigten Alkylkette der t-NP-lsomere und die
anschlielende Oxidation zu Aldehyd- oder Keto-Verbindungen (Metabolite C-1, C-2, C-3)
und Carboxy-Derivaten (Metabolit E-1) gleicht den ersten Schritten des Metabolismus von
n-Alkylbenzen in Hyphomyceten (Fedorak und Westlake, 1986) und Hefen (Jigami et al.,
1979), dem Katabolismus von Phenylalkanen in Actinomyceten (Sariaslani et al., 1974),
sowie dem biologischen Abbau von 4-n-Nonylphenol durch die Hefe Candida aquatextoris
(Vallini et al., 2001).
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Tabelle 1 Massenspektrometrische Daten und GC-MS-Retentionszeiten der Biotransformationsprodukte von t-NP, NP1 und NP3, die in C. aquatica

Kulturen ohne extrazellulare Laccase-Aktivitat detektiert wurden und nach einem Kultivierungszeitraum von ® 27 und ® 31 Tagen analysiert wurden. © Die

Retentionszeiten wurden, basierend auf der von NP, wegen einer leichten Verschiebung der Retentionszeiten in einer anderen Messung korrigiert.

Nonylphenol und Tag Metabolit GC-Retentionszeit m/z der intensivsten Fragment-lonen (relative Abundanz [%])
der Zugabe (min)
t-NP, Tag 15° A-1 16,20 218 (M™, 6), 203 (5), 189 (9), 149 (100), 133 (11), 121 (12), 107 (65)
A-2 16,30 218 (M", 16), 203 (2), 163 (6), 147 (9), 135 (100), 124 (7), 121 (7), 107 (33)
B-1 16,73 236 (M", 5), 147 (5), 135 (100), 121 (5), 107 (12)
B-2 16,76 236 (M", 10), 207 (11), 189 (45), 149 (100), 135 (27), 121 (12), 107 (46)
C-1 16,87 234 (M", 19), 205 (44), 187 (53), 172 (13), 149 (100), 135 (58), 121 (26), 107 (57)
B-3 16,88 236 (M", 5), 191 (4), 135 (100), 121 (9), 107 (15)
B-4 17,66 236 (M", 8), 207 (17), 189 (20), 149 (100), 135 (33), 121 (16), 107 (51)
D-1 18,33 278 (M, 5), 249 (21), 189 (14), 149 (100), 133 (6), 121 (12), 107 (37)
NP1, Tag 15° A-3 15,67 218 (M", 14), 189 (36), 149 (100), 133 (11), 121 (22), 107 (77)
A4 16,22 218 (M*, 6), 189 (10), 149 (100), 133 (10), 121 (14), 107 (85)
B-5 16,81 236 (M", 10), 207 (12), 189 (47), 149 (100), 133 (9), 121 (9), 107 (42)
B-6 17,71 236 (M", 8), 207 (17), 189 (21), 149 (100), 133 (8), 121 (17), 107 (46)
D-2 18,33 278 (M, 7), 249 (22), 189 (15), 149 (100), 134 (8), 121 (11), 107 (37)
NP1, Tag 3 A-5 15,69° 218 (M", 12), 189 (36), 149 (100), 133 (11), 121 (20), 107 (73)
A-6 16,27° 218 (M", 5), 189 (9), 149 (100), 133 (13), 121 (15), 107 (99)
B-7 16,85° 236 (M", 8), 207 (11), 189 (42), 149 (100), 134 (9), 133 (8), 121 (10), 107 (46)
B-8 17,80° 236 (M", 5), 207 (11), 189 (24), 149 (100), 134 (6), 133 (6), 121 (9), 107 (21)
E-1 18,05° 264 (M", 6), 235 (26), 189 (5), 175 (5), 149 (100), 134 (9), 133 (8), 121 (19), 107 (52)
NP3, Tag 3° C-2 16,77 234 (M*, 18), 205 (35), 187 (39), 149 (100), 121 (16), 107 (5)
C-3 16,87 234 (M", 13), 205 (27), 187 (38), 149 (100), 121 (10), 107 (34)
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Zwei Keto-Derivate mit unverdnderter Alkylseitenkette (3-(4-Hydroxyphenyl)-3,5-
dimethylheptan-4-on und 5-(4-Hydroxyphenyl)-3,5-dimethylheptan-2-on) und ein Keto-
Derivat mit verkirzter Alkylkette (4-(4-hydroxyphenyl)-4-methylhexan-3-on) wurden als
Metabolite der Umsetzung von NP3 in einem Bioreaktor vorgeschlagen (Cirja et al., 2006).
Die intrazelluldren Enzyme, die die Alkylseitenkette der NP-Isomere oxidieren, sind bislang
unbekannt. Aus dem n-Alkan- und Fettsauremetabolismus in Hyphomyceten und Hefen kann
man schlussfolgern, dass vermutlich Monooxygenasen der Cytochrom P450 Familie fur die
Oxidation der Nonylseitenkette verantwortlich sind (Corvini et al., 2006). Innerhalb der

Cytochrom P450 Superfamilie finden sich auch Desaturasen (Kelly et al., 1995).

5.3 Bilanzierung des Umsatzes von NP-Einzelisomeren in Pilzkulturen

Eine denkbare Mineralisierung des aromatischen Rings von NP sollte in Experimenten mit
[Ring-U-"*C]-NP1 und [Ring-U-'*C]-NP3, bei denen die '“C-markierten NP-Isomere C.
aquatica Kulturen am 4. Kulturtag zugesetzt wurden, erbracht werden. Nach 22 Kulturtagen
wurden die Restgehalte an Radioaktivitat in den Uberstanden und in der Biomasse der C.
aquatica Kulturen, sowie in NaOH-Fallen, welche dem Nachweis von potentiell gebildetem
“CO, und fliichtigen, organischen Verbindungen dienten, bilanziert. Der groRte Anteil der
intial eingesetzten Radioaktivitat fand sich in den Uberstéanden der Kulturen wieder. Nur ein
geringer Anteil der eingesetzten Radioaktivitat (weniger als 1,5%) wurde in den NaOH-Fallen
detektiert, wobei kein Unterschied zwischen aktiven und Kontrollkulturen beobachtet wurde.
Folglich kann unter den betrachteten Bedingungen die Mineralisierung des aromatischen
Rings der NP-Isomere in C. aquatica Kulturen ausgeschlossen werden. Diese Aussage steht
in Ubereinstimmung mit den bereits gewonnenen Erkenntnissen zu Metabolitstrukturen des
intrazellularen Angriffs, welche Oxidationen der Alkylketten demonstrieren (Kapitel 5.2). Die
bislang einzige Studie zur Mineralisierung von NP durch Pilze beschreibt den Abbau von "C-
markiertem 4-n-NP in Kulturen des terrestrischen Weillfaulepilzes T. versicolor (Dubroca et
al., 2005). Daraus geht jedoch nicht hervor, ob die Bildung des '*CO, aus der Alkylkette oder

dem phenolischen Rest erfolgt.

5.4 Folgerungen fur Biotransformation und Detoxifikation von t-NP in

natUrlichen, aquatischen Systemen

In dieser Arbeit wurden die intra- und extrazellularen Metabolisierungswege der
Biotransformation von t-NP durch C. aquatica untersucht. Die gewonnenen Ergebnisse
beweisen erstmalig die Beteiligung der extrazellularen Laccase an der Umsetzung von t-NP
durch Kulturen aquatischer Pilze. Im Kapitel 3.4 wurde bereits darauf verwiesen, dass die
Produktion von Laccase durch aquatische Pilze in deren natlrlichen Lebensrdumen sehr

wahrscheinlich ist. Folglich kann die Oxidation durch extrazellulare Laccase, neben
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intrazellularen Reaktionen, fir die Biotransformation von t-NP in der aquatischen Umwelt als
relevant angesehen werden.

Mit der Betrachtung des Metabolismus von t-NP in aquatischen Pilzen stellt sich die Frage
nach der Abnahme der endokrinen Aktivitdt bei der enzymatischen Umsetzung. Die
Oxidation von t-NP durch Laccasen von C. aquatica und Coriolopsis polyzona, einem
Basidiomyceten, resultiert in der Bildung von oxidativen Kopplungsprodukten (Di- bis
Pentamere) (Cabana et al., 2007; Junghanns et al., 2005). Struktur und GréRe dieser
Produkte schlieBen die Bindung an den Ostrogenrezeptor aus und bewirken damit die
Eliminierung der endokrinen Aktivitdt des Schadstoffes (Saito et al., 2004; Tsutsumi et al.,
2001). Aus der Literatur ist bekannt, dass eine positive Korrelation zwischen der Lange der
Seitenkette para-alkylsubstituierter Phenole und damit ihrer Hydrophobizitat und der
endokrinen Aktivitat besteht, was auf einer starkeren Bindung von mehr hydrophoben para-
substituierten Phenolen mit langeren Alkylketten an Ostrogenrezeptoren beruht (Tabira et al.,
1999). Oxidationen der Alkylketten von t-NP und t-NP-lsomeren, wie sie im Rahmen der
vorliegenden Arbeit fiir den intrazellularen Metabolisierungsweg beschrieben wurden, setzen
die Hydrophobizitat entsprechender Metabolite herab und kdénnten somit auch ihre Bindung
an Ostrogenrezeptoren schwachen. Folglich kénnten sowohl intra- als auch extrazellulére
Biotransformationsprozesse die endokrine Aktivitét von t-NP in aquatischen Okosystemen

verringern und zum Selbstreinigungsprozess in naturlichen Gewassern beitragen.
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Wahrend der letzten 15 Jahre sind organische Mikroschadstoffe, die hauptsachlich durch
unvollstandigen Abbau in Klarwerkssystemen in die Oberflachengewasser gelangen, in den
Blickwinkel der Umweltforschung und der Offentlichkeit geriickt. Hierzu zahlen unter
anderem Inhaltsstoffe von kosmetischen Produkten und von Reinigungsmitteln, aber auch
Reststoffe aus medizinisch-diagnostischen oder therapeutischen Applikationen, die ein nicht
zu unterschatzendes Gefahrenpotenzial fir Mensch und Umwelt besitzen. Aquatischen
Pilze, die zum Teil auch in Mikrokontaminanten-enthaltenden Gewéassern vorkommen,
kommt eine entscheidende Rolle bei der Umsetzung von komplexem, natirlichem,
organischem Material in aquatischen Okosystemen zu. Neben dieser Funktion wird vermutet,
dass aquatische Pilze an der Biotransformation von organischen Xenobiotika mit
Schadstoffpotenzial beteiligt sind. Inhalt der vorliegenden Arbeit ist es, eine solche Funktion
der Pilze am Beispiel von ausgewahlten, umweltrelevanten Mikrokontaminanten zu
untersetzen und dabei spezielle mechanistische Fragestellungen, wie die der Beteilung intra-
und extrazellularer Reaktionen an der Biotransformation der untersuchten Xenobiotika, zu
betrachten. Ein wichtiger  Aspekt hierbei ist die Identifizierung von
Biotransformationsprodukten, die Hinweise auf die an ihrer Bildung beteiligten Mechanismen
geben. Aus den experimentellen Daten zur Umsetzung der Schadstoffe durch die
untersuchten Pilze lassen sich aulRerdem Rickschlisse auf ihr Umweltverhalten in
natlrlichen aquatischen Systemen und die mdgliche Funktion von aquatischen Pilzen hierfir
ziehen. Zusatzlich zeichnet sich damit ein mogliches biotechnologisches Potenzial der
aquatischen Pilze ab.

Fir die Untersuchungen dienten der ubiquitdr vorkommende Stamm Myrioconium sp.
und der aquatische Hyphomycet C. aquatica als Vertreter der aquatischen Pilze. Beispielhaft
fur die umweltrelevanten Mikrokontaminanten wurden HHCB, AHTN und t-NP ausgewahlt.
HHCB und AHTN reprasentieren die polycyclischen Moschusduftstoffe, die sich auf Grund
ihrer Persistenz in der aquatischen Umwelt anreichern. Das endokrin aktive t-NP setzt sich
aus Konfigurationsisomeren der Cg-Alkylseitenkette zusammen und ist ein Produkt der
unvollstandigen Tensid-Biotransformation. Wie HHCB und AHTN ist auch t-NP in
unterschiedlichen, aquatischen Umweltkompartimenten zu finden.

Fur die Biotransformation der drei ausgewahlten Verbindungen durch aquatische Pilze
konnten sowohl intra- als auch extrazellulare enzymatische Prozesse als relevant identifiziert
werden (Abb. 6). Intrazellular gebildete Metabolite sind auf Biotransformationsreaktionen wie
Hydroxylierung, weiterfihrende Oxidationen zu Keto- und Aldehydverbindungen, sowie
Methylierung zurtckzufiihren, die unabhangig vom Schadstoff nachgewiesen wurden.
Daneben finden sich ebenfalls Schadstoff-spezifische Transformationen, wie die Reduktion

der Ketogruppe von AHTN oder die weitere Oxidation von Alkylketten-hydroxylierten NP-
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Isomeren zu Carboxylphenolen. Die intrazellularen Enzyme, die an diesen Reaktionen
beteiligt sind, sind gegenwartig nicht bekannt. Myrioconium sp. und C. aquatica produzieren
extrazellulare Laccasen, die an der Umsetzung aller drei untersuchen Xenobiotika beteiligt
sind. Die damit verbundenen radikalischen Prozesse kdnnen unterschiedliche, abiotische
Folgereaktionen, wie Polymerisation oder Oxidation, nach sich ziehen.

Im Folgenden wird detaillierter auf die Biotransformation der untersuchten

Substanzklassen und die daran beteiligten Mechanismen eingegangen.

HHCB und AHTN

Die Literaturdaten zur Metabolitbildung wahrend der biologischen Umsetzung von HHCB
und AHTN sind unzureichend und beschranken sich zumeist auf die Aussage, dass die
gebildeten Produkte hydrophiler als ihre Ausgangsverbindungen sind. Sowohl fir HHCB als
auch fir AHTN gelang es bislang, unbekannte Biotransformationsprodukte mittels GC-MS zu
detektieren, deren massenspektrometrische Daten eine Strukturzuweisung erlaubten.
Anhand dieser Strukturen konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Metabolite
hochstwahrscheinlich durch intrazellulare Reaktionen gebildet werden. Fiur AHTN wurden
zusatzlich bereits beschriebene Produkte photochemischer Reaktionen identifiziert.

In Experimenten mit Laccase-haltigen, aufkonzentrierten Kulturiiberstanden von
Myrioconium sp. und C. aquatica konnte gezeigt werden, dass sowohl HHCB als auch AHTN
durch diese Enzyme oxidiert werden. Fur HHCB-enthaltende Laccase-Konzentrate wurde
dabei eine Zunahme der Konzentration des HHCB-Lactons, einem bereits in der Literatur
zitierten Metaboliten, detektiert. Die Abnahme des HHCB-Gehaltes in den entsprechenden,
enzymatischen Versuchen korrelierte mit der Zunahme des HHCB-Lactons, das mittels
.attenuated total reflection fourier transform-infrared“-Spektroskopie und GC-MS/MS-
basierter Methoden identifiziert wurde. Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit erstmalig der
Nachweis erbracht werden, dass ein Enzym die Reaktion des HHCB zum Lacton katalysiert.
Davon ausgehend wurde ein Reaktionsmechanismus entwickelt, der im ersten Schritt die
durch Laccasen katalysierte Radikalbildung von HHCB beschreibt.

Myrioconium sp. Laccase erwies sich, verglichen mit der C. aquatica Laccase, bei der
Umsetzung von HHCB und AHTN als das effektivere Enzym. Aus diesem Grund wurde die
extrazellulare Laccase von Myrioconium sp. isoliert, gereinigt und biochemisch untersucht.
Daneben gestattete die molekularbiologische Analyse die Sequenzierung des Laccase-
codierenden Gens. Die damit in Zusammenhang stehende Publikation (Martin et al., 2007)
reprasentiert die erste Charakterisierung der extrazellularen Laccase eines aquatischen
Pilzisolates, dessen Teleomorphe den Ascomyceten zugeordnet werden kann. Die
erhaltenen Daten erweitern das Wissen Uber strukturelle und katalytische Eigenschaften von

Ascomyceten-Laccasen und geben Einblicke in deren mdgliche, 6kologische Funktionen und
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die phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen. Myrioconium sp. Laccase zeigte die

gréRte Ahnlichkeit zu Laccasen der Familie der Sclerotiniaceae, Ordnung Helotiales.

Technisches Nonylphenol

Die Trennung der Konfigurationsisomere des t-NP stellt ein anspruchsvolles,
analytisches Problem dar. In dieser Arbeit wurden verschiedene analytische Methoden, die
auf gaschromatographischer Trennung und massenspektrometrischer Detektion basieren,
eingesetzt, um eine mdglichst vollstdndige Separierung zu erreichen und gleichzeitig
strukturelle Informationen zu erhalten. Im Ergebnis war mittels GCxGC-TOF-MS die
Trennung von Uber 40 Isomeren moglich. Zudem unterstitzten massenspektrometrische
Daten der GC-MS/MS-Analyse von synthetisierten NP-lsomeren die Strukturfindung flr
bislang unbekannte, intrazellular gebildete Metabolite. Dazu gehdéren ausschliefldlich
Seitenketten-modifizierte Verbindungen, wie desaturierte, sowie Carboxyl- und Methoxy-
Phenole und carboxylierte Penole mit verkirzten Alkylseitenketten.

Bei der Biotransformation von t-NP in C. aquatica Kulturen bewirkten intrazellulare
Reaktionen die spezifische Umsetzung von distinkten Isomerengruppen. Extrazellulare
Laccase ist ebenfalls an der Biotransformation von t-NP durch C. aquatica Kulturen beteiligt,
was im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig flir aquatische Pilze nachgewiesen wurde.
Im Gegensatz zu intrazellularen Reaktionen verlauft die Laccase-katalysierte Oxidation
unterschiedlicher Gruppen von t-NP-lsomeren unspezifisch. Als Ursache hierfur ist der
Angriff auf die Hydroxylgruppe des Phenols zu sehen, auf den die para-Substituenten

offenbar nur einen geringen Einfluss haben.

Implikationen fur natdrlich ablaufende Biotransformationsprozesse in der aquatischen
Umwelt

In aquatischen Systemen sind die oberen Sedimentschichten relevante Kompartimente
fur die co-metabolische Umsetzung von Mikroschadstoffen durch Pilze. Sie enthalten in
unterschiedlichen Anteilen natirliches, organisches Material, das den Pilzen als Substrat
dient. Solches Material kann Verbindungen, die die Laccase-Produktion in Pilzen stimulieren,
enthalten sein. Zudem sorbieren hydrophobe Schadstoffe, wie HHCB, AHTN und t-NP, an
natUrlichem, organischem Material und gelangen damit in unmittelbare Nahe der Pilzhyphen.
Dies kann zu einem verbesserten Massentransfer der Schadstoffe fiilhren und folglich
eventuell vorhandene kinetische Limitationen verringern. Aus den Daten zur Umsetzung von
HHCB und AHTN durch Myrioconium sp. wurden Ratenkonstanten fir eine Reaktion 1.
Ordnung berechnet, die eine Abschatzung des Abbaus dieser Verbindungen in natirlichen
Gewassersystemen erlauben. Je nach Anteil der aktiven, natirlichen Pilzbiomasse ergaben
sich Halbwertszeiten fir HHCB und AHTN, die eine signifikante Biotransformation der beiden

Moschusduftstoffe innerhalb eines Jahres erwarten lassen. Die experimentellen Daten aus
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Versuchen mit C. aquatica Kulturen lassen die Vermutung zu, dass die Umsetzung von t-NP
durch aquatische Pilze ebenfalls in natirlichen Systemen von Bedeutung ist. Prinzipiell
gelten hinsichtlich der aktiven Pilzbiomasse und der hydrophoben Eigenschaften des t-NP

ahnliche Vorraussetzungen fir die Biotransformation wie im Falle von HHCB und AHTN.

CgH
HO

HHCB AHTN t-NP

(Foto Dr. G. Krauf3)

aquatische Pilze

/ \

intrazellular extrazellular
bisher nicht identifizierte Laccasen

Enzyme 1

Radikalbildung

Hydroxylierung / \
und weiterfuhrende Oxidationen,

Reduktion von Aldehydgruppen, Oxidation oxidative
Methylierung zum Lacton Polymerisierung
(HHCB, AHTN und t-NP) (HHCB) (t-NP)

Abbildung 6 Biotransformationsmechanismen von HHCB, AHTN und t-NP durch aquatische Pilze.

Ausblick

Aquatische Pilze bilden zusammen mit Bakterien komplexe Mikrobengemeinschaften.
Die mdgliche Verkirzung von t-NP-Isomeren bei der Biotransformation durch Pilze, kénnte
zu Metaboliten flhren, die von verschiedenen Bakterienstdmmen angegriffen werden
koénnten, die nicht in der Lage sind t-NP umzusetzen. Bislang sind nur 3 Bakterienstamme
bekannt, die t-NP aerob transformieren (Corvini et al., 2006). Im Gegensatz dazu ist die
Umsetzung von kurzkettigen Alkylphenolen, wie Kresolen oder Xylolen, fiir eine Vielzahl von

Bakterien beschrieben (Corvini et al.,, 2006, Takeo et al.,, 2006). Das mogliche
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Zusammenspiel von Bakterien und Pilzen stellt einen interessanten Aspekt bei zukunftigen
Untersuchungen zur Biotransformation von t-NP dar.

Untersuchungen, die die Rolle der Pilze im Gewassersystem klaren sollen, bedirfen
verlasslicher, molekularbiologischer Nachweismethoden zur Identifikation mikrobieller
Gemeinschaften. Neben der Zusammensetzung der Gemeinschaften ist es fur die Findung
von SchlUsselarten entscheidend eine Methode anzuwenden, die quantitative Aussagen
zulasst (Kraul® et al.,, 2008). Dafur eignet sich z.B. der “real-time terminal restriction
fragment length polymorphism”-Assay (Yu et al., 2005), der bereits fir Umweltproben
getestet wurde. Ein weiterer Aspekt ist der Nachweis funktionaler Gene kataboler Enzyme in
der aquatischen Umwelt durch z. B. pilzspezifische PCR-Primer oder DNS-Mikroassays.
Luis et al. (2005) beschrieben bereits flir Waldboden den erfolgreichen Nachweis von
Laccase-Genen terrestrischer Basidiomyceten mittels PCR der extrahierten DNS.

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass sowohl aquatische Pilze als auch deren
extrazellulare Laccasen das Potenzial besitzen Mikrokontaminanten umzusetzen. Diese
Ergebnisse implizieren die Moglichkeit einer biotechnologischen Nutzung der Pilze oder ihrer
Enzyme z. B. in der Abwasseraufbereitung. Von Vorteil kbnnte dabei der Umstand sein, dass
aquatische Pilze bereits an das Leben in wassrigen Systemen angepasst sind und zum Teil
in extremen Habitaten mit hohen Metall- (Krauss et al., 2001) oder Salzgehalten Uberleben

kénnen (Junghanns et al., 2008).
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