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EINLEITUNG

Die Zahl der in der Natur vorkommenden organischen Verbindungen wird auf mehr als 10
Millionen verschiedene Substanzen geschitzt (Wackett, 1998). Obwohl der grofBite Anteil
organischer Molekiile durch natiirliche Biosyntheseprozesse gebildet wird, sind seit dem
Zeitalter der Petrochemie auch zunehmend industrielle Synthesen an ihrer Entstehung beteiligt.
Ungefidhr zwei Drittel aller organischen Verbindungen besitzen eine heterozyklische Struktur
(Lettau, 1980; Kuhn and Suflita, 1989). Damit ist diese Verbindungsklasse fiir den
Stoffkreislauf von auBBerordentlicher Bedeutung. Wie bei allen anderen Verbindungen spielen
auch beim Katabolismus von Heterozyklen Mikroorganismen die zentrale Rolle, und man
kann davon ausgehen, dass die weitaus meisten dieser Substanzen mikrobiell abbaubar sind.
Im Vergleich zur groBen Zahl der organischen Verbindungen ist das Wissen iiber ithren Abbau
sehr gering. Studien zum Katabolismus wurden bisher lediglich fiir einige hundert Substanzen
durchgefiihrt. Wackett (1998) bezeichnete diese Wissensliicke als ,,compound metabolism
gap*. Da viele dieser Studien auf Metabolit- bzw. Intermediat-Analyse beruhen, ist {iber die
am Abbau beteiligten Enzyme noch weitaus weniger bekannt (Fetzner, 2000).

Der mikrobiologische Abbau heterozyklischer Verbindungen wurde bisher iiberwiegend am
Beispiel von N-Heteroaromaten untersucht (Kaiser et al., 1996; Fetzner, 1998; Fetzner et al.,
1998; Fetzner, 2000). Uber den Katabolismus von O- und S-Heteroaromaten ist im Gegensatz
dazu, abgesehen von wenigen Ausnahmen, wie z. B. Furan-2-carbonsdure, Thiophen-2-
carboxylat und Benzothiophenen erst relativ wenig bekannt (Koenig und Andreesen, 1992;
Kropp und Fedorak, 1998; Padden et al., 1998). Auch der Abbau gesittigter Heterozyklen ist
bisher kaum untersucht worden (Bernhard und Diekmann, 1991; Combourieu et al., 2000).
Eine Schliisselrolle beim Abbau zyklischer Verbindungen spielt die Offnung des Ringsystems,
die nur nach vorheriger Aktivierung der Substanz erfolgen kann. Bei den zyklischen
Kohlenwasserstoffen wird diese Aktivierung in der Regel durch den elektrophilen Angriff
einer Oxygenase erreicht. Aufgrund der Elektronenverteilung im Ringsystem aromatischer
Heterozyklen spielen Monooxygenasen bei der initialen Hydroxylierung hier nur eine
untergeordnete Rolle. Die meisten Heteroaromaten werden durch den nukleophilen Angriff
einer Molybdédn-abhingigen Dehydrogenase aktiviert (Fetzner, 2000). Sowohl die Oxygenasen
als auch die Molybddn-abhéngigen Dehydrogenase katalysieren eine regioselektive
Hydroxylierung ihrer Substrate. Dadurch eignen sich diese Enzyme zur Synthese selektiv

substituierter Verbindungen, die auf chemischem Wege nicht oder nur schwer zugédnglich sind



(Bull et al., 1999; May, 1999). Durch die gezielte Verdnderung ihrer katalytischen und
strukturellen Eigenschaften kdnnen sie fiir den jeweiligen Produktionsprozel3 optimiert werden
(Rowan und Sanders, 1997; Arnold und Volkov, 1999; Joo et al., 1999). Die so erhaltenen
Biokatalysatoren =~ ermoglichen ein auch aus  Okonomischer  Sicht  rentables
Herstellungsverfahren.

Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit war der mikrobielle Katabolismus
verschiedener aromatischer und nicht-aromatischer Heterozyklen. Neben der Charakterisierung
der isolierten Mikroorganismen standen die am Abbau dieser Substanzen beteiligten Enzyme
im Mittelpunkt des Interesses. Insbesondere die fiir die initiale Umsetzung bzw. Aktivierung
der Heterozyklen verantwortlichen Enzyme, die hdufig eine Schliisselrolle fiir den weiteren
Abbauweg spielen, stellten einen Schwerpunkt der Forschungsarbeiten dar. Die thematische
Gliederung der Ergebnisse basiert dementsprechend auf den jeweils identifizierten
Enzymsystemen. Der erste und umfangreichste Teil der Untersuchungen befalit sich mit dem
Katabolismus dreier Heterozyklen, deren initiale Hydroxylierung von Monooxygenasen
katalysiert wird. Diese Monooxygenasen unterscheiden sich beziiglich ihrer Struktur und
Katalyse deutlich voneinander. Die Hydroxylierung von N-Heteroaromaten durch Molybdén-
abhéngige Dehydrogenasen ist Gegenstand des zweiten Teils der Arbeit. Hier werden drei
einzelne Enzyme vorgestellt, die sich durch strukturelle oder katalytische Besonderheiten
auszeichnen. Im dritten Teil werden Untersuchungen zum Umsatz von Tetrahydrofurfuryl-2-
Alkohol vorgestellt, dessen Abbau durch eine Quinohdmoprotein Alkohol-Dehydrogenase
eingeleitet wird. Dieses Enzym katalysiert die Oxidation der alkoholischen Seitenkette bis zur
Stufe der Carbonsdure und gehdrt zu den bisher sehr selten gefundenen Typ 1

Quinohdmoprotein-Dehydrogenasen.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

1. Hydroxylierung von Heterozyklen durch Monooxygenasen

Unter aeroben Bedingungen spielen Oxygenasen eine zentrale Rolle beim Abbau natiirlich
vorkommender und xenobiotischer Verbindungen (Harayama et al., 1992; Mason und
Cammack, 1992; Testa, 1995; Kaiser et al., 1996; Fetzner, 2000). Die gemeinsame Eigenschaft

aller Oxygenasen ist die Inkorporation von molekularem Sauerstoff in das Substrat. Von den



Dioxygenasen werden beide Sauerstoffatome in das Substrat eingebaut, wohingegen die
Monooxygenasen das zweite Sauerstoffatom zu Wasser reduzieren. Durch die initiale
Hydroxylierung werden die Substrate aktiviert und dem weiteren Abbau zuginglich gemacht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden der Abbau eines m-elektronenreichen N-
Heteroaromaten und verschiedener gesittigter Heterozyklen untersucht. Die chemische
Struktur dieser Verbindungen ermdglicht den elektrophilen Angriff einer Monooxygenase. In
den folgenden Kapiteln werden drei sehr unterschiedliche Monooxygenasen besprochen, die
fiir die initiale Hydroxylierung des jeweiligen Substrats verantwortlich sind. Obwohl formal
gesehen alle Monooxygenasen die gleiche Reaktion katalysieren, unterscheiden sie sich sehr
deutlich beziiglich Untereinheiten-Struktur, Kofaktorgehalt und Reaktionszentrum (Harayama
et al., 1992). Deshalb soll diese Enzymfamilie zunichst in einem kurzen Uberblick vorgestellt
werden.

Grundsitzlich lassen sich die Monooxygenasen beziiglich des an der Sauerstoft-
Aktivierung beteiligten Kofaktors in zwei groBe Gruppen einteilen: A) Die Monooxygenasen
mit einem redox-aktiven organischen Kofaktor, der direkt an der Sauerstoff-Aktivierung und
Substrat-Hydroxylierung beteiligt ist. Dieser Kofaktor ist in der Regel ein Flavin, nur in sehr
seltenen Fillen wie bei den Aminosdure-Monooxygenasen ist er ein Pteridin (van Berkel und
Miiller, 1991; Harayama et al., 1992). B) Die Metall-abhdngigen Monooxygenasen, die
molekularen Sauerstoff iiber Metallatome im katalytischen Zentrum aktivieren. Abgesehen
von wenigen Ausnahmen, bei denen das Metall als Kupfer oder Mangan identifiziert wurde,
enthalten diese Enzyme FEisen (Harayama et al., 1992). Die Eisen-abhingigen
Monooxygenasen lassen sich beziiglich der Bindung des Eisens im Enzym weiter unterteilen
in die Cytochrom P450-abhéngigen Monooxygenasen, die einen Him-Kofaktor enthalten iiber
den das Eisen komplexiert ist und die nicht-Him-Eisen-Enzyme, bei denen das Eisen tiiber
Aminosdurereste im Protein gebunden wird. Bei letzteren konnen in Abhingigkeit von der
Anzahl der Eisenatome im katalytischen Zentrum Enzyme mit binuklearem bzw.
mononuklearem Eisenzentrum unterschieden werden (Harayama et al., 1992). Neben dem
Aufbau des katalytischen Zentrums unterscheiden sich die Monooxygenasen beziiglich der am
Elektronentransport beteiligten Komponenten. Von Einkomponenten-Enzymen, die ein Flavin
als alleinigen Kofaktor besitzen, bis zu Sechskomponenten-Systemen, mit Flavin, Fe-S-
Zentren und binuklearem Eisen als Kofaktoren sowie einem Kopplungsprotein, das keine

Kofaktoren enthélt, findet man eine Vielzahl unterschiedlicher Variationen.



1.1. FAD-abhangige Pyrrol-2-carboxylat-umsetzende Monooxygenasen

Der aromatische Heterozyklus Pyrrol-2-carboxylat (P2C) ist ein natiirlich vorkommendes
Stoffwechsel-Intermediat, das z. B. beim Abbau von 4-Hydroxyprolin, Kollagen oder
Tetrapyrrol-Systemen wie Chlorophyll oder Hdm entstehen kann. Die Féhigkeit, diese
Verbindung als Wachstumssubstrat zu nutzen, wurde dementsprechend fiir verschiedene
Bakterienstimme beschrieben (Adams und Frank, 1980; Evans und Venables, 1990; Hormann
und Andreesen, 1991). Biochemische Untersuchungen zum P2C-Abbau lagen zu Beginn der
hier vorgestellten Arbeiten allerdings nur fiir Arthrobacter sp. Pyl vor (Hormann und
Andreesen, 1994). P2C wird im Gegensatz zu anderen Heteroaromaten nicht durch den
nukleophilen Angriff einer Molybdén-abhidngigen Dehydrogenase hydroxyliert, sondern durch
den elektrophilen Angriff einer Monooxygenase, wobei 5-Hydroxy-P2C gebildet wird (Abb.
1). Aufgrund ihrer strukturellen und katalytischen Eigenschaften schien diese P2C-
Monooxygenase (P2C-MO) zur groflen Gruppe der “klassischen“ NAD(P)H- und FAD-
abhingigen Monooxygenasen zu gehoren (Hormann und Andreesen, 1994). Bei diesen sehr
intensiv untersuchten Proteinen handelt es sich um Einkomponenten-Systeme, die unter
direkter Beteiligung des FAD-Kofaktors eine Hydroxylierung meist aromatischer
Verbindungen katalysieren (Balou, 1984; Massay et al., 1988; van Berkel und Miiller, 1991;
Harayama et al.,, 1992). Die p-Hydroxybenzoat-Hydroxylase aus Pseudomonas fluorescens
dient als Modell fiir diese Enzymklasse, weshalb sie zu den am besten untersuchten
Redoxenzymen gehort (Wierenga et al., 1986; Schreuder et al., 1989; van Berkel und Miiller,
1991; Entsch und van Berkel, 1995; Palfey et al., 1999). Studien mit diesem Enzym fiihrten
zur Entdeckung des konservierten, N-terminalen G-X-G-X-X-G-Motivs, das innerhalb einer
Bap-Rossmann-Struktur liegt und an der Bindung des FAD beteiligt ist (Wierenga et al.,
1986). Durch Vergleiche der Aminosduresequenzen verschiedener Flavin-abhéngiger
Monooxygenasen konnten weitere konservierte Motive identifiziert werden, fiir die ebenfalls
eine Beteiligung an der Bindung des FAD bzw. NAD(P)H postuliert wird (Eggink et al., 1990;
Eppink et al., 1997).
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Abb. 1: Initiale Hydroxylierung von P2C durch die P2C-MO aus Rhodococcus sp. Sedi2
bzw. Arthrobacter sp. Pyl.

Eine gemeinsame Eigenschaft der Flavin-abhéngigen Monooxygenasen ist ihre NAD(P)H-
Oxidase-Aktivitit, wobei es zu einem unkontrollierten Verbrauch von Reduktionsdquivalenten
kommt. Die Kopplung von Substratbindung und NAD(P)H-Oxidation stellt einen
Schutzmechanismus gegen diese Reaktion dar. Bei Untersuchungen der p-Hydroxybenzoat-
Hydroxylase konnte gezeigt werden, dass sich das FAD wéhrend der Katalyse offenbar im
Enzym bewegt (van Bolt et al., 1996; Palfey et al., 1999). Nur in Gegenwart eines Substrats
und NADPH wandert das FAD von einer “geschiitzten* Position im Innern des Proteins an die
Oberflache. Hier kann es dann reduziert werden, was die Hydroxylierung des Substrats zur
Folge hat. Das Substrat ist also das “Passwort* fiir den Fortgang der Katalyse.

Auch Rhodococcus sp. Sedi2 (DSM 44237) ist in der Lage, mit P2C als alleiniger
Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle zu wachsen (Hormann und Andreesen, 1991). Wie
bei Stamm Pyl wird der Abbau durch eine Monooxygenase eingeleitet, und 5-Hydroxy-P2C
entsteht als primdres Reaktionsprodukt (Abb. 1). Schon bei der Aufreinigung zeigte sich
jedoch, dass diese P2C-MO aus zwei Komponenten besteht (Becker et al., 1997a+b) und damit
nicht zu den “klassischen” Flavin-abhdngigen Monooxygenasen gehort. Die homogenen
Komponenten hatten ein Molekulargewicht von 18,7 bzw. 54 kDa und wurden aufgrund ihrer
im folgenden beschriebenen Eigenschaften als Reduktase bzw. Oxygenase bezeichnet. Die
kleine Reduktase-Komponente (PycB) katalysiert die FAD- und NADH-abhédngige Reduktion
von Cytochrom c und konnte auf diese Weise detektiert werden. Fiir die grole Oxygenase-
Komponente (PycA) war nach der Isolierung keine eigene katalytische Aktivitit meBbar
(Becker et al., 1997a+b). Ein Sauerstoff- und NADH-abhédngiger Umsatz von P2C konnte nur

beobachtet werden, wenn beide Enzymkomponenten und FAD im Reaktionsansatz vorhanden



waren. PycA konnte somit iiber eine Komplementierung nachgewiesen werden. Fiir keine der
beiden Komponenten war nach ihrer Isolierung ein Flavin-Kofaktor nachweisbar, obwohl
dieser flir die Hydroxylierung des Substrats bendtigt wurde. Dies deutete auf eine extrem
schwache Bindung des FAD unter in vitro Bedingungen hin. Die weitere Analyse zeigte, dass
es sich bei PycB offenbar um eine NADH:FAD-Oxidoreduktase handelt, da das Enzym in der
Lage war, eine P2C-unabhingige Reduktion von freiem FAD zu katalysieren. Ein 26,2 kDa
grofles als Fre bezeichnetes Protein katalysiert in E. coli eine analoge Reaktion, wobei die
physiologische Bedeutung bisher noch nicht geklirt wurde (Niviere et al., 1999). Die NADH-
Oxidase-Aktivitit von PycB resultierte unter aeroben Bedingungen, in Gegenwart von FAD
und NADH, in einem P2C-unabhingigen Sauerstoffverbrauch, wobei H,O, gebildet wurde
(Becker et al., 1997b). Ein voéllig anderes Bild ergab sich, wenn unter sonst gleichen
Bedingungen, PycA dem Reaktionsansatz zugefiigt wurde. Bei einer Abnahme der relativen
Menge an gebildetem H,O, stieg der Substrat-spezifische Sauerstoffverbrauch proportional zur
eingesetzten PycA-Konzentration an. Bei einem 5-fachen UberschuB von PycA konnte die
H,0,-Bildung fast vollstindig unterdriickt werden, was gleichzeitig zu einem deutlich
erhohten P2C-Umsatz fiihrte (Becker et al., 1997b). Aus diesen Ergebnissen konnte
geschlossen werden, dass PycA und PycB fiir die Hydroxylierung des Substrats absolut
notwendig sind. Offen blieb aber die Frage, welche genaue Funktion die Komponenten bei der
Enzymkatalyse haben. PycA scheint in jedem Falle an der eigentlichen
Hydroxylierungsreaktion beteiligt zu sein. Im Vergleich zu PycA war die Konzentration von
PycB im Rohextrakt wesentlich geringer (Verhéltnis ca. 10:1), was bedeuten konnte, dass
PycB an der Substrathydroxylierung nicht beteiligt ist, sondern lediglich reduziertes FAD fiir
PycA zur Verfiigung stellt. PycA sollte dann auch in Gegenwart von chemisch reduziertem
FAD eine Hydroxylierung von P2C katalysieren konnen. Damit wire FAD nicht der Kofaktor
sondern das Substrat von PycB und das Enzym wére somit kein Flavoprotein.

Ein Vergleich der 30 N-terminalen Aminosduren der Einkomponenten-P2C-MO aus
Arthrobacter Pyl mit PycA, ergab eine Identitit von 60 %. Dies kann als weiteres Indiz dafiir
gesehen werden, dass PycA fiir die Hydroxylierung des Substrats verantwortlich ist. Bei einer
Datenbank-Analyse der beiden Sequenzen wurden die groBten Ubereinstimmungen mit
verschiedenen Flavin-abhéngigen Ein- und Zweikomponenten-Monooxygenasen gefunden,
worunter sich auch einige Chlorphenol-umsetzende Enzyme befanden (siche unten). Die

Sequenzen von vier internen Peptiden aus PycB hatten -wenn auch geringe- Ahnlichkeiten zu



10

den entsprechenden Sequenzen der kleinen Untereinheit verschiedener Flavin-abhiangiger
Zweikomponenten-Monooxygenasen (Becker et al., 1997b).

Im Gegensatz zu den schon sehr lange bekannten, “klassischen, FAD-abhingigen
Einkomponenten Monooxygenasen, sind die Zweikomponenten-Enzyme erst vor relativ kurzer
Zeit entdeckt worden. Im folgenden soll diese Enzymklasse deshalb in einem kurzen Uberblick
vorgestellt werden. Das erste beschriecbene Enzym dieser Familie war die 4-
Hydroxyphenylacetat-3-Monooxygenase (4-HPA-MO) aus P. putida (Arunachalam et al.,
1992; 1994; Arunachalam und Massay, 1994). Spéter wurden mit der 4-HPA-MO aus E. coli,
der 2,4,6-Trichlorphenol-4-Dechlorinase aus Burkholderia pickettii DTP0602, der
Chlorophenol-4-Monooxygenase (CP-4-MO) aus Burkholdria cepacia AC1100, der Styren-
Monooxygenase aus Pseudomonaden wund der Phenol-Hydroxylase aus Bacillus
thermoglucosidasius A7 weitere Vertreter gefunden (Prieto und Garcia, 1994; Takizawa et al.,
1995; Xun, 1996; Beltrametti et al., 1997; Hiibner et al., 1998; Velasco et al., 1998; Duffner et
al., 2000). Mit Ausnahme der 4-HPA-MO aus P. putida, deren Untereinheiten etwa gleich
grof3 sind, bestehen alle diese Enzyme aus einer ca. 20 kDa und einer 50-60 kDa grof3en
Komponente, wobei letztere als die eigentliche Oxygenase identifiziert wurde. Abhédngig von
den ermittelten Kkatalytischen Eigenschaften der kleineren Komponenten wurden ihr
unterschiedliche Funktionen zugeordnet. Eine Kopplungsfunktion analog zum Protein B der
Methan-Monooxygenase wurde z. B. fir die 4-HPA-MO aus P. putida, die 2,4,6-
Trichlorphenol-4-Dechlorinase aus B. pickettii und die Styren-Monooxygenase aus P.
fluorescens angenommen (Arunachalam et al., 1992; 1994; Arunachalam und Massay, 1994;
Liu et al., 1995; Takizawa et al., 1995; Beltrametti et al., 1997). Die zweite Komponente wire
somit flir die Kopplung von NAD(P)H-Oxidation und Substrat-Hydroxylierung verantwortlich
und nicht direkt am Elektronenfluf} beteiligt. Ein vollig anderes Bild ergab sich fiir die 4-HPA-
MO aus E. coli und die CP-4-MO aus B. cepacia. Bei beiden Enzymen hatte die kleine
Komponente eine FAD-abhingige Cytochrom c-Reduktase- und NADH-Oxidase-Aktivitit
(Xun 1996, Galan et al., 2000; Xun und Sandvik, 2000). Die 4-HPA-MO ist bisher die einzige
Zweikomponenten-Monooxygenase, die genauer untersucht wurde. FEine detaillierte
Charakterisierung beider Komponenten dieses Enzyms flihrte zu folgenden Ergebnissen: 1.)
Die kleine Komponente (HpaC) ist eine Flavin:NAD(P)H-Oxidoreductase, die Flavine als
Substrate reduziert. 2.) Das gebildete FADH, wird von der grole Komponente (HpaB) unter
gleichzeitiger Hydroxylierung des Substrats reoxidiert. Damit ist HpaB die erste beschriebene

Monooxygenase, die freies FADH,-verwertet. 3.) Eine direkte Interaktion beider
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Komponenten ist fiir die Katalyse nicht notwendig, und die Funktion von HpaC kann auch von
anderen Reduktasen libernommen werden. 4.) HpaB und HpaC sind somit laut Definition
keine Flavoproteine (Galan et al., 2000, Xun und Sandvik, 2000). Diese Eigenschaften sind
denen verschiedener Monooxygenasen, die freies FMNH, verwerten, sehr dhnlich. Zu diesen
Enzymen gehoren z. B. die Pristinamycin-Ils-Synthase aus Streptomyces pristinaespiralis oder
die Nitrilotriacetat-Monooxygenase aus Chelatobacter heintzii (Uetz et al., 1992; Blanc et al.,
1995; Thibaut et al., 1995). Allerdings setzen diese FMN-abhidngigen Monooxygenasen
ausschlieBlich nicht-aromatische Substrate um und unterscheiden sich auch beziiglich ihrer
Struktur von den FAD-abhédngigen Proteinen.

Vergleicht man die P2C-MO aus Rhodococcus sp. Sedi2 mit anderen FAD-abhidngigen
Zweikomponenten-Monooxygenasen, so stimmen alle wesentlichen Eigenschaften des
Enzyms mit denen der 4-HPA-MO aus E. coli iiberein. Dementsprechend sollte die
Hydroxylierung von P2C nach dem in Abb. 2 dargestellten Reaktionsschema verlaufen. PycB
ist fiir die Katalyse die NADH-abhdngige Reduktion von FAD verantwortlich. In Gegenwart
von Sauerstoff katalysiert PycA dann unter Reoxidation des freien FADH, die Hydroxylierung
von P2C.

: : ~COOH

N
|
H

P2C

FADH, NADH
O
PycA PycB
HyO
HO /[ N ]\Com
|
H

5-OH-P2C

Abb. 2: Postuliertes Reaktionsschema fiir die Hydroxylierung von P2C durch die beiden
Komponenten der P2C-MO aus Rhodococcus sp. Sedi2.
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Einige Substrate der Zweikomponenten-Monooxygenasen werden von anderen Bakterien
durch Einkomponenten-Enzyme umgesetzt. Beispiele hierfiir sind die Phenol-Hydroxylase aus
Bacillus thermoleovorans A2, die 2,4,6-Trichlorphenol-4-Monooxygenase aus Azotobacter sp.
GP1 und die beschrieben P2C-MO aus Arthrobacter sp. Pyl (Hormann und Andreesen, 1994;
Wieser et al., 1997; Duffner und Miiller, 1998). Mit einem Molekulargewicht von 60 kDa
haben diese Proteine etwa die gleiche GroBe wie die Hydroxylase-Komponente der
Zweikomponenten-Monooxygenasen, und auch die Primérstrukturen der Proteine zeigen
untereinander signifikante Homologien (Becker et al., 1997b; Duffner und Miiller, 1998;
Duffner et al., 2000; Galan et al., 2000). Die an der FAD- bzw. NADH-Bindung beteiligten
konservierten Sequenzmotive der “klassischen Flavin-abhéngigen Monooxygenasen, konnten
weder bei den Ein-, noch bei den Zweikomponenten-Enzymen gefunden werden (Prieto und
Garcia, 1994; Duffner und Miiller, 1998; Duffner et al., 2000; Galan et al., 2000). Aus diesen
Ergebnissen ergaben sich folgende Fragestellungen: 1.) Warum wird das gleiche Substrat in
einem Organismus von einem Ein- und in einem anderen von einem Zweikomponenten-
Enzym umgesetzt? 2.) Wie erfolgt die Interaktion mit den fiir die Katalyse benétigten
Dinukleotiden FAD und NADH? 3.) Welche verwandtschaftliche und evolutionire Beziehung
besteht zwischen diesen Enzymen und den “klassischen® Flavin-abhéngigen
Monooxygenasen?

Die beiden P2C-MOs aus Arthrobacter sp. Pyl bzw. Rhodococcus sp. Sedi2 reprisentieren
jeweils einen Vertreter aus der Gruppe der Ein- bzw. Zweikomponenten-Enzyme. Die Phenol-
Hydroxylase aus B. thermoleovorans ist der bisher einzige sequenzierte Vertreter der
Einkomponenten-Enzyme (Duffner und Miiller, 1998). Ein Sequenzvergleich der beiden P2C-
MOs untereinander und mit anderen Proteinen konnte wichtige Informationen zur Struktur-
und Verwandtschaftsbeziehung dieser Enzyme liefern. Deshalb wurden die Strukturgene
beider P2C-MOs kloniert und sequenziert. Fiir das Enzym aus Rhodococcus sp. Sedi2 konnte
das PycA kodierende Gen (pycA) kiirzlich vollstindig sequenziert werden (C. Schmitz,
unveroffentlichte Daten). Das fiir PycB kodierende Gen (pycB) wurde ebenfalls identifiziert
und bisher teilweise sequenziert. Im Gegensatz zu den Genen anderer Zweikomponenten-
Monooxygenasen liegen pycA und pycB nicht in einem Gen-Cluster (C. Schmitz,
unverdffentlichte Daten). Die abgeleitete vollstdindige Aminosduresequenz von PycA wies mit
35 % Identitit die hochsten Homologien zu HpaB aus E. coli und den Ein- bzw.
Zweikomponenten Phenol-Hydroxylasen aus B. thermoleovorans bzw. B. thermoglucosidasius

auf. Bei einer Datenbankanalyse der abgeleiteten PycB Teilsequenz (88 Aminosduren) wurden
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die mit Abstand grof3ten Homologien (50 % Identitdt) zu der kleinen Untereinheit der Phenol-
Hydroxylase aus B. thermoglucosidasius gefunden. Das Strukturgen der P2C-MO aus
Arthrobacter sp. Pyl konnte inzwischen ebenfalls kloniert werden (T. Wolsch,
unverdffentlichte Daten). Eine vollstdndige Sequenz liegt hier momentan aber noch nicht vor.
Im Bereich der bestimmten Teilsequenz von 270 Aminosduren besteht eine Identitdt von 68 %
zwischen PycA und der P2C-MO aus Arthrobacter sp. Pyl. Da beide Enzyme das gleiche
Substrat umsetzen, entspricht dieses Ergebnis den Erwartungen. Aufgrund der
unterschiedlichen Katalyse-Mechanismen der beiden Proteine, sollten jedoch auch signifikante
Abweichungen in ihrer Primérstuktur vorhanden sein. Die weitere Analyse der vollstdndigen

Aminosduresequenz wird dariiber Aufschluss geben.

1.2. Abbau von Morpholin durch Mycobacterium sp. HES

Morpholin ist ein xenobiotischer Heterozyklus, der sowohl zu den Ethern als auch zu den
sekunddren Aminen gehort (Abb. 3). Aufgrund der daraus resultierenden Eigenschaften wird
diese Verbindung in der chemischen Industrie fiir unterschiedlichste Zwecke eingesetzt. Sie
dient als Losungsmittel, Antikorrosionsmittel, Zusatz bei der Gummiherstellung und
Synthesebaustein bei der Produktion von Pharmaka und Pestiziden (Mijos, 1978; Anon, 1989).
Das iiber die Abwiésser in die Umwelt gelangende Morpholin kann chemisch oder biologisch
zum karzinogenen N-Nitrosomorpholin umgesetzt werden (Enzmann et al., 1995). Eine
Dekontamination solcher Abwésser ist somit aus dkologischen und medizinischen Griinden
notwendig.

Die bisher beschriebenen Morpholin-verwertenden Bakterien gehdéren mit wenigen
Ausnahmen zur Gattung Mycobacterium (Knapp et al., 1982; Cech et al., 1988; Poupin et al.,
1998, 1999b). Eine gemeinsame Eigenschaft aller bekannten Morpholin-abbauenden Kulturen
ist die niedrige Wachstumsrate, weshalb sie fiir einen biotechnologischen Einsatz nur bedingt
geeignet erscheinen (Cech et al., 1988; Knapp und Brown, 1988; Mazure und Truffaut, 1994;
Poupin et al, 1996, 1998). Obwohl bereits verschiedene Wege fiir den Morpholin-
Katabolismus vorgeschlagen wurden, gab es zu Beginn der hier vorgestellten Arbeiten keine
konkreten Informationen iiber die am Abbau beteiligten Enzyme (Bernhardt und Diekmann,
1991; Swain et al., 1991; Mazure und Truffaut, 1994). Das Ziel der in den folgenden Kapiteln
zusammengefaliten Untersuchungen bestand somit zunédchst darin, eine Reinkultur zu

isolieren, die Morpholin mit hoher Rate abbaut und damit die Voraussetzungen fiir einen in
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situ Einsatz zur Dekontamination von Abwissern mitbringt. Weiterhin sollte das Enzym
isoliert und charakterisiert werden, welches den initialen Angriff auf den Morpholin-Ring
katalysiert. Damit lieBe sich die Frage kliren, ob die Offnung des Ring-Systems am N- oder O-
Atom erfolgt.

1.2.1. Isolierung und Charakterisierung einer Morpholin-abbauenden Reinkultur

Zur Isolierung Morpholin-abbauender Organismen wurden Mineralmedien, die 20 mM
Morpholin als einzige Kohlenstoff-, Sickstoff- und Energiequelle enthielten, mit
unterschiedlichen Bodenproben beimpft. Auf diese Weise konnte ein orange geférbtes,
stadbchenformiges, Gram-positives Bakterium mit einem G+C-Gehalt von 69 % in Reinkultur
isoliert werden, das als Stamm HES bezeichnet wurde (DSM 44238). Mittels
chemotaxonomischer Untersuchungen und einer Analyse der 16S rRNA Sequenz konnte
Stamm HES als Mitglied der Gattung Mycobacterium identifiziert werden. Mit 99,4, 98,7 und
98,3 % Identitit bestanden die groBten Ahnlichkeiten zu den entsprechenden Sequenzen der
schnell wachsenden Mycobakterien M. gilvum, M. parafortuitum und M. chlorophenolicum
(Schréder et al., 2000). Trotz der sehr hohen Homologie zwischen der 16S rRNA Sequenz von
Mycobacterium sp. HES und M. gilvum, deuteten wachstumsphysiologische Untersuchungen
darauf hin, dass es sich um zwei verschiedene Arten handeln konnte. So war der gelbe M.
gilvum Typstamm (DSM 44245) nicht in der Lage, die zyklischen Amine Morpholin, Piperidin
und Pyrrolidin zu verwerten. Im Gegensatz zu Mycobacterium sp. HES, das sehr gut auf L-
Alanin wuchs und dabei eine aktive L-Alanin Dehydrogenase exprimierte, konnte M. gilvum
auch dieses Substrat nicht verwerten (siche Kapitel 1.2.2.). Aus den erhaltenen Ergebnissen
konnte ebenfalls geschlossen werden, dass es sich bei Mycobacterium sp. HES nicht um einen
der bereits bekannten Morpholinverwerter handelt. Diese als MOI1, MorG bzw. RPI
bezeichneten Mycobacterium Stimme zeigten die groBten Ahnlichkeiten zu M. aurum, M.
chelonae bzw. M. chlorophenolicum (Cech et al., 1988, Combourieu et al., 1998; Poupin et al.,
1998). Ob Stamm HES eine neue Art der Gattung Mycobacterium ist, kann erst durch DNA-
DNA-Homologiestudien endgiiltig gekléart werden.

Die maximale Wachstumsrate von Mycobacterium sp. HES wurde mit 0,17 h™' bei einer
Morpholinkonzentration von 30 mM, pH 7,2 und 30 °C ermittelt. Dieser Wert lag um den
Faktor 2 bis 3 iiber den Wachstumsraten anderer Morpholinverwerter (Schriader et al., 2000).

Unter diesen Bedingungen wurde Morpholin mit einer Rate von 0,84 mmol (Gramm
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Trockengewicht)! abgebaut. Obwohl die Wachstumsrate bei steigender Substratkonzentration
abnahm, konnte Stamm HES auch in Gegenwart von 100 mM Morpholin noch wachsen und
baute 70 % des eingesetzen Substrates ab. Neben Morpholin wurden auch die strukturell
verwandten zyklischen Amine Piperidin und Pyrrolidin von Stamm HES als
Wachstumssubstrate verwertet, was eine allgemeine Eigenschaft der bisher beschriebenen
Morpholinverwerter zu sein scheint (Mazure und Truffaut, 1994; Poupin et al., 1998). Die
Féahigkeit zum Abbau der drei zyklischen Amine war bei Mycobacterium sp. HES nicht
konstitutiv vorhanden. Interessanter Weise wurde der Pyrrolidin-Abbau aber auch durch
Morpholin und Piperidin induziert. Umgekehrt erfolgte keine Induktion des Morpholin- bzw.
Piperidin-Abbaus durch Pyrrolidin (Schrider et al., 2000). N-substituierte Morpholinderivate,
2-Morpholinoethanol und Piperazin, wurden von Stamm HES nicht verwertet. Wachstum
konnte hingegen auf verschiedenen Carbon- und Aminosduren sowie auf den postulierten
Intermediaten des Morpholin Katabolismus Glykolat und Glyoxylat beobachtet werden (Abb.
3). Der Abbau der beiden C,-Sduren erfolgte bei vorherigem Wachstum auf Morpholin ohne
lag-Phase. Sie konnten damit also auch bei Mycobacterium sp. HES Intermediate des
Morpholin-Abbaus sein. Ethanolamin, ein weiteres postuliertes Intermediat des Morpholin-
Abbaus (Swain et al., 1991), wurde von Stamm HES erst nach einer lag-Phase von mehr als 50
h abgebaut, was darauf hindeutet, dass diese Verbindung bei Stamm HES wahrscheinlich nicht
als Zwischenprodukt gebildet wird (Schrider et al., 2000). Der Abbau von 2-(2-
Aminoethoxy)acetat sowie des entsprechenden Aldehyds, der als priméres Produkt der
Ringspaltung am N-Atom postuliert wird (Abb. 3; Poupin et al., 1998), konnte nicht
untersucht werden, da diese Substanzen kommerziell nicht verfiigbar sind. Diglykolat wurde
kiirzlich durch Ionenspray-Massenspektrometrie als Intermediat des Morpholin Katabolismus
in Mycobacterium sp. MO1 nachgewiesen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der
Organismus dieses Substrat vollstdndig abbaut (Combourieu et al., 2000). Im Gegensatz dazu
war Stamm HES nicht in der Lage, Diglykolat als Wachstumssubstrat zu nutzen (B. Sielaff,
unveroffentlichte Daten). Der Stamm baut Morpholin also entweder {iber einen anderen Weg
ab oder er kann das doppelt geladene Diglykolat nicht in die Zelle aufzunehmen. Der Abbau
von Morpholin konnte bei Mycobacterium sp. HES also durchaus iiber Diglykolat verlaufen.
Bei der Spaltung dieses symmetrischen Ethers durch eine Oxygenase kdnnten dann Glykolat
und Glyoxylat entstehen, wéhrend Ethanolamin in diesem Falle nicht als Intermedat gebildet

wird (Abb. 3).
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Faflit man die in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse zusammen, so wurde mit
Mycobacterium sp. HES erstmals ein Morpholinverwerter isoliert, der aufgrund seiner deutlich
hoheren Wachstumsraten und der ausgepriagten Toleranz gegeniiber dem Losungsmittel das
Potential fiir einen in situ Einsatz zur Abwasserreinigung besitzt. Die taxonomischen Daten
lassen vermuten, dass es sich bei diesem Bakterium um eine neue Art der schnell wachsenden
Mycobakterien handeln konnte. Die wachstumsphysiologischen Untersuchungen sowie die
unter 1.2.3. beschriebenen enzymatischen Analysen legen den Schlul nahe, dass

Mycobacterium sp. HES Morpholin iiber den gleichen Weg wie Mycobacterium sp. MO1

abbaut.
(0]
“O0C-CHO + HOH,C-COO~
Glyoxylat Glykolat
N
Morpholin T Monooxygenase
NAD(P)H 02
)l <,> P450,,, 006" o0
NAD(P
®) H0 Diglykolat
ioj
N~ oH T
OHC™ N~ NCoo

2-Hydroxymorpholin
2-(2-Oxoethoxy)acetat

l NAD(P)H v)T <v NH;
NAD(P) HyO
HoN H,N
2 \/\O/\CHO — > 2 \/\O/\COO'

2-(2-Aminoethoxy)acetaldehyd 2-(2-Aminoethoxy)acetat

Abb. 3: Postulierter Abbauweg von Morpholin durch Mycobacterium sp. MO1 (modifiziert
nach Combourieu et al., 2000). Die Intermediate 2-(2-Aminoethoxy)acetat, Diglykolat
und Glykolat konnten beim Wachstum auf Morpholin nachgewiesen werden. Fiir die
initiale Hydroxylierung des Substrats wird eine Cytochrom P450-abhéngige
Monooxygenase-Reaktion (P450,,,,) postuliert (siche Kapitel 1.2.3.).
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1.2.2. Funktion der L-Alanin Dehydrogenase beim Wachstum von Mycobacterium sp.

HES auf Morpholin

Fiir die initiale Oxidation von Morpholin 148t sich sowohl eine Oxygenase- als auch eine
Dehydrogenase-Reaktion postulieren, wobei in beiden Féllen 2-Hydroxy-Morpholin als
Produkt entstehen wiirde. Analog zum Abbau von Pyrrolidin durch Pseudomonas fluorescens
(Jacoby und Fredericks, 1959) wurde fiir Mycobacterium sp. MorG vorgeschlagen, dass eine
Dehydrogenase den Abbau von Morpholin und Pyrrolidin einleitet (Swain et al., 1991). Eine
entsprechende Enzymaktivitit konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Nach dem
Wachstum von Mycobacterium sp. HES auf Morpholin, Pyrrolidin und Piperidin konnte in den
entsprechenden Extrakten eine Reduktion von NAD beobachtet werden, die sich durch die
Zugabe von Morpholin deutlich stimulieren lie (Schuffenhauer et al., 1999). Da diese
Aktivitét in Extrakten von Glukose- oder Succinat-gewachsenen Zellen nicht nachweisbar war,
lag die Vermutung nahe, dass es sich bei dem entsprechenden Enzym um eine Morpholin-
Dehydrogenase handeln konnte. Die postulierte Dehydrogenase wire somit beziiglich der
katalysierten Reaktion ein der Prolin-Dehydrogenase aus E. coli analoges Enzym (Xia et al.
1995). Um diese Vermutung zu iiberpriifen, sollte das Enzym aus Morpholin-gewachsenen
Zellen isoliert werden. Nach der chromatographischen Trennung der Extrakte, konnte die
Aktivitét erst durch die Vereinigung zweier Fraktionen rekonstituiert werden (Schuffenhauer
et al., 1999). Durch eine weitere Analyse beider Fraktionen konnte die eine Komponente als
Protein und die zweite Komponente als L-Alanin identifiziert werden. Die Konzentration von
L-Alanin in Extrakten aus Morpholin-gewachsenen Zellen betrug ca. 0.25 mM. Somit lag die
Vermutung nahe, dass es sich bei der Protein-Komponente um eine L-Alanin-Dehydrogenase
handeln konnte, die offenbar durch Morpholin stimuliert wurde. Diese Annahme konnte durch
die Charakterisierung des Enzyms sowie den Nachweis der Enzymaktivitdt in L-Alanin-
gewachsenen Zellen bestitigt werden (Schuffenhauer et al., 1999). Das isolierte Protein
bestand aus vier identischen Untereinheiten mit einem Molekuargewicht von 41 kDa. Der N-
Terminus des gereinigten Proteins hatte die hdchsten Sequenzhomologien zu L-Alanin-
Dehydrogenasen aus Mycobacterium tuberculosis und verschiedenen Bacilli (Kuroda et al.,
1990; Andersen et al., 1992; Jaacks Siranosian et al., 1993). L-Alanin war das einzige
Substrat, das oxidativ deaminiert wurde, wohingegen Glyoxylat, Pyruvat, 2-Oxobutyrat und
Oxalacetat als Substrate fiir die reduktive Aminierung genutzt werden konnten. Keine

Aktivitdt wurde mit den zyklischen Aminen Morpholin, Pyrrolidin oder Piperidin gemessen.
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Sehr ungewdhnlich war aber die Beobachtung, dass die L-Alanin-Dehydrogenase-Aktivitit
durch Morpholin deutlich stimuliert wurde (Schuffenhauer et al., 1999). Dieser Effekt trat
jedoch erst dann auf, wenn die eingesetze L-Alanin-Konzentration unterhalb des flir dieses
Substrat bestimmten K,-Wertes lag und verstirkte sich bei abnehmender Konzentration.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Zugabe von Morpholin zu einer Absenkung des K-
Wertes flihrte. So verringerte sich der K,-Wert fiir L-Alanin in Gegenwart von 50 mM
Morpholin ca. um den Faktor drei. Der in Rohextrakten beobachtete Einflul von Morpholin
auf die NAD-Reduktion beruht somit auf einer Stimulierung der L-Alanin-Dehydrogenase-
Aktivitét.

Eine mogliche Funktion der L-Alanin-Dehydrogenase in Mycobacterium sp. HES konnte
die Assimilation von Ammonium beim Wachstum auf N-haltigen Substraten sein. Die
beobachtete deutliche Stimulation der Enzymaktivitit durch Ammonium unterstiitzte diese
Hypothese (Schuffenhauer et al., 1999). Beim Wachstum von Mycobacterium sp. HES auf
Morpholin konnten nur 50 % des theoretisch zu erwartenden Ammoniums wiedergefunden
werden (Schriader et al., 2000). In Gegenwart hoher Ammonium-Konzentrationen ist die
Glutamat-Dehydrogenase in der Regel fiir die Assimilation verantwortlich (Tyler, 1978). Eine
solche Enzymaktivitdt konnte im Gegensatz zu Mycobacterium smegmatis in Mycobacterium
sp. HES unabhéngig von den Wachstumsbedingungen nicht nachgewiesen werden (Sarada et
al., 1980; Schuffenhauer et al., 1999). Bei anderen Bakterien, die ebenfalls nicht {iber eine
Glutamat-Dehydrogenase verfiigen, konnte gezeigt werden, dass deren Funktion durch die L-
Alanin-Dehydrogenase iibernommen werden kann (Aharonowitz und Friedrich, 1980; Cacciari
et al., 1986). Eine solche Funktion der L-Alanin-Dehydrogenase konnte somit auch fiir
Mycobacterium sp. HES angenommen werden. Bei niedrigen Konzentrationen wird
Ammonium gewohnlich durch eine Glutamin-Synthetase assimiliert. Dies scheint auch bei
Mycobacterium sp. HES der Fall zu sein, da eine entsprechende Aktivitét in allen untersuchten
Extrakten gemessen werden konnte. Allerdings war die Glutamin-Synthetase-Aktivitdt nach
dem Wachstum auf N-freien Substraten 4-fach hoher als in Morpholin-, Pyrrolidin- oder
Piperidin-gewachsenen Zellen. Wie bei anderen Glutamin-Synthetasen ist dies wahrscheinlich
auf die Hemmung der Enzymaktivitit in Gegenwart hoher Ammonium- oder L-Alanin-
Konzentrationen zuriickzufiihren (Alvarez und McCarthy, 1984; Patterson und Hespell, 1985).

Die L-Alanin-Dehydrogenase-Aktivitdt scheint in Mycobacterium sp. HES offenbar auf
unterschiedlichen Ebenen reguliert zu werden: 1.) Beim Wachstum auf Pyruvat war keine

Aktivitdt meBbar, obwohl dieses Substrat vom Enzym umgesetzt wird. 2.) Die Deaminierung
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von L-Alanin wird bei geringen Konzentrationen durch Morpholin stimuliert und Ammonium
hat ebenfalls einen positiven EinfluB auf diese Aktivitit. 3.) Es wurden zwei Isoenzyme
nachgewiesen, die sich beziiglich ihrer isoelektrischen Punkte deutlich unterschieden
(Schuffenhauer et al., 1999). Wie bei anderen Bakterien konnte die L-Alanin-Dehydrogenase
als Bindeglied zwischen C- und N-Stoffwechsel fungieren (McCowen und Phibbs, 1974; Sawa
et al.,, 1995), was eine komplexe Regulation notwendig erscheinen 148t. In Bezug auf den
Morpholin-Katabolismus ist eine solche Verbindung von C- und N-Stoffwechsel dadurch
gegeben, dass die L-Alanin-Dehydrogenase das postulierte Intermediat Glyoxylat reduktiv zum
Glycin aminieren kann. Dieses konnte dann {iber Serin und Pyruvat in die Glukoneogenese
einflieBen.

Wie bereits erwdhnt, wurde Diglykolat als Intermediat beim Morpholin-Abbau durch
Mycobacterium sp. MO1 nachgewiesen (Combourieu et al., 2000). Dieses Ergebnis
widerspricht der frilheren Hypothese, dass nach der Spaltung der C-N-Bindung eine
Etherspaltung unter Bildung von Ethanolamin und Glyoxylat bzw. 2-Aminoacetaldehyd und
Glykolat erfolgt (Swain et al., 1991). Vielmehr miifite das primdre Spaltprodukt 2-(2-
Aminoethoxy)acetaldehyd zur entsprechenden Carbonsédure oxidiert und anschlieend oxidativ
deaminiert werden (Abb. 3). Aus dem Reaktionsprodukt 2-(2-Oxoethoxy)acetat konnte dann
durch einen weiteren Oxidationsschritt Diglykolat entstehen. Analoge Intermediate ohne
Etherbindung wiren auch fiir den Abbau von Pyrrolidin und Piperidin zu fordern. Sollte dieser
Abbauweg auch fiir Mycobacterium sp. HES zutreffen, konnte die L-Alanin-Dehydrogenase
direkt an der oxidativen Deaminierung der primaren Spaltprodukte beteiligt sein. Zur Priifung
dieser Hypothese ist es notwendig, das Substratspektrum der L-Alanin-Dehydrogenase erneut
zu untersuchen. Bei der Akkumulation von Ammonium im Medium konnte die L-Alanin-
Dehydrogenase auch fiir die Bildung von L-Alanin als Endprodukt des Morpholin-
Stoffwechsels verantwortlich sein.

Die dargestellten Ergebnisse lassen den Schluf3 zu, dass die L-Alanin-Dehydrogenase, auch
wenn ihre genaue physiologische Funktion noch nicht gekldrt werden konnte, beim Wachstum

von Mycobacterium sp. HES auf Morpholin eine wichtige Rolle im Zellstoffwechsel spielt.
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1.2.3. Identifizierung und Charakterisierung der P450-abhiingigen Morpholin-

Monooxygenase

Mehrfache Versuche, eine Morpholin-umsetzende Enzym-Aktivitidt in Rohextrakten von
Mycobacterium sp. HES zu detektieren, flihrten trotz Variation aller Parameter im Enzymtest
und beim ZellaufschluB3 zu keinem Ergebnis (Schriader et al., 2000; Sielaff et al., 2001). Aus
diesem Grund wurde der Morpholin-Umsatz durch ruhende und permeabilisierte Zellen
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Zellen nur in Gegenwart von Sauerstoff in der
Lage waren, Morpholin mit signifikanter Rate umzusetzen (Schréider et al., 2000). Dies war
ein erster Hinweis auf eine Oxygenase als einleitendes Enzym des Morpholin-Abbaus. Mittels
CO-Differenzspektren wurde in Morpholin-gewachsenen Zellen von Mycobacterium HES ein
spezifisch exprimiertes Cytochrom P450 nachgewiesen (Sielaff et al., 2001). Eine signifikante
Hemmung des Wachstums in Gegenwart des P450-spezifischen Inhibitors Metyrapon (Testa
und Jenner, 1981) legte die Vermutung nahe, dass dieses Cytochrom P450 am Morpholin-
Abbau beteiligt ist (Sielaff et al., 2001). Nur das Wachstum auf Morpholin, Pyrrolidin und
Piperidin wurde durch Metyrapon deutlich gehemmt, und ein Cytochrom P450 war, wie auch
bei anderen Mycobakterien, nur nach dem Wachstum auf diesen Substraten nachweisbar
(Poupin et al.,, 1999b; Schrider et al., 2000). Daraus wurde geschlossen, dass in
Mycobacterium sp. HES eine P450-abhédngige Monooxygenase in den Abbau der drei
zyklischen Amine involviert ist. Da eine solche Monooxygenase offenbar auch am Abbau von
Substraten beteiligt ist, die keine Etherbindung enthalten, kann sie nicht fiir die Spaltung dieser
Bindung verantwortlich sein. Vielmehr liegt der Schlufl nahe, dass diese Monooxygenase den
Morpholin-Ring am C-Atom in Nachbarschaft zum N-Heteroatom hydroxyliert, was dann zur
Ringspaltung unter Bildung von 2-(2-Aminoethoxy)acetaldehyd fiihrt (Abb. 3). Mittels 'H-
NMR, die uns als Methode nicht zur Verfiigung stand, konnte 2-(2-Aminoethoxy)acetat als
Intermediat des Morpholin-Abbaus in Mycobacterium sp. MO1 nachgewiesen werden, was
diese Hypothese bestdtigte (Combourieu et al., 1998).

Trotz der offensichtlichen Beteiligung von Cytochrom P450-abhéngigen Monooxygenasen
am Abbau der drei zyklischen Amine, konnte eine enzymatische Aktivitit bisher nicht
nachgewiesen werden (Poupin et al., 1998, Poupin et al., 1999b; Schrider et al., 2000; Sielaff
et al., 2001). Aufgrund der extrem instabilen Aktivitit dieser Monooxygenasen, ist eine
Charakterisierung wohl nur auf indirektem Wege moglich. Ausgehend von Morpholin-

gewachsenen Zellen konnte ein als P450,,,; bezeichnetes Cytochrom aus Mycobacterium sp.
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HES iiber die Aufnahme von CO-Differenzspektren bis zur Homogenitdt gereinigt werden
(Sielaff et al., 2001). Das isolierte Protein lag als Monomer mit einem Molekulargewicht von
45 kDa vor und zeigte ein fiir Cytochrome typisches Absorptionsspektrum. Die Zugabe von
Substrat und dessen Bindung am aktiven Zentrum hat bei P450-Cytochromen in der Regel eine
Verschiebung der Soret-Bande in den Bereich kiirzerer Wellenldngen zur Folge (Jefcoate,
1978; Poulus et al., 1986; Eltis et al., 1993). Eine solche Verschiebung konnte fiir P450,,,,
nicht beobachtet werden, was darauf schlieflen liel3, dass das isolierte Protein nicht mehr in der
Lage war, Morpholin zu binden (Sielaff et al., 2001). Differenzspektren des reduzierten und
CO-behandelten Proteins zeigten das charakteristische namengebende Absorptionsmaximum
bei 450 nm. Bei einer Inkubationstemperatur von 30 °C war das Maximum nach 30 min
vollstidndig in den Bereich von ca. 420 nm verschoben. Die Umwandlung vom P450 zum P420
ist eine typische Eigenschaft von P450-Cytochromen, wobei das P420 enzymatisch inaktiv ist
(Martinis et al., 1996). Fiir andere P450-Cytochrome konnte eine solche Umwandlung erst
nach einer drastischen Behandlung mit organischen Losungsmitteln, hohen Temperaturen oder
hohen Driicken beobachtet werden (Martinis et al., 1996). Es handelt sich bei P450,,, also
offenbar um ein Protein mit extrem labiler Struktur, was auch den Befund erkldren konnte,
dass in Rohextrakten keine Aktivitdt meBbar war.

Bei der Sequenzanalyse eines internen Peptids aus P450.,, (19 Aminosduren) zeigten sich
signifikante Ahnlichkeiten zu verschiedenen P450-Cytochromen aus Streptomyceten und
Bradyrhizobium japonicum (Tully und Keister, 1993; Arisawa et al., 1995; Dickens und
Strohl, 1996; Omer et al., 1996; Walczak et al., 1999). Bemerkenswert war allerdings die
vollstindige Identitit mit einem postulierten Cytochrom P450 aus M. smegmatis mc*155
(Poupin et al., 1999a). Die Sequenz dieses Cytochrom P450 (PipA) wurde aus einem als pipA
bezeichneten Gen abgeleitet, welches mittels Transposon-Mutagenese und spezifischem
Genaustausch identifiziert wurde. Im Rahmen dieser Versuche konnte gezeigt werden, dass M.
smegmatis mc*155 Pyrrolidin und Piperidin nur dann abbauen kann, wenn ein intaktes pipA
Gen vorhanden ist (Poupin et al., 1999a). Interessanterweise ist M. smegmatis mc*155 nicht in
der Lage, auf Morpholin zu wachsen. PipA und P450,, sollten dementsprechend nicht
identisch sein. In einem bisher sequenzierten Teilbereich des fiir P450,,,, kodierenden Gens,
der einer Lange von 290 Aminosduren entspricht, waren 87,6 % der Aminoséduren identisch
(B. Sielaff, unveroffentlichte Ergebnisse). Die strukturelle Verwandtschaft der Substrate
Pyrrolidin, Piperidin und Morpholin sowie die hohen Sequenzhomologien zwischen PipA und

P450,,r deuten darauf hin, dass die beiden Proteine eine analoge Reaktion katalysieren. Wie
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bereits dargelegt, kann es sich hier nur um eine Hydroxylierung in Nachbarschaft zum N-
Heteroatom handeln, die eine Spaltung der C-N-Bindung zur Folge hat.

Die meisten P450-abhidngigen Monooxygenasen bestehen aus drei Komponenten: der
Oxygenase, einem kleinen Eisen-Schwefel-Protein vom Ferredoxin-Typ und einer Flavin-
enthaltenden Reduktase (Degtyarenko, 1995; Munro und Lindsay, 1996). Die Elektronen
werden vom NAD(P)H {iiber das Flavin der Reduktase auf das Ferredoxin iibertragen. Von

hieraus gelangen sie dann zum katalytischen Zentrum der Oxygenase (Abb. 4).

Reduktase Fd P450, .

mor

NAD(P)H, ~

NAD(P)* ’

@ Morpholin
2-OH-Morpholin

Abb. 4: Schematische Darstellung der Struktur und Katalyse P450-abhiangiger
Monooxygenasen am Beispiel der postulierten Morpholin-Monooxygenase.
P45010r und Fdper, aus Morpholin-gewachsenen Mycobacterium sp. HES Zellen
isoliertes Cytochrom P450 bzw. 3Fe-4S-Ferredoxin. Reduktase, postulierte

konstitutiv gebildete Reduktase.

Nach dem Wachstum von Mycobacterium sp. HES5 auf Morpholin konnte {iber die
Bestimmung des sdurelabilen Schwefels in Zellextrakten ein Eisen-Schwefel-Protein
nachgewiesen werden, das in Extrakten aus Succinat-gewachsenen Zellen nicht vorhanden war
(Sielaff et al., 2001). Das homogene Protein, das als Fd, bezeichnet wurde, besitzt ein
Molekulargewicht von 6,8 kDa und eine dimere native Struktur. Das Absorptionsspektrum von
Fdor deutete darauf hin, dass das Protein 4Fe-4S- bzw. 3Fe-4S-Zentren enthielt (Sielaff et al.,
2001). Die Analyse der N-terminalen Aminosduresequenz bestdtigte diesen Befund.
Signifikante Ahnlichkeiten waren zu 3Fe-4S-Ferredoxinen aus verschiedenen Streptomyceten
vorhanden, die alle Bestandteil einer P450-abhéngigen Monooxygenase sind (O’Keefe et al.,
1991; Trower et al., 1992). Wie P450,,,; zum PipA-Protein zeigte Fd,,or die groBte Homologie

zu einem 3Fe-4S-Ferredoxin aus M. smegmatis mc*155. Die Sequenz dieses mutmaBlichen
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Ferredoxins wurde von einem Gen abgeleitet, das direkt neben pipA liegt. Es handelt sich bei
diesem Ferredoxin also wahrscheinlich um die zweite Komponente einer P450-abhéngigen
Monooxygenase, die die initiale Reaktion beim Pyrrolidin- und Piperidin-Abbau katalysiert
(Poupin et al., 1999a). Das fiir Fdy, kodierende Gen befindet sich ebenfalls in direkter
Nachbarschaft zum P450,,,,-Gen (B. Sielaff, unveroffentlichte Daten). Somit ist Fdy,o sehr
wahrscheinlich die zweite Komponente einer spezifisch durch Morpholin induzierten P450-
abhéngigen Monooxygenase.

Die dritte, noch fehlende Reduktase-Komponente konnte trotz intensiver Suche bisher nicht
identifiziert werden (Sielaff et al., 2001). Dieses Ergebnis war insofern erkldrbar, als auch bei
M. smegmatis mc*155 in Nachbarschaft zu pip4 und dem Ferredoxin Gen kein offener
Leserahmen gefunden wurde, der fiir eine solche Reduktase kodiert (Poupin et al., 1999a).
Auch bei verschiedenen Streptomyceten, deren Proteine signifikante Homologien zu P450,0;
und Fd,o zeigten, lagen die Gene des Cytochrom P450 und des Ferredoxins als Cluster vor.
Ein Reduktase-Gen wurde in deren Nachbarschaft jedoch nicht gefunden (O'Keefe et al.,
1991; Trower et al., 1992). Weiterhin war die Aktivitit der Monooxygenase durch
unspezifische Reduktasen rekonstituierbar (O'Keefe und Harder, 1991). Demnach bestehen
diese Monooxygenasen offenbar aus spezifisch induzierten P450-Cytochromen und
Ferredoxinen und einer konstitutiv vorhandenen Reduktase. Diese Hypothese wiirde auch
erkldren, warum nach dem Wachstum von Mycobacterium sp. HES auf Morpholin keine
spezifische Reduktase-Aktivitit nachgewiesen werden konnte.

Faflt man die dargestellten Ergebnisse zusammen, so wurden mit P450,,, und Fdpor
erstmals zwei Proteine isoliert und charakterisiert, die am bakteriellen Morpholin-Abbau
beteiligt sein konnten. Diese Proteine sind mit groBer Wahrscheinlichkeit Komponenten einer
P450-abhingigen Monooxygenase, die eine Hydroxylierung des C-Atoms in Nachbarschaft
zum N-Heteroatom katalysiert, was dann zur Offnung des Morpholin-Rings fiihrt. Die
ermittelten Daten bilden die Grundlage flir die bereits begonnene Analyse dieser
Monooxygenase auf molekularbiologischer Ebene. Bei keiner der bisherigen Untersuchungen
zum Morpholin-Abbau konnte die direkte Umsetzung dieses Substrats durch ein Enzym
gezeigt werden. Alle Informationen iiber die am Abbau beteiligten Enzyme beruhen
ausschlieflich auf indirekten Nachweismethoden. Die jetzt bekannten strukturellen
Eigenschaften der Morpholin-Monooxygenase aus Mycobacterium sp. HES konnten dazu
genutzt werden, Bedingungen zu etablieren, unter denen die entsprechende Enzymaktivitét

direkt nachweisbar ist.
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1.3. Abbau von Tetrahydrofuran durch Pseudonocardia sp. K1

Tetrahydrofuran (THF) ist ein zyklischer Ether (Abb. 6) xenobiotischen Ursprungs, der
aufgrund seiner chemischen Eigenschaften in der Industrie hédufig als Losungsmittel oder
Synthesebaustein verwendet wird. Da THF sehr fliichtig ist und eine hohe Wasserloslichkeit
besitzt, gelangt der Ether leicht in die Umwelt, wo er eine toxische Wirkung entfalten kann
(Moody, 1991; Draper et al., 1997). Im Gegensatz zum Furan, dessen Abbau gut untersucht ist,
gibt es iliber den Katabolismus von THF, das lange als biologisch nicht abbaubar galt, sehr
wenige Informationen (Bernhardt und Diekmann, 1991; Parales et al., 1994; Bock et al., 1996).
Ein Wachstum auf THF wurde bisher lediglich fiir einen als Rhodococcus ruber identifizierten
Stamm und ein zu den Pseudonocardien gehdrendes Bakterium beschrieben (Bernhardt und
Diekmann, 1991; Parales et al., 1994; Bock et al., 1996). Allerdings waren die tolerierten
THF-Konzentrationen sehr gering, was diese Kulturen fiir einen in sifu Einsatz als nicht
geeignet erscheinen 14Bt. Die am THF-Abbau beteiligten Enzyme sind bisher nicht untersucht
worden, und der postulierte THF-Abbauweg beruht lediglich auf Studien verwertbarer
Wachstumssubstrate (Bernhardt und Diekmann, 1991). Das Ziel der im folgenden
zusammengefaliten Arbeiten bestand deshalb zundchst in der Isolierung einer THF-
abbauenden Reinkultur, die eine hohe Toleranz gegeniiber dem Losungsmittel besitzt.

Weiterhin sollten die am Abbau beteiligten Enzyme identifiziert und charakterisiert werden.

1.3.1. Isolierung und Charakterisierung einer THF-abbauenden Reinkultur

Aus einer Abwasserprobe konnte mittels Anreicherungskulturen, die 10 mM THF als
alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle enthielten, ein als Stamm K1 bezeichnetes Bakterium
(DSM 44239) in Reinkultur isoliert werden (Kohlweyer et al., 2000). Das Gram-positive,
stdbchenformige Bakterium zeigte ein mycelartiges Wachstum, hatte einen G+C-Gehalt der
DNA von 71,3 % und MK-8(H4) als Haupt-Menaquinon. Die morphologischen und
chemotaxonomischen Eigenschaften lieBen vermuten, dass Stamm K1 zur Gattung
Pseudonocardia gehort. Dies wurde durch die Bestimmung der 16S rRNA-Sequenz bestétigt,
die mit 99 % Identitit die groBten Homologien zu den entsprechenden Sequenzen von
Pseudonocardia sulfidoxydans und Pseudonocardia hydrocarbonoxydans aufwies (Reichert et

al., 1998; Lee et al., 2000; Kohlweyer et al., 2000).
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Pseudonocardia sp. Stamm K1 zeigte bei THF-Konzentrationen von 10-20 mM, 28 °C und
pH-Werten von 5,0-8,0, mit einer Verdopplungszeit von 14 h, optimales Wachstum. Nach
langerem Wachstum auf Vollmedium ging die Féhigkeit zur THF-Verwertung nicht verloren,
unterlag aber der spezifischen Induktion durch das Substrat (Kohlweyer et al., 2000). THF
wurde von Stamm KI1, bei geringfiigig niedrigeren Wachstumsraten, bis zu einer
Konzentration von 60 mM toleriert. Dieser Wert liegt um eine GroBenordnung iiber den THF-
Konzentrationen, die von anderen Organismen toleriert werden (Bernhardt und Diekmann,
1991; Parales et al., 1994). Als weitere Wachstumssubstrate konnte Pseudonocardia sp. K1
die postulierten Intermediate des THF-Abbaus y-Butyrolakton, 4-Hydroxybuttersdure und
Succinatsemialdehyd verwerten. Auch mit den Ethern 3-Hydroxy-THF, Diethylether und
Polyethylenglykol wurde ein Wachstum beobachtet. Methanol, Ethanol, 1,4-Butandiol,
Glyzerin und Toluol wurden ebenfalls als Wachstumssubstrate genutzt (Kohlweyer et al.,
2000). Eine vergleichende Untersuchung mit typischen Wachstumssubstraten von
Pseudonocardia sp. K1, P. sulfidoxydans und P. hydrocarbonoxydans zeigte, dass sich die
drei Stimme beziiglich der verwertbaren Verbindungen deutlich voneinander unterscheiden.
So konnte Stamm K1 Dimethyldisulfid, verschiedene Zucker, Tyrosin, Hexadekan und
Petroleum nicht als Wachstumssubstrate nutzen. Pseudonocardia sp. K1 konnte somit eine
neue Art der Gattung Pseudonocardia sein, was durch weitere Untersuchungen wie DNA-
DNA-Hybridisierung zu priifen wére.

Mit Stamm K1 steht nun erstmals ein Organismus zu Verfiigung, der fiir einen in situ
Einsatz zur Abwasserreinigung geeignet ist. Die guten Wachstumsraten sowie der hohe Zell-
Ertrag erdffneten zudem die Moglichkeit, durch enzymatische Studien Informationen iiber die

am Abbau beteiligten Enzyme zu erhalten.

1.3.2. Charakterisierung der THF-umsetzenden Monooxygenase

Ruhende und permeabilisierte Pseudonocardia sp. K1 Zellen setzten THF mit signifikanter
Rate um, wobei nach Zugabe des Substrats, ein erhohter Sauerstoffverbrauch zu beobachten
war. Dies liel vermuten, dass eine Monooxygenase am THF-Abbau beteiligt ist. In Extrakten
von THF-gewachsenen Zellen war trotz Variation aller relevanten Parameter keine THF-
abhidngige Enzymaktivitidt nachweisbar (Kohlweyer et al., 2000; Thiemer et al., 2001b). Eine
typische katalytische Eigenschaft vieler Monooxygenasen ist die NAD(P)H-abhédngige

Reduktion kiinstlicher Elektronenakzeptoren. Diese Teilaktivitdit wird hdufig durch eine
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separate Komponente katalysiert, was eine unabhingige Isolierung dieses Proteins ermoglicht
(Powlowski und Shingler, 1990; Weber et al., 1992; Becker et al., 1997; Hiibner et al., 1998;
Xun, 1996; Pessione et al., 1999; Galan et al., 2000). Auch in Zellextrakten von
Pseudonocardia sp. K1 konnte eine THF-spezifische NADH:Cytochrom c-Reduktase-
Aktivitdt detektiert und bis zur Homogenitidt des Enzyms gereinigt werden (Thiemer et al.,
2001b). Das monomere, als ThmD bezeichnete Protein hat ein Molekulargewicht von 40 kDa
und besitzt ein Flavin sowie ein Fe-S-Zentrum als Kofaktoren. Die Sequenz der 30 N-
terminalen Aminosduren zeigte die hochste Homologie zu den Sequenzen von
NAD(P)H:Akzeptor-Reduktasen verschiedener Multikomponenten-Monooxygenasen mit
binuklearem Eisenzentrum, wie der Phenol-Hydroxylase aus Pseudomonas putida H oder der
Alken-Monooxygenase aus Rhodococcus rhodochrous B-276 (Saeki und Furuhashi, 1994;
Hermann et al., 1995). Bestitigt wurde dieses Ergebnis nach der Klonierung und
Sequenzierung des entsprechenden Gens (thmD), das fir ein aus 360 Aminosduren
bestehendes Protein mit einem theoretischen Molekulargewicht von 39,7 kDa kodiert. Uber
den gesamten Bereich der abgeleiteten Aminosduresequenz waren signifikante Homologien zu
den Sequenzen der erwdhnten NAD(P)H:Akzeptor-Reduktasen vorhanden. Insbesondere
waren alle konservierten Bereiche der Primérstruktur, fiir die eine Beteiligung an der Kofaktor-
Bindung postuliert wurde, in der ThmD-Sequenz nachweisbar (Thiemer et al., 2001b). Im N-
terminalen Teil des Proteins befindet sich ein konserviertes Sequenzmotiv mit vier
Cysteinresten, das dem Motiv des 2Fe-2S-Cluster vom Chloroplasten-Typ-Ferredoxin sehr
dhnlich ist (Otaka und Ooi, 1989). Somit scheint auch ThmD ein 2Fe-2S-Cluster dieses Typs
zu besitzen. Fiir zwei weitere Sequenzmotive, die in ThmD konserviert sind, wird eine
Beteiligung an der Flavin- bzw. NADH-Bindung postuliert (Johnson und Olson, 1995; Neidle
et al., 1991). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde vermutet, dass es sich bei ThmD um die
NADH:Akzeptor-Reduktase einer Multikomponenten-Monooxygenase mit binuklearem
Eisenzentrum handelt und, dass diese THF-Monooxygenase (THF-MO) am THF-Abbau
beteiligt ist.

Obwohl alle strukturellen Eigenschaften von ThmD mit denen anderer NADH:Akzeptor-
Reduktasen tbereinstimmten, wies das Protein eine Besonderheit auf, die fiir ein solches
Enzym bisher noch nicht beschrieben wurde. Der Flavin-Kofaktor, der als FAD identifiziert
werden konnte, ist kovalent im Enzym gebunden (Thiemer et al., 2001b). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass die Bindung wahrscheinlich {iber die 8a-Position des FAD

erfolgt. Der Aminosdurerest, iiber den der Kofaktor kovalent mit dem Protein verkniipft ist,
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konnte bisher noch nicht identifiziert werden. Beim Peptid-Mapping zeigte das Enzym eine
ungewohnlich starke Bindung am verwendeten Sadulenmaterial und wies ein ausgeprigtes
Aggregationsverhaltens auf, so dass keine ausreichenden Mengen an analysierbaren Peptiden
erhalten werden konnten. Eine weitere Untersuchungen der Flavin-Bindung ist aber geplant.
Bisher sind erst ca. 30 Enzyme bekannt, fiir die eine kovalente Bindung des Flavin-Kofaktors
nachgewiesen werden konnte (Decker, 1993; Mewies et al., 1998). Offenbar gibt es nur drei
Aminosdure-Reste, die fiir eine kovalente Bindung des Flavins in Frage kommen: Histidin,
Tyrosin oder Cystein (Decker und Brandsch, 1991; Mewies et al., 1998). Kiirzlich wurde
allerdings ein Enzym beschrieben, bei dem das Flavin iiber einen Threonin-Rest kovalent
gebunden ist (Nakayama et al., 2000).

Das binukleare Eisenzentrum der Multikomponenten-Monooxygenasen, das im
katalytischen Zentrum fiir die Aktivierung des Sauerstoffmolekiils verantwortlich ist, besteht
aus zwei Eisenatomen, die iliber Sauerstoffatome miteinander verbriickt sind (Abb. 5;
Lipscomb, 1994; Westerheide et al., 2000). Enzyme mit einem solchen katalytischen Zentrum
sind am Abbau von Methan, Phenol, Toluol, Benzol, Alkenen, Isopren und Dimethylsulfid
beteiligt und katalysieren jeweils die initiale Hydroxylierung oder Epoxylierung des Substrats
(Byrne et al., 1993; Lipscomb, 1994; Powlowski und Shingler, 1994; Saeki und Furuhashi,
1994; Miura und Dalton, 1995; Johnson und Olson, 1995; Horinouchi et al., 1997; Small und
Ensign, 1997; Zhou et al., 1999; van Hylckama Vlieg et al., 2000). Basierend auf intensiven
Studien der Methan-Monooxygenase wurde ein Reaktionsmechanismus fiir die
Hydroxylierungs-Reaktion postuliert, bei dem die Eisenatome einen Valenzwechsel von +2
nach +4 durchlaufen (Lipscomb, 1994; Westerheide et al., 2000). Als strukturelle Komponente
findet man bei den Enzymen die eigentliche Oxygenase, die aus zwei oder drei verschiedenen
Untereinheiten aufgebaut ist, wobei das katalytische Zentrum in der groBten Untereinheit
lokalisiert ist (Abb. 5). Die zweite Komponente ist die bereits beschriebene
NAD(P)H:Akzeptor-Reduktase. Ein kleines, ca. 10 - 16 kDa groBes Protein, das fiir die
Katalyse der Hydroxylierungsreaktion essentiell ist, aber keine Kofaktoren enthilt, stellt die
dritte Komponente dar (Abb. 5). Einige Multikomponenten-Monooxygenasen besitzen als
vierte, zusitzliche Komponente ein Rieske-Typ 2Fe-2S-Ferredoxin (Harayama et al., 1992;
Zhou et al., 1999). Bei der Katalyse werden die Elektronen vom NAD(P)H auf das FAD der
Reduktase iibertragen und von dort intramolekular zum 2Fe-2S-Zentrum weitergeleitet.

AnschlieBend werden sie entweder direkt auf die Oxygenase iibertragen oder sie flieen tiber
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das 2Fe-2S-Ferredoxin zur Oxygenase, wo dann die Hydroxylierung des Substrats erfolgt

(Abb. 5).

ThmD ThmC
NAD(P)H b @
NAD(P)

Abb. 5: Schematische Darstellung von Untereinheiten-Struktur und Katalyse der

2-OH-THF

Multikomponenten-Monooxygenasen mit binuklearem Eisenzentrum am Beispiel

der postulierten THF-MO.

Die Strukturgene aller bisher darauthin untersuchten Multikomponenten-Monooxygenasen
mit binuklearem Eisenzentrum liegen in einem Gen-Cluster oder Operon (Nordlund et al.,
1990; Stainthorpe et al., 1990; Byrne et al., 1993; Saeki und Furuhashi, 1994; Herrmann et al.,
1995; Johnson und Olson, 1995; Horinouchi et al., 1997; Zhou et al., 1999; van Hylckama
Vlieg et al., 2000). Um weitere Informationen iiber die postulierte THF-MO zu erhalten, lag es
somit nahe, zu untersuchen, ob sich in den DNA-Regionen stromauf- und stromabwérts von
thmD weitere Strukturgene einer Multikomponenten-Monooxygenase befinden. Bei der
Analyse der entsprechenden DNA-Sequenzen wurden drei offene Leserahmen (ORFs) mit
vorgelagerter Ribosomen-Bindestelle identifiziert, die mit thmD in einem eng assoziierten
Gen-Cluster liegen (Thiemer et al., 2001a). Stromaufwirts von thmD befindet sich ein als
thmA bezeichneter ORF, der fiir ein Protein kodiert, das aus 545 Aminosduren besteht
(ThmA). Die abgeleitete Primérstruktur von ThmA zeigte die hochsten Sequenzhomologien
zur grof3en Oxygenase a-Untereinheit verschiedener Multikomponenten-Monooxygenasen, die
Trager des binuklearen Eisenzentrums ist. Wie am Beispiel der Methan-Monooxygenase
gezeigt wurde, besitzen diese Enzyme hoch konservierte Sequenzmotive, deren Aminoséuren
an der Koordinierung der beiden Eisenatome und der Ausbildung einer hydrophoben Tasche

im katalytischen Zentrum beteiligt sind (Rosenzweig et al., 1993; 1997). Diese Sequenzmotive
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sind mit geringen Ausnahmen im Bereich der hydrophoben Tasche, die durch eine
abweichende Substratspezifitit bedingt sein konnen, auch in ThmA konserviert (Thiemer et
al., 2001a).

Zwei weitere zum thm-Gen-Clusters gehérende ORFs (thmB und thm(C) lagen stromabwérts
von thmD. Das von thmB kodierte Protein (ThmB) konnte aufgrund von Sequenzhomologien
als kleine B-Untereinheit der Oxygenase identifiziert werden, wobei, wie schon fiir ThmA, die
grofften Homologien zur Alken-Monooxygenase aus R. rhodochrous, zur Phenol-Hydroxylase
aus Pseudomonas CF 600 und zur Methan-Monooxygenase aus Methylococcus capsulatus
(Bath) gefunden wurden (Nordlund et al., 1990; Stainthorpe et al., 1990; Saeki und Furuhashi,
1994). Bei einer Datenbank-Analyse der von thmC abgeleiteten Aminosduresequenz konnten
lediglich Homologien (21 % Identitit) zum Kopplungsprotein AmoB der Alken-
Monooxgenase aus R. rhodochrous ermittelt werden (Thiemer et al., 2001a). Die DNA-
Sequenzen stromaufwirts von thmA und stromabwiérts von thmC zeigten keine Homologien zu
Strukturgenen der Multikomponenten-Monooxygenasen. Daraus wurde geschlossen, dass es
sich bei der postulierten THF-MO um ein aus vier Proteinen bestehendes Enzym handelt.
Damit gehort diese Monooxygenase zu den Drei-Komponenten-Enzymen, die aus einer
Oxygenase, einer Reduktase und einem Kopplungsprotein bestehen. Beziiglich ihrer Primaér-
und Quartarstruktur ist die THF-MO aus Pseudonocardia sp. K1 der Alken-Monooxygenase
aus R. rhodochrous am dhnlichsten (Thiemer et al., 2001a).

Um die Beteiligung der THF-MO am THF-Abbau zu verifizieren, wurde mittels Northern-
Blot eine Transkriptions-Analyse der thm-Gene in Abhédngigkeit vom Wachstumssubstrat
durchgefiihrt. Transkripte der thm-Gene konnten in THF-, aber nicht in Succinat-gewachsenen
Zellen detektiert werden (Thiemer et al., 2001a). Neben polycistronischen mRNAs wurden
mono- und dicistronische Transkripte erhalten. In der Reihenfolge der Transkription umfassen
diese mRNAs die folgenden Gene: mRNAI1, thmADBC; mRNA2, thmBC und mRNA3, thmA.
Damit ist thmD das einzige thm-Gen, flir das nur ein Transkript nachgewiesen werden konnte.
Dementsprechend diirfte ThmD in der Zelle, im Vergleich zu den anderen Komponenten der
Monooxygenase, in geringeren Mengen vorhanden sein. Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen der Transkriptions-Analyse fiihrten Primer-Extension-Experimente zur
Identifizierung von Transkriptions-Startpunkten stromaufwérts von thmA und thmB (Thiemer
et al.,, 2001a). Bei der Analyse der stromaufwirts gelegenen DNA-Region konnten keine
Ahnlichkeiten zu bekannten eubakteriellen Promotor-Sequenzen gefunden werden, was fiir

Streptomyceten allerdings nicht ungewdhnlich ist (Strohl, 1992; Wosten, 1998). Mogliche
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Terminations-Strukturen sind stromabwirts von thmA und thmC vorhanden. Dieses
Transkriptions-Muster der thm-Gene entspricht im wesentlichen dem der Methan-
Monooxygenase-Gene aus M. trichosporium OB3b und M. capsulatus (Bath). In beiden Féllen
wurden verschiedene poly- und monocistronische mRNAs nachgewiesen, die ausgehend von
einem bzw. zwei verschiedenen Promotoren abgelesen werden (Nielsen et al., 1996; 1997). Im
Gegensatz zu den mRNAs dieser Monooxygenasen wurden fiir die thm-Gene aber noch
weitere Transkripte gefunden, die zusitzliche nicht zur THF-MO gehdrende stromaufwiérts
liegende Gene umfassen (siche nichstes Kapitel). Besonders bemerkenswert ist die
gemeinsame Transkription der thm-Gene mit dem sad-Gen, das eine Succinatsemialdehyd-
Dehydrogenase kodiert, die am THF-Abbau beteiligt ist (Thiemer et al., 2001a, néchstes
Kapitel).

Die ermittelten Daten zur postulierten THF-MO lassen sich wie folgt zusammenfassen: 1.)
Die NADH:Akzeptor-Reduktase (ThmD) dieser Monooxygenase 148t sich nur nach Wachstum
von Pseudonocardia sp. K1 auf THF enzymatisch nachweisen. 2.) Die THF-MO ist eine aus
drei Komponenten bestechende Multikomponenten-Monooxygenase mit binuklearem
Eisenzentrum. 3.) Die Transkription der thm-Gene wird durch THF spezifisch induziert. 4.)
Die Strukturgene der THF-MO werden gemeinsam mit einem Gen transkribiert, das fiir ein am
THF-Abbau beteiligtes Enzym kodiert. Trotz der in zellfreien Extrakten nicht nachweisbaren
THF-MO-Aktivitdt lassen diese Ergebnisse den SchluB zu, dass die analysierte
Monooxygenase am Abbau von THF durch Pseudonocardia sp. K1 beteiligt ist. Als mogliche
Oxygenase-Reaktion kommt beim THF-Abbau nur die initiale Hydroxylierung des
Ringsystems in Frage. Durch die Einfilhrung einer Hydroxylgruppe in Nachbarschaft zum
Heteroatom wird ein labiles Hemiacetal gebildet, dessen Hydrolyse zur Spaltung der
Etherbindung und Offnung der Ringstruktur fiihrt (Abb. 6). Beim weiteren Abbau entstehen
dann verschiedene Alkohole und Aldehyde fiir deren Oxidation keine Oxygenase benotigt wird
(Abb. 6). Damit ist die THF-MO, neben der Methan-Monooxygenase und der Toluol-2-
Monooxygenase die dritte Multikomponenten-Monooxygenasen, die auch eine Etherspaltung
katalysiert (Stirling und Dalton, 1980; Hur et al., 1997). In Acinetobacter sp. 20B ist ein
dhnliches Enzym an der Spaltung des Thioethers Dimethylsulfid beteiligt (Horinouchi et al.,
1997).
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Abb. 6: Postulierter Weg des THF-Abbaus in Pseudonocardia sp. Stamm K1 und daran
beteiligte Enzyme. ThmADBC, Multikomponenten-THF-Monooxygenase mit
binuklearem Eisenzentrum. Sad, Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase. AldH,

postulierte 4-Hydroxybutyraldehyd-Dehydrogenase (s. Kapitel 1.3.3.).
1.3.3. Molekularbiologische Analyse von weiteren am THF-Abbau beteiligten Proteinen

Die Gene der am Abbau einer Verbindung beteiligten Enzyme sind hédufig in einem Cluster
oder Operon organisiert. Um festzustellen, ob dies auch fiir die Enzyme des THF-Abbaus
zutrifft, wurden die DNA-Sequenzen stromauf- (ca. 2 kb) und stromabwdrts (ca. 3 kb) der thm-
Gene bestimmt. Stromaufwirts von thmA wurden zwei weitere ORFs mit mdglicher
Ribosomen-Bindestelle identifiziert (orfY und sad). Das hypothetische Protein OrfY besteht
aus 107 Aminosduren und zeigte bei einer Datenbank-Analyse die grofiten Homologien zu
einem hypothetischen Protein aus Rhodococcus sp. Stamm NI86/21 mit bisher unbekannter
Funktion, dessen Gen zwischen den Genen eines Cytochrom P450 und eines Ferredoxins
lokalisiert ist, die am Abbau eines Thiocarbamat-Herbizids beteiligt sind (Nagy et al., 1995).
In Nachbarschaft dieser Gene wird eine Aldehyd-Dehydrogenase kodiert, die ebenfalls in den
Abbau des Herbizids involviert ist (Nagy et al., 1995). Bei Pseudonocardia sp. K1 liegt

zwischen orfY und thmA das bereits erwédhnte sad-Gen. Dieses Gen kodiert ein Protein (Sad),
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dessen abgeleitete Aminosduresequenz ebenfalls deutliche Homologien zu verschiedenen
Aldehyd-Dehydrogenasen zeigt (Thiemer et al., 2001a). Die groBte Ahnlichkeit wurde mit 48
% Identitdit zu zwei Aldehyd-Dehydrogenasen aus Pseudomonaden bestimmt, die eine
Oxidation aromatischer Aldehyde katalysieren (Beltrametti et al., 1997; Eaton, 1997). Da beim
Abbau von THF mehrere Aldehyde als mogliche Intermediate auftreten, wurde vermutet, dass
Sad fiir die weitere Oxidation einer dieser Verbindungen verantwortlich ist. Diese Hypothese
wurde durch nachfolgende enzymatische Untersuchungen bestitigt. Succinatsemialdehyd ist
ein postuliertes Intermediat des THF-Abbaus (Abb. 6). Aus Zellextrakten von Stamm Kl
konnte eine THF-induzierte, NAD-abhédngige Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase isoliert
werden. Das Enzym besteht aus vier identischen Untereinheiten mit einem Molekulargewicht
von 53,5 kDa und enthélt keine Kofaktoren (Thiemer et al., 2001a). Abgesehen von einem
aminoterminalen Methionin-Rest, der wahrscheinlich bei der Reifung des Proteins abgespalten
wird, war die N-terminale Aminosduresequenz des Enzyms (5 Aminosduren) identisch mit der
abgeleiteten Sad-Sequenz. Neben der THF-MO konnte mit der Succinatsemialdehyd-
Dehydrogenase somit ein weiteres Enzym des THF-Abbaus identifiziert werden. Die Tatsache,
dass die Stukturgene beider Enzyme in direkter Nachbarschaft liegen, sowie die im folgenden
beschriebenen Ergebnisse der Transkriptions-Analyse bestdtigen ihre enge physiologische
Verkniipfung.

Pseudonocardia sp. K1 kann neben THF auch auf 1,4-Butandiol und den postulierten
Intermediaten des THF-Abbaus vy-Butyrolakton und 4-Hydroxybuttersdure wachsen
(Kohlweyer et al., 2000). Beim Katabolismus dieser Verbindungen entsteht
Succinatsemialdehyd als gemeinsames Intermediat (Abb. 6). Dementsprechend sollte Sad
durch diese Substrate spezifisch induzierbar sein, was durch eine Transkriptions-Analyse des
sad-Gens gezeigt werden konnte. Transkripte des sad-Gens wurden nach dem Wachstum von
Stamm K1 auf den drei genannten Substraten, aber nicht mit Succinat-gewachsenen Zellen
erhalten (Thiemer et al., 2001a). Es konnten drei verschiedene mRNAs nachgewiesen werden,
die Transkripte der folgenden Gene darstellten: mRNAI1, orfY, sad und thmA; mRNA2, sad
und thmA; mRNA3, sad und thmADBC. Durch Primer-Extension-Experimente konnte
stromaufwérts von sad ein Transkriptions-Startpunkt mit vorgelagerter Promotorsequenz
identifiziert werden. Diese Promotorsequenz war der Konsensussequenz o°'-abhingiger
Promotoren sehr dhnlich (Thiemer et al., 2001a). Aus diesen Ergebnissen wurden die
folgenden SchluBfolgerungen gezogen: 1.) Sad ist am Abbau von THF, 1,4-Butandiol und 4-
Hydroxybutyrat beteiligt. 2.) Die gemeinsame Transkription von THF-MO und Sad kann als
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Indiz fiir die enge stoffwechselphysiologische und regulatorische Assoziation der Gene bzw.
der von ihnen kodierten Proteine gesehen werden. 3.) Die vielen verschiedenen mRNAs
deuten auf eine sehr komplexe Regulation der Transkription hin. 4.) Bei OrfY handelt es sich
offenbar um ein Protein, das in den Abbau der drei oben genannten Verbindungen involviert
ist. Offen bleiben allerdings die Fragen, 1) warum Transkripte der thm-Gene auch nach dem
Wachstum auf 1,4-Butandiol bzw. 4-Hydroxybutyrat nachweisbar waren, obwohl die THF-
MO fiir den Abbau dieser Substrate nicht benétigt wird. ii) wie die Transkription der
identifizierten Gene reguliert wird. und iii) welche physiologische oder regulatorische Rolle
das hypothetische Protein OrfY spielt. Die Kldrung dieser Fragen wird Gegenstand der
weiteren Forschungsarbeit sein.

In der DNA-Region stromabwiérts der thm-Gene konnten zwei weitere ORFs mit mdglicher
Ribosomen-Bindstelle identifiziert werden, die als orfZ und aldH bezeichnet wurden. Das von
orfZ kodierte, hypothetische Protein besteht aus 221 Aminosduren (22,3 kDa) und zeigt eine
signifikante Ahnlichkeit zu verschiedenen hypothetischen Transmembranproteinen, die im
Rahmen der Genom-Sequenzierungen von E. coli und Methanobacterium autotrophicum
identifiziert wurden (P28695 und 026317). Bei einer Analyse der Sekundérstruktur dieses
Proteins konnten sechs mogliche Transmembranhelices nachgewiesen werden (Thiemer et al.,
2001a). Es konnte sich hierbei um einen Transporter handeln. Das von aldH kodierte
hypothetische Protein (AldH) besteht aus 479 Aminosduren (51,5 kDa) und zeigt die hochsten
Homologien zu verschiedenen Aldehyd-Dehydrogenasen. Ein direkter Vergleich der
Aminosduresequenz von Sad und AIdH ergab eine Identitit von 32 %. Da fiir den THF-Abbau
verschiedene Aldehyde als Intermediate postuliert wurden, lag die Vermutung nahe, dass AldH
wie Sad fiir die Oxidation eines dieser Aldehyde verantwortlich ist. Im Gegensatz zu sad
wurden al/dH beim Wachstum auf THF aber nicht transkribiert. Transkripte konnten dagegen
in 1,4-Butandiol-gewachsenen Zellen nachgewiesen werden. Dementsprechend konnte es sich
bei AldH um eine 4-Hydroxybutyraldehyd-Dehydrogenase handeln, da diese Verbindung ein
Intermediat des 1,4-Butandiol-Abbaus darstellt (Abb. 6). Eine Uberpriifung dieser Hypothese
auf enzymatischer Ebene war nicht moglich, da 4-Hydroxybutyraldehyd kommerziell nicht
verfiigbar ist. Weiterhin konnte aufgrund dieser Daten vermutet werden, dass der Abbau von
THF iiber y-Butyrolakton und nicht tiber 4-Hydroxybutyraldehyd verlduft (Abb. 6). Die Grof3e
der aldH-spezifischen mRNAs lie3 vermuten, dass dieses Gen zusammen mit benachbarten
Genen transkribiert wird. Dies wurde bei der genaueren Analyse bestitigt. OrfZ und aldH

werden gemeinsam mit bisher unbekannten, stromabwirts von aldH gelegenen Genen
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transkribiert (Thiemer et al., 2001a). Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass
neben AldH auch das von orfZ kodierte Protein eine Rolle beim Abbau von 1,4-Butandiol
spielt. Welche genaue physiologische Funktion diesem Protein zukommt und welche
zusiétzlichen Proteine von der aldH-spezifischen mRNA kodiert werden, muf3 in weiteren
Untersuchungen geklért werden.

Insbesondere die Enzyme, die am Abbau xenobiotischer Verbindungen beteiligt sind,
werden héaufig von Genen kodiert, die auf einem Plasmid lokalisiert sind. Der G+C-Gehalts
des analysierten Pseudonocardia sp. K1 Gen-Cluster lag mit ca. 60 % deutlich unter dem fiir
die Gesamt-DNA ermittelten Wert von 71 % (Kohlweyer et al., 2000; Thiemer et al., 2001a),
was darauf hindeutete, dass diese Gene plasmid-kodiert sind. Dies konnte mittels spezifischer
Sonden gegen die thm-Gene und das Gen der 16S rRNA bestitigt werden. Die thm-Gene
liegen in Pseudonocardia sp. K1 als einfache Kopie vor und sind auf einem der beiden
Plasmide lokalisiert. Dieses Plasmid liegt in der zirkuldren Form vor, konnte aber aufgrund
seiner ungewoOhnlichen Laufeigenschaften im Agarosegel nicht ndher charakterisiert werden
(Thiemer et al., 2001a). Somit konnte Pseudonocardia sp. K1 die Fahigkeit zum THF-Abbau

durch lateralen Gentransfer erworben haben.

2. Hydroxylierung von Heteroaromaten durch Molybd:in-abhéingige Dehydrogenasen

Die Molybdin-haltigen Dehydrogenasen spielen eine zentrale Rolle beim mikrobiellen
Abbau aromatischer Heterozyklen. Obwohl sie wie die Oxygenasen eine Hydroxylierung des
Substrats katalysieren, handelt es sich hier um einen nukleophilen Angriff, wobei der
inkorporierte Sauerstoff aus dem Wasser stammt. Aufgrund ihrer strukturellen und
katalytischen Eigenschaften wurden die mononuklearen Molybdéin-enthaltenden Enzyme in
drei Familien unterteilt: Die Sulfit-Oxidase-Familie, die DMSO-Reduktase-Familie und die
Xanthin-Oxidase-Familie (Hille, 1996; Kisker et al. 1999; Hille et al., 1999). Das gemeinsame
Merkmal dieser Protein-Familien ist der Molybddn-Kofaktor (Molybdopterin), iber den das im
aktiven Zentrum lokalisierte Molybdidnatom gebunden wird (Abb. 7; Hille et al., 1999). Bei
den meisten prokaryontischen Enzymen liegt der Kofaktor als Dinukleotid vor, wobei CMP,
GMP, AMP oder Hypoxanthin-MP jeweils liber den Phosphatrest des Molybdopterins
gebunden ist (Abb. 7). Beziiglich der Liganden des Molybddnatoms bestehen zwischen den

Familien jedoch signifikante Unterschiede.
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Zur Xanthin-Oxidase-Familie gehoren neben verschiedenen Aldehyd-Oxidasen und CO-
Dehydrogenasen auch eine Reihe von Enzymen, die heteroaromatische Verbindungen wie
Pyridin-, Quinolin- und Xanthin-Derivate hydroxylieren (Hille, 1996; Kisker et al. 1999; Hille
et al., 1999). Diese oft auch als Hydroxylasen bezeichneten Enzyme sind dadurch
charakterisiert, dass sich im aktiven Zentrums ein Schwefelatom als Ligand des Molybdéns
befindet (Abb. 7). Weitere Liganden sind ein Sauerstoffatom und ein Wassermolekiil oder
Hydroxidion (Hille et al., 1999; Fetzner, 2000). Wie bei allen mononuklearen
Molybdoenzymen wird das Molybdidnatom {iiber die Dithiolene-Gruppe des Molybdopterin
gebunden (Abb. 7).
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Abb. 7: Struktur des Molybdin-Kofaktors und des katalytischen Zentrums der Xanthin-
Oxidase-Familie (nach Fetzner, 2000). R = H, Molybdidn-Kofaktor der
eukaryontischen Enzyme; R = CMP, GMP, AMP oder Hypoxanthin-MP, Molybdén-

Kofaktor der meisten prokaryontischen Enzyme.

In Abb. 8 ist der postulierte Reaktionsmechanismus am Beispiel der Hydroxylierung von
Xanthin dargestellt (Hille et al., 1999). Das C-Atom des Substrats wird nach diesem
Mechanismus vom Molybdén-gebundenen Hydroxid nukleophil angegriffen. Die daran
beteiligte Base wurde mittels Rontgenstrukturanalyse als konservierter Glutamatrest
identifiziert (Huber et al., 1996). Der Hydridtransfer vom C-Atom auf das Molybdén-
gebundene Schwefelatom hat einen Redoxwechsel des Molybdins von +6 nach +4 zur Folge.
Nach Freisetzung des Produkts erfolgt eine Reoxidation des Molybdans durch den Abflu} der
Elektronen iiber den Flavin-Kofaktor und/oder die Fe/S-Zentren auf den Endakzeptor. Der

fehlende Ligand wird direkt aus dem umgebenden Wasser regeneriert.
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Abb. 8: Postulierter Reaktionsmechanismus der Molybdén-haltigen Hydroxylasen am Beispiel
der Xanthin-Oxidation (nach Hille et al., 1999).

In den folgenden Kapiteln werden drei Enzyme vom Xanthin-Oxidase-Typ beschrieben, die
jeweils eine regioselektive Hydroxylierung von Heteroaromaten katalysieren. Die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Isolierung und Charakterisierung dieser Enzyme
erfolgte, da vorherige physiologische Untersuchungen auf ungewOhnliche katalytische
und/oder strukturelle Eigenschaften hindeuteten. Dies konnte durch die erhaltenen Ergebnisse
bestétigt werden.

Der Abbau von N-Heteroaromaten ist in der Vergangenheit bereits intensiv erforscht
worden. Die Molybdidn-abhingigen Dehydrogenasen waren ebenfalls Gegenstand einer
Vielzahl von Untersuchungen. Aus diesen Griinden lag der Fokus der im folgenden
vorgestellten Arbeiten auf einzelnen Enzymen mit besonderen Eigenschaften. Insgesamt

stellen diese Untersuchungen eher ein thematisches Randgebiet dar.

2.1. 2-Hydroxyisonikotinsdure-Dehydrogenase aus Mycobacterium sp. INA1

Die Fahigkeit zur Verwertung von Isonikotinsdure (Pyridin-4-Carboxylat) als
Wachstumssubstrat wurde bisher fiir Bakterien der Gattungen Pseudomonas, Sarcina,
Mycobacterium und Bacillus beschrieben (Ensign und Rittenberg, 1965; Gupta und Shukla,
1979; Singh und Shukla, 1986; Kretzer et al., 1993). Eine Hydroxylierung in Position 2 und 6
leitet dabei den Abbau dieser Verbindung ein. Lediglich bei Bacillus brevis wurde als initiale
Reaktion eine Reduktion des aromatischen Ringsystems postuliert (Singh und Shukla, 1986).

Genauere Untersuchungen zu den am Abbau beteiligten Enzymen liegen bisher nur fiir
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Mycobacterium sp. INA1 vor (Kretzer et al., 1993). Die einleitende Hydroxylierung von
Isonikotinséure zur 2-Hydroxy-Isonikotinsdure (2-OH-IN) wird bei diesem Bakterium durch
eine Molybdin-haltige Dehydrogenase vom Xanthin-Oxidase-Typ katalysiert (Kretzer et al.,
1993). Neben dieser Isonikotinsdure-Dehydrogenase (INDH) konnte eine weitere, 2-OH-IN-
abhidngige Dehydrogenaseaktivitit nachgewiesen werden. Aus diesem Befund ergaben sich
folgende Fragen: 1. Konnte die Umsetzung von 2-OH-IN durch die INDH katalysiert werden,
und 2. falls nicht, welche Eigenschaften hat das putative 2-OH-IN-oxidierende Enzym? Die
Voraussetzung filir die Klarung dieser Fragen war die Reinigung und Charakterisierung des
Enzyms.

Nach der Chromatographie von Extrakten aus Isonikotinsdure-gewachsenen Zellen an
einem Anionenaustauscher, konnte bereits eine klare Trennung der Isonikotinséure- und 2-OH-
IN-abhéngigen Aktivitit beobachtet werden (Schréder et al., 1998). Letztere Aktivitit wurde in
vier Schritten 26-fach bis zur Homogenitit des Enzyms angereichert. Aufgrund der
Eigenschaften des im folgenden als 2-OH-Isonikotinsdure-Dehydrogenase (2-OH-INDH)
bezeichneten Enzyms konnte eindeutig festgestellt werden, dass es von der INDH verschieden
war. Aus dem nativen Molekulargewicht von 300 kDa und Untereinheiten von 97, 31 und 17
kDa konnte eine a,B,y,-Struktur abgeleitet werden. Die Analyse der im Enzym vorhandenen
Kofaktoren ergab 0,94 mol FAD, 0,75 mol Molybdén, 3,8 mol Eisen und 3,7 mol siurelabilen
Schwefel pro mol Protomer. Weiterhin wurde Cytosin-Monophosphat als Bestandteil des
Molybdén-Kofaktors nachgewiesen, was auf ein Molybdopterin-Cytosin-Dinukleotid
schlieBen lieB (Schrider et al., 1998). In Gegenwart von Zyanid unterlag das Enzym einer
schnellen Inaktivierung. Mit diesen Eigenschaften war die 2-OH-INDH der INDH zwar sehr
ahnlich, aber nicht identisch mit ihr. Wie die INDH gehort damit auch die 2-OH-INDH zur
Familie der Molybdoenzyme vom Xanthin-Oxidase-Typ. Eine Untersuchung des
Substratspektrums der 2-OH-INDH zeigte, dass von den getesteten Substraten nur 2-OH-IN
umgesetzt wurde. Als Produkt dieser Reaktion konnte 2,6-Dihydroxypyridin-4-Carboxylat
identifiziert werden (Schriader et al., 1998). Damit ist die 2-OH-INDH das erste beschriebene
Enzym, das eine spezifische, regioselektive Hydroxylierung von 2-OH-IN in Position 6
katalysiert (Abb. 9). Eine regioselektive Hydroxylierung und ein enges Substratspektrum sind
charakteristische Merkmale von Molybdoenzymen, die Pyridinderivate umsetzen. Die N-
terminalen Aminosduresequenzen der kleinen und mittleren 2-OH-INDH Untereinheit zeigten
bei der Datenbank-Analyse keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen. Bei einem direkten

Vergleich der N-terminalen Sequenz von INDH und 2-OH-INDH ergab sich eine -wenn auch
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geringe- Ahnlichkeit fiir beide Untereinheiten (Schrider et al., 1998). Aus den erhaltenen
Ergebnissen kann geschlossen werden, dass Mycobacterium sp. INA1 zwei spezifische
Molybdén-haltige Dehydrogenasen besitzt, die den ersten und zweiten Schritt beim
Isonikotinat-Abbau katalysieren. Auch in Bacillus niacini konnten zwei Molybdén-haltige
Dehydrogenasen identifiziert werden, die beide am Abbau von Nikotinsdure beteiligt sind
(Nagel und Andreesen, 1990). Ein Enzym katalysiert die initiale Hydroxylierung von

Nikotinsdure zur 6-OH-Nikotinsdure, und das zweite Enzym bildet aus diesem Produkt 2,6-

Dihydroxynikotinsdure.
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Abb. 9: Oxidation von 2-OH-IN durch die 2-OH-INDH aus Mycobacterium INAT1.

2.2. 2-Hydroxylierung von Nikotinsiure durch Stamm DSM 6920

Die im folgenden Kapitel vorgestellten Untersuchungen wurden mit einem von der Lonza
AG (Schweiz) zur Verfiigung gestellten Bakterienstamm durchgefiihrt. Dieser Gram-negative
Stamm (DSM 6920) wurde mittels Anreicherungskulturen, die 6-Methylnikotinsdure als
alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle enthielten, aus einer Abwasserprobe isoliert
(Tinschert et al., 1997). Wihrend des Wachstums auf 6-Methylnikotinsdure konnte im
Medium eine Akkumulation von 2-Hydroxy-6-Methylnikotinsédure beobachtet werden, die
anschlielend vollstdndig verstoffwechselt wurde (Tinschert et al., 1997). Weitere Versuche
zeigten, dass Stamm DSM 6920 in der Lage war, Nikotinsdure zu 2-Hydroxy-Nikotinsdure
umzusetzen (Abb. 10), aber nicht auf dieser Verbindung wachsen kann (Tinschert et al., 1997).
Ruhende Zellen setzten aufBlerdem chlorierte Nikotinsdurederivate sowie verschiedene 2-
Carboxypyrazine um (Tinschert et al., 2000). Die initiale Hydroxylierung erfolgte dabei immer
am C-Atom zwischen der Carboxylgruppe und dem N-Heteroatom. Das lie3 vermuten, dass

das selbe Enzym die Umsetzung aller Substrate katalysiert. Das Ziel der im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente war die Isolierung und Charakterisierung
dieses Enzyms, um mit den gewonnenen Daten die Voraussetzungen fiir die Entwicklung eines
biotechnologischen Verfahrens zur Produktion regioselektiv substituierter N-Heteroaromaten
zu schaffen.

Bei fritheren Untersuchungen zum Nikotinsdurestoffwechsel verschiedener Bakterien wurde
in allen Féllen 6-Hydroxy-Nikotinsdure als Produkt der initialen Hydroxylierung identifiziert
(Kaiser et al., 1996; Fetzner et al., 1998). Lediglich zwei als MCI 3288 und MCI 3289
bezeichnete Stimme, die phylogenetisch mit Stamm DSM 6920 verwandt sind, konnten
ebenfalls Nikotinsdure zu 2-Hydroxy-Nikotinsdure umzusetzen (Ueda und Sashida, 1998).
Wie fiir verschiedene Bakterien gezeigt werden konnte, wird die Hydroxylierung von
Nikotinsdure am Cg-Atom von Molybdéan-haltigen Dehydrogenasen katalysiert, die zur
Xanthin-Oxidase-Familie gehoren (Nagel und Andreesen, 1990; Gladyshev et al., 1996). Im
Gegensatz dazu ist tiber die Enzyme, die eine Hydroxylierung in Position 2 katalysieren, bisher
nichts bekannt.

Substituierte 2-Carboxypyridine wie 2-Cl-Nikotinsdure sind wichtige Ausgangsstoffe fiir
die Herstellung von Feinchemikalien in der Pharma- und Agrochemie (Tinschert et al., 2000).
Da eine regioselektive Substitution dieser Verbindungen auf chemischem Wege sehr schwierig
ist, wird zunehmend nach Biokatalysatoren gesucht, die solche Reaktionen katalysieren.

Die Isolierung und Charakterisierung des Nikotinsdure hydroxylierenden Enzyms aus
Stamm DSM 6922 war somit sowohl aus wissenschaftlicher als auch aus biotechnologischer
Sicht besonders interessant.

In Extrakten von 6-Methylnikotinsdure-gewachsenen Zellen konnte eine Nikotinsdure-
abhéngige Enzymaktivitit nachgewiesen werden, die in fiinf Schritten 134-fach angereichert
wurde (Schriader et al., 2001b). Das isolierte homogene Protein, das im folgenden als
Nikotinsdure-Dehydrogenase (NDH) bezeichnet wird, besteht aus drei Untereinheiten mit
Molekulargewichten von 16, 30 und 75 kDa. Aufgrund des nativen Molekulargewichts von ca.
250 kDa wurde auf eine o,f,y,—Quartérstruktur geschlossen. Die Analyse des Metallgehalts
der NDH ergab einen Anteil von 0,8 mol Molybdin, 3,7 mol Eisen und 0,9 mol Zink pro mol
Protomer (121 kDa). Weiterhin wurden 4 mol sdurelabiler Schwefel und 0,3 mol FAD pro
Protomer bestimmt (Schrider et al., 2001b). Der geringe Flavingehalt des isolierten Enzyms
war auf einen Verlust der Flavin-bindenden Untereinheit wihrend der Aufreinigung
zuriickzufiihren. Die erhaltenen Ergebnisse lieBen den Schluss zu, dass es sich bei der NDH

aus Stamm DSM 6920 um ein Molybdan-Eisen-Schwefel-Flavoprotein handelt. Der Nachweis
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von CMP als Bestandteil des Molybdan-Kofaktors und die schnelle Inaktivierung des Enzyms
durch Zyanid unterstiitzten diese Annahme. Aufler dem nachgewiesenen Zink stimmten alle
Eigenschaften der NDH mit denen von Molybdoenzymen der Xanthin-Oxidase-Familie
iiberein (Hille, 1996; Kisker et al., 1999). Ubergangsmetalle wie Zink und Kupfer, iiber deren
Funktion in diesen Enzymen bisher nichts bekannt ist, wurden frither auch in anderen
Molybdoenzymen aus der Xanthin-Oxidase-Familie gefunden. So enthielt die Xanthin-
Dehydrogenase aus Veillonella atypica Zink, und in der Isoquinolin-1-Oxidoreduktase aus
Pseudomonas diminuta wurde Kupfer gefunden (Gremer und Meyer, 1996; Lehmann et al.,
1994).

Die NDH aus Stamm DSM 6920 zeichnet sich durch ein relativ enges Substratspektrum
aus. Von den eingesetzten Verbindungen wurden nur Nikotinsdure, 6-Methylnikotinsdure und
Quinolin-3-Carbonsdure mit signifikanter Rate umgesetzt. Interessant ist die Beobachtung,
dass das Enzym fiir jedes Substrat ein spezifisches pH-Optimum aufweist (Schriader et al.,
2001b). Dies wurde auch bei anderen Molybdoenzymen beobachtet und durch Anderungen des
Ladungszustandes bestimmter Aminosduren erklirt, die dann wiederum eine Verdnderungen
bei der Substratinteraktion zur Folge haben (Greelee und Hadler, 1964; Cleere und Coughlan,
1975). Obwohl die ermittelten Vy.x-Werte aller Substrate dhnlich waren, lag der K,,-Wert flir
Nikotinsdure mit ca. 150 uM etwa eine GroBenordnung iiber den Werten der beiden anderen
Substrate. Bei einem Vergleich des Substratspektrums der verschiedenen NDHs wird deutlich,
dass nur das Enzym aus Stamm DSM 6920 in der Lage ist, 3-Carboxypyridin mit
Substituenten in Position 5 und/oder 6 umzusetzen. Aufgrund ihrer Regioselektivitit konnte
keine der bekannten NDHs 3-Carboxyquinolin umsetzen. Nur die NDH aus Eubacterium
barkeri (frither Clostridium barkeri) scheint 6-Methylnikotinsdure mit geringer Rate zu
oxidieren (Nagel und Andreesen, 1990; Hurh et al., 1994; Gladyshev et al., 1996).

Bei der Umsetzung von Nikotinsdure bzw. 6-Methylnikotinsdure durch homogene NDH aus
Stamm DSM 6920 konnten 2-OH-Nikotinsdure bzw. 2-OH-6-Methylnikotinsédure als Produkte
identifiziert werden (Abb. 10; Schrader et al., 2001b). Dieses Ergebnis zeigt, dass die isolierte
NDH die zuvor mit ganzen Zellen beobachtete Biotransformation dieser Verbindungen
katalysiert. Nach der eingehenden Charakterisierung des Enzyms sind die Voraussetzungen fiir
die Auswahl eines geeigneten Wirts zur heterologen Expression geschaffen. Dieser Wirt muf}
zur Biosynthese der bendtigten Kofaktoren und deren Einbau in das Protein befdhigt sein.
Nach der Expression des aktiven Enzyms konnte es zur Herstellung von 2-OH-Nikotinsdure

und anderen 2-hydroxylierten N-Heterozyklen eingesetzt werden.
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Abb. 10: Regioselektive 2-Hydroxylierung von Nikotinsdure durch die NDH
aus Stamm DSM 6920.

Aus patentrechtlichen Griinden war eine weitere Bearbeitung des Projekts in unserer
Arbeitsgruppe leider nicht moglich. Interessant wére hier neben der Entwicklung eines
Expressionssystems insbesondere der Vergleich der Primérstrukturen der NDH aus Stamm
DSM 6922 mit der NDH und 6-OH-NDH aus B. niacini und der INDH bzw. 2-OH-INDH aus
Mycobacterium sp. INA1 (Nagel und Andreesen, 1990; Kretzer et al., 1993; Schréider et al.,
1998). Da alle Enzyme relativ dhnliche Substrate umsetzen, konnte ein Sequenzvergleich

Riickschliisse auf die an der Katalyse beteiligten Aminosduren zulassen.

2.3. Die Selen-haltige Xanthin-Dehydrogenase aus Eubacterium barkeri

Wie bereits erwidhnt, besitzt das anaerobe Bakterium E. barkeri eine Nikotinsdure-
Dehydrogenase (NDH), die zur Klasse der Molybdoenzyme vom Xanthin-Oxidase-Typ gehort.
Obwohl das Protein alle typischen Eigenschaften dieser Enzymfamilie aufweist, konnte schon
sehr frith gezeigt werden, dass aktives Enzym nur gebildet wird, wenn Selenit im
Wachstumsmedium vorhanden ist (Imhoff und Andreesen, 1979; Dilworth, 1982). Dieses
Selen ist jedoch nicht -wie bei der Formiat-Dehydrogenase aus E. coli- in Form eines
Selenocysteins kovalent am Enzym gebunden, sondern konnte als niedermolekulare
Verbindung abgetrennt werden (Gladyshev et al., 1994; Gladyshev et al., 1996). Auf der
Grundlage von EPR-Studien wurde postuliert, dass der Selen-Kofaktor in direkter
Koordination zum Molybdén vorliegt (Gladyshev et al., 1994). Damit war die NDH aus E.

barkeri das erste Enzym, fiir das ein solcher Selen-Kofaktor nachgewiesen werden konnte.
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Beim Wachstum von E. barkeri auf verschiedenen Purinderivaten war eine NADP-
abhingige Xanthin-Dehydrogenase(XDH)-Aktivitit in Zellextrakten messbar. Diese Aktivitét
konnte durch Zugabe von Selenit zum Wachstumsmedium ca. um das 10-fache gesteigert
werden (Schriader et al., 1999). Eine &hnliche Steigerung der Aktivitit wurde bei
Kontrollversuchen mit Nikotinsdure-gewachsenen Zellen auch fiir die NDH beobachtet. Die
Moglichkeit, dass beide Substrate in vivo durch das selbe Selen-abhdngige Enzym umgesetzt
werden, konnte aufgrund der folgenden Ergebnisse ausgeschlossen werden: 1. Nach dem
Wachstum von E. barkeri auf Nikotinséure war keine signifikante XDH-Aktivitdt meBbar, und
Hypoxanthin-gewachsene Zellen zeigten nur geringe NDH-Aktivititen. 2. Extrakte von
Nikotinsdure- bzw. Hypoxanthin-gewachsenen Zellen zeigten nach der Trennung im nativen
Gel und anschlieBender Aktivititsfarbung jeweils nur eine Bande. Diese Banden unterschieden
sich in ihrem Laufverhalten deutlich voneinander (Schriader et al., 1999). E. barkeri besitzt
demnach eine Selen-abhéngige XDH, die nicht in den Nikotinsdure-Stoffwechsel involviert ist.
Um weitere Aussagen liber die Eigenschaften dieser XDH machen zu konnen, wurde ein
Anreicherungsschema entwickelt, mit dem das Protein in homogener Form dargestellt werden
konnte. Die isolierte XDH hatte ein natives Molekulargewicht von 530 kDa mit Untereinheiten
von 17,5, 30 und 81 kDa, woraus sich eine oufsys-Quartirstruktur ableiten 1463t. Als Kofaktor
wurde ein Molybdopterin nachgewiesen, das als Dinukleotid vorlag. Weiterhin wurden 0,7
mol FAD, 0,58 mol Molybdén, 0,28 mol Wolfram, 0,24 mol Selen, 4,4 mol Eisen und 4.6 mol
sdurelabiler Schwefel pro mol Protomer bestimmt (Schrider et al., 1999). Die homogene XDH
setzte Hypoxanthin, Xanthin, Purin und 4-Aminoimidazol-5-Carboxylat mit signifikanter Rate
um und konnte neben NADP die folgenden Elektronenakzeptoren nutzen: DCPIP,
Methylviologen, Methylenblau und Sauerstoff. Nikotinsdure wurde von dem Enzym nicht
oxidiert. Weiterhin konnte eine Inaktivierung durch Arsenit, Zyanid sowie verschiedene
Purinderivate beobachtet werden (Schrader et al., 1999). Die meisten Eigenschaften der
isolierten XDH stimmten somit mit denen der Molybdoenzyme aus der Xanthin-Oxidase-
Familie tiiberein. Als untypisch fiir diese Enzymklasse mul} allerdings der Selen- und
Wolframgehalt der XDH aus E. barkeri angesehen werden. Aufgrund der chemischen
Ahnlichkeit von Wolfram und Molybdiin kénnen die beiden Elemente im aktiven Zentrum von
Molybdoenzymen gegeneinander ausgetauscht werden, was dann haufig zum inaktiven Enzym
fiihrt (Johnson et al., 1974). Da die Gegenwart von Wolfram wihrend des Wachstums von E.
barkeri keinen Einflufl auf die XDH-Aktivitit hatte, scheint ein solcher Austausch hier nicht
stattzufinden oder das Protein ist auch mit Wolfram aktiv (Schrader et al., 1999). Aktive
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Isoenzyme, die Wolfram oder Molybdin enthalten, wurden im Falle der Aldehyd-
Oxidoreduktase aus Clostridium formicoaceticum oder der Formylmethanofuran-
Dehydrogenase aus Methanobacterium thermoautotrophicum und M. wolfei beschrieben
(Huber et al.,, 1994; Hochheimer et al.,, 1996; Hochheimer et al., 1998). Fir die
Trimethylamin-N-Oxid-Reduktase aus E. coli konnte gezeigt werden, dass die Enzymaktivitét
beim Austausch von Molybdédn gegen Wolfram nicht verlorengeht (Buc et al., 1999).
Summiert man den Molybdén- und Wolframgehalt der XDH aus E. barkeri, so ergibt sich ein
Wert von ca. 0,9, was dem erwarteten Wert von 1 mol Molybdén pro mol Protomer sehr nahe
kommt. Es kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass E. barkeri zwei XDH Isoenzyme
besitzt, von denen das eine Molybdédn und das andere Wolfram im aktiven Zentrum enthlt.

Weitere Untersuchungen zum Einflull von Selen auf die Aktivitét der isolierten XDH aus E.
barkeri fiihrten zu folgenden Ergebnissen: 1.) Die XDH-Aktivitét in Extrakten aus Zellen, die
unter Selenmangel angezogen worden waren, konnte durch Zugabe von Selenverbindungen
nicht erhoht werden. Wie durch immunologische Studien gezeigt werden konnte, war dies
nicht auf eine verringerte XDH-Menge zuriickzufiihren, da Selenmangel keinen signifikanten
Einflu auf die Synthese des Enzyms hatte. 2.) Die XDH-Aktivitit in Zellen, die unter
Selenmangel angezogen wurden und deren Proteinbiosynthese durch Chloramphenikol
gehemmt wurde, erhdhte sich nach Zugabe von Selenit signifikant im Vergleich zur Kontrolle
ohne Selenit. 3.) Zyanid-inaktivierte XDH konnte in Gegenwart von Dithionit und Selenid bis
zu 2/3 der Ausgangsaktivitit reaktiviert werden (Schriader et al., 1999). Aus diesen
Ergebnissen wurde geschlossen, dass fiir den Einbau des Selens offenbar der
Biosyntheseapparat der Zelle bendtigt wird. Weiterhin scheint der Selen-Kofaktor
posttranslational eingebaut zu werden und somit kann das Selen nicht als Selenocystein im
Enzym gebunden sein. Die Reaktivierbarkeit des Zyanid-inaktivierten Enzyms durch Selenid
lie vermuten, dass der Selen-Kofaktor direkt im katalytischen Zentrum der XDH lokalisiert
ist. Interessanterweise wurde die NDH aus E. barkeri in Gegenwart von Zyanid nicht
inaktiviert (Gladyshev et al., 1996). Dennoch deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die XDH
einen Selen-Kofaktor besitzt, der dem der NDH sehr dhnlichen ist.

Die Aldehyd-Oxidoreduktase aus Desulfovibrio gigas war bis vor kurzem das einzige
Enzym aus der Xanthin-Oxidase-Familie, dessen Kristallstruktur aufgekldrt werden konnte
(Romao et al., 1995). Die homodimere Struktur des Proteins und der fehlende Flavin-Kofaktor
sind allerdings eher untypische Merkmale fiir diese Enzymklasse. Ein typischer Vertreter

dieser Proteinfamilie ist dagegen die heterotrimere CO-Dehydrogenase aus Oligotropha
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carboxidovorans, die ein Molybdopterin-Dinukleotid, FAD und Fe/S Zentren als Kofaktoren
enthdlt. Kiirzlich konnte die Kristallstruktur dieses Proteins und des analogen Enzyms aus
Hydrogenophaga pseudoflava aufgeklart werden (Dobbek et al., 1999; Hanzelmann et al.,
2000). Die erhaltenen Daten zeigten, dass das katalytische Zentrum der genannten Enzyme
offenbar deutliche Abweichungen von der fiir diese Proteinfamilie charakteristischen Struktur
aufweist. Das fiir diese Proteine typische Schwefelatom ist mit einem Selenatom verbriickt,
welches als S-Selanylcystein iiber den Schwefel eines Cysteinrestes im Protein gebunden ist
(Abb. 11, Meyer et al., 2000). Der Cysteinrest, iiber den das Selenatom gebunden wird
befindet sich in einem konservierten Sequenzmotiv, das auch bei anderen CO-Dehydrogenasen
gefunden wurde. Da die Eigenschaften der XDH denen der CO-Dehydrogenase sehr dhnlich
sind, konnte das katalytische Zentrum einen vergleichbaren Aufbau haben. Das S-

Selanylcystein wire dann direkt an der Hydroxylierung von Xanthin beteiligt.
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Abb. 11: Postulierter Aufbau des katalytischen Zentrums der CO-Dehydrogenase aus O.
carboxidovorans. (modifiziert nach Meyer et al., 2000). Das Selanylcystein und der
Schwefelligand des Molybdéns iiber den es mit dem aktiven Zentrum verbunden ist,

sind fettgedruckt.

3. Abbau von Tetrahydrofurfuryl-2-Alkohol durch Ralstonia eutropha Bo

Wie Tetrahydrofuran ist Tetrahydrofurfuryl-2-Alkohol (THFA) ein zyklischer
xenobiotischer Ether mit einer zusdtzlichen Alkoholfunktion in der Seitenkette (Abb. 12). In
der chemischen Industrie wird diese Verbindung hdufig als Losungsmittel eingesetzt und
entsteht in groBeren Mengen bei der Synthese von Furanharzen. Mit den Abwéssern der

Industriebetriebe gelangt THFA in die Umwelt, wo die Verbindung aufgrund ihres
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Losungsmittelcharakters eine zytotoxische Wirkung entfalten kann. Uber den Katabolismus
dieser Substanz war bisher nichts bekannt, jedoch lieBen die wenigen Untersuchungen zur
Verwertung von THFA vermuten, dass dieser Ether biologisch nicht abgebaut wird (Wang et
al., 1994; Bock et al., 1996). Detailliertere Studien existieren im Gegensatz dazu sowohl {iber
den aeroben als auch anaeroben Abbau aromatischer Furanderivate (Brune et al., 1983;
Trudgill, 1984; Koenig und Andreesen, 1990; Wang et al., 1994). Untersuchungen zum Abbau
von Furfuryl-2-Alkohol in Pseudomonas putida Ful zeigten, dass diese Verbindung durch
zwei verschiedene NAD-abhidngige Dehydrogenasen iliber den Aldehyd bis zur Stufe der
Carbonsdure oxidiert wird (Koenig und Andreesen, 1990). Nach der Aktivierung zum 2-
Furoyl-Coenzym A erfolgt eine Hydroxylierung in Position 5, die durch eine spezifisch
induzierte Molybdédn-abhiangige Dehydrogenase vom Xanthin-Oxidase-Typ katalysiert wird
(Koenig und Andreesen, 1990).

Ziel der im folgenden vorgestellten Arbeiten war zundchst die Isolierung und
Charakterisierung einer Reinkultur, die THFA mit moglichst hoher Rate abbauen kann und
eine ausreichende Toleranz gegeniiber diesem Losungsmittel besitzt. Weiterhin sollten die am
Abbau beteiligten Enzyme sowie die entsprechenden Gene identifiziert und charakterisiert

werden.

3.1. Isolierung und Charakterisierung der THFA-abbauenden Reinkultur

Mit Anreicherungskulturen, die 30 mM THFA als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle
enthielten, konnte aus einer Bodenprobe ein als Stamm Bo (DSM 11098) bezeichnetes
Bakterium in Reinkultur isoliert werden, das diese Verbindung mit hoher Rate abbaut. Das
bewegliche, stibchenférmige, Gram-negative Bakterium wurde auf der Grundlage seiner
chemotaxonomischen Eigenschaften als Ralstonia eutropha Stamm (frither Alcaligenes
eutrophus) identifiziert (Zarnt et al., 1997). Eine bisher unverdffentlichte Analyse der 16S
rRNA Sequenz (1461 bp) bestitigte diese taxonomische Einordnung, wobei die grofiten
Homologien mit 99,2, 98,8, und 98,7 % Identitit zu den 16S rRNA Sequenzen von R.
eutropha HF33 (plasmidfreie Variante von R. eutropha H16 (DSM 428)), Cupriavidus necator
(ATCC 43291) und dem R. eutropha Typstamm (DSM 531) bestanden.

Die wachstumsphysiologischen Untersuchungen mit Stamm Bo zeigten, dass er ein sehr
breites Spektrum an verwertbaren Substraten besal. Der Stamm akzeptierte verschiedene

Amino- und Carbonsduren und war ebenfalls in der Lage, auf einigen substituierten
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Heterozyklen zu wachsen (Zarnt et al., 1997). Ein besonders gutes Wachstum wurde mit den
meisten untersuchten Alkoholen beobachtet, wobei der Stamm auf THFA am schnellsten und
auf 2-Propanol am langsamsten wuchs (Schriader et al., 2001a). Besonders hervorzuheben ist
auch die hohe Toleranz von Stamm Bo gegeniiber den getesteten Losungsmitteln. So wurde
THFA bis zu einer Konzentration von 200 mM ohne signifikanten EinfluB3 auf das Wachstum
toleriert. Zucker, verschiedene Aminosduren und unsubstituierte, aromatische oder gesattigte
Heterozyklen konnten von Stamm Bo nicht als Wachstumssubstrate genutzt werden (Zarnt et
al., 1997).

R. eutropha Bo ist damit das erste beschriecbene THFA-abbauende Bakterium und bringt
aufgrund des breiten Substratspektrums sowie der ausgeprigten Toleranz gegeniiber
verschiedenen Losungsmitteln die notwendigen Voraussetzungen fiir einen in situ Einsatz zur

Dekontamination von Abwéssern mit.

3.2. Charakterisierung der THFA-Dehydrogenase

Mit der Isolierung einer THFA-verwertenden Reinkultur bestand erstmals die Moglichkeit,
durch enzymatische Studien den Katabolismus dieser Verbindung ndher zu untersuchen. In
Analogie zum Abbau von Furfuryl-2-alkohol durch P. putida Ful wére eine einleitende, durch
NAD-abhingige Dehydrogenasen katalysierte Oxidation der Alkoholgruppe bis zur Stufe der
Carbonséure denkbar gewesen. Nach dem Wachstum von R. eutropha Stamm Bo auf THFA,
Furfuryl-2-alkohol und verschiedenen aliphatischen Alkoholen konnte in allen Extrakten eine
NAD-abhéngige Alkohol-Dehydrogenase(ADH)-Aktivitdt nachgewiesen werden. Das oder die
Enzym(e) zeigte(n) mit THFA aber keine Aktivitdt. Aus diesen Resultaten konnte geschlossen
werden, dass das oder die Enzym(e) nicht am THFA-Abbau beteiligt sind (Zarnt et al., 1997;
Schréder et al., 2001a). Auf die NAD-abhiangigen ADHs und ihre Induktion beim Wachstum
auf verschiedenen Alkoholen wird im folgenden Kapitel néher eingegangen. Neben den NAD-
abhingigen ADH-Aktivititen war nach dem Wachstum auf verschiedenen Alkoholen in
Extrakten eine spezifisch induzierte Ferrizyanid- und Ca®*-abhingige ADH-Aktivitit meBbar,
die THFA mit signifikater Rate umsetzte. Die hochsten spezifischen Aktivititen wurden aber
mit ldngerkettigen aliphatischen Alkoholen (C4 und Cs) als Elektronendonator gemessen.
Weitere Untersuchungen zum Induktionsmuster dieser ADH-Aktivitdt lieBen vermuten, dass
es sich entweder um ein Enzym handelt, das ein breites Substratspektrum besitzt oder das

abhingig vom Wachstumssubstrat verschiedene Ferrizyanid-abhdngige Enzyme induziert
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werden (Zarnt et al., 1997; Schrédder et al., 2001a). Da das Ziel der Untersuchungen in der
Aufklarung des THFA-Abbauweges lag, stand die Charakterisierung der THFA-abhdngigen
ADH-Aktivitit zundchst im Vordergrund. Ausgehend von Extrakten aus THFA-gewachsenen
Zellen konnte eine Ferrizyanid-abhingige ADH 211-fach bis zur Homogenitdt angereichert
werden. Das Molekulargewicht des monomeren Enzyms wurde mit 73,5 kDa bestimmt und
der isoelektrische Punkt lag mit 9,1 im basischen Bereich. Die Kofaktoranalyse ergab einen
Gehalt von 1 mol Pyrroloquinolin-Quinon (PQQ) und 1 mol Him C pro mol Enzym.
Weiterhin wird Ca”" als Kofaktor benotigt, da es an der Bindung des PQQ beteiligt ist (Groen
et al., 1986; Zarnt et al., 1997). Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass diese
THFA-Dehydrogenase (THFA-DH) aus R. eutropha Bo zur Klasse der PQQ-abhingigen
ADHs gehort (Anthony und Ghosh, 1998; Goodwin und Anthony, 1998). Je nach Kofaktoren
lassen sich diese Enzyme in zwei Klassen einteilen. Die Quinoprotein-ADHs enthalten PQQ
und Ca®" als Kofaktoren, wohingegen die Quinohdmoprotein-ADHs ein zusitzliches Him c
besitzen (Jongejan et al., 1998). Ein typischer Vertreter der Quinoprotein-ADHs ist die sehr
intensiv untersuchte Methanol-Dehydrogenase aus methylotrophen Bakterien (Day und
Anthony, 1990; Ghosh et al., 1995). Bei den Quinohdmoprotein-ADHs unterscheidet man
weiter zwischen ”Typ 17- und "Typ 2”-Enzymen (Jongejan et al., 1998). "Typ 2”-Enzyme, die
in Bakterien der Gattung Acetobacter und Gluconobacter gefunden wurden, bestehen aus
mehreren verschiedenen Untereinheiten (Adachi et al., 1978; Matsushita et al., 1995). Die
”Typ 1”-Enzyme sind hingegen Monomere mit einem Molekulargewicht von ca. 70-80 kDa.
Solche ADHs wurden bisher fiir Comamonas testosteroni, P. putida HKS, Pseudomonas sp.
VMI15C und Rhodopseudomonas acidophila beschrieben (Jong et al., 1995; Toyama et al.,
1995; Shimao et al., 1996; Yasuda et al., 1996). Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften
gehort auch die THFA-DH aus R. eutropha Bo zu den ”Typ 17-Quinohdmoprotein-ADHs und
ist auerdem die erste PQQ-abhingige ADH, die fiir diese Gattung beschrieben wurde. Als
charakteristische katalytische Eigenschaften dieser Enzyme, deren physiologischer
Elektronenakzeptor bisher nicht bekannt ist, kann die Nutzung verschiedener kiinstlicher
Elektronenakzeptoren und das extrem breite Substratspektrum angesehen werden (Goodwin
und Anthony, 1998). Beides konnte auch fiir die THFA-DH bestitigt werden, die neben
Ferrizyanid auch DCPIP und Cytochrom c reduzierte. Als Substrate wurden primaére,
sekundidre und zyklische Alkohole ebenso umgesetzt wie Diole, Polyole und Aldehyde (Zarnt
et al, 1997). Die Menge an verbrauchtem Elektronenakzeptor bei der Umsetzung

verschiedener Alkohole durch die gereinigte THFA-DH deutete darauf hin, dass das Enzym
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eine Oxidation des Alkohols iiber die Stufe des Aldehyds bis zur Carbonsdure katalysiert.
Produktanalysen bestdtigten diese Annahme, da in allen Féllen die entsprechende Carbonséure
als Reaktionsprodukt nachgewiesen wurde. Weitere Untersuchungen zeigten, dass der Aldehyd
wihrend der Katalyse als echtes Intermediat freigesetzt wird (Zarnt et al. 1997). Die THFA-
DH katalysiert in vivo also mit groBer Wahrscheinlichkeit die ersten beiden Oxidationsschritte
beim THFA-Abbau (Abb. 12). THF-2-Aldehyd konnte als Zwischenprodukt nicht direkt

nachgewiesen werden, da es kommerziell nicht verfiigbar ist.

U THFA-DH U THFA-DH
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THF-2-Alkohol THF-2-Aldehyd THF-2-Carbonsiure

Abb. 12: Oxidation von THFA zur THF-2-Carbonsdure durch die THFA-DH aus R. eutropha

Stamm Bo.

Eine Oxidation verschiedener Alkohole bis zur Stufe der Carbonsédure konnte auch fiir die
Quinohdmoprotein ADH (QH-ADH) aus C. testosteroni gezeigt werden (Geerlof et al., 1994).
Auch die {ibrigen Eigenschaften dieses Enzyms, wie N-terminale Aminosduresequenz,
isoelektrischer Punkt und Molekulargewicht waren denen der THFA-DH sehr &hnlich.
Allerdings konnte die QH-ADH nur als Apoenzym isoliert werden, und eine Aktivitdt war erst
nach externer Zugabe von PQQ meBbar (De Jong et al., 1995).

”Typ 17-Quinohdmoprotein ADHs wurden bisher sehr selten beschrieben. Die QH-ADH
aus C. testosteroni ist bislang das einzige genauer charakterisierte Enzym aus dieser Familie
(Jongejan et al., 1998). Aufgrund ihres breiten Substratspektrums und ihrer Stereoselektivitit
ist die QH-ADH auch aus biotechnologischer Sicht besonders interessant (Geerlof et al.,
1994a; 1994b; 1994c). Aus diesen Griinden stand die eingehende kinetische und
molekularbiologische Charakterisierung der THFA-DH im Mittelpunkt der weiteren Arbeiten.
Bei der Untersuchung des Substratspektrums der THFA-DH wurden insgesamt 33
verschiedene Alkohole und Aldehyde getestet. Nur Methanol, Glyzerin und Glucose konnten
von dem Enzym nicht umgesetzt werden (Zarnt et al., 1997; 2001). Zur Uberpriifung der
katalytischen Effektivitdt wurden die k,/Kn-Werte fiir die meisten Substrate bestimmt. Die
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fiir THFA ermittelten Umsatzraten waren niedriger als die kc./K,-Werte fiir die priméaren und
einige der sekundéren aliphatischen Alkohole. Auch Furfuryl-2-alkohol wurde -wenn auch mit
geringfiigig hoherer Rate- umgesetzt (Zarnt et al., 2001). Dieser Befund lieBe sich unter der
Annahme erkldren, dass die THFA-DH in vivo an der Oxidation aller untersuchten Substrate
beteiligt ist. Weitere Untersuchungen zur Induktion der THFA-DH beim Wachstum mit
verschiedenen Alkoholen, zeigten jedoch, dass dies nicht der Fall ist (siche nédchstes Kapitel).
Fir die weitaus meisten der  analysierten  Verbindungen  konnte  eine
Substratiiberschusshemmung  festgestellt werden, wobei Valeraldehyd den stérksten
inbibitorischen Effekt hatte (Zarnt et al., 2001). Bei der Untersuchung der Stereoselektivitét
des Enzyms mit den reinen Enantiomeren verschiedener sekunddrer aliphatischer Alkohole
zeigte die THFA-DH eine deutliche Priaferenz fiir das S(+)-Enantiomer. Im Gegensatz dazu
wurde bei dem zyklischen Alkohol Solketal das R(-)-Enantiomer bevorzugt (Zarnt et al.,
2001). Eine Analyse des kinetischen Mechanismus der THFA-DH, die mit verschiedenen
Alkoholen und Aldehyden durchgefiihrt wurde, ergab fiir alle untersuchten Substrate einen
Ping-Pong Mechanismus (Zarnt et al., 2001). Ein solcher Mechanismus scheint bei allen
daraufhin untersuchten PQQ-abhingigen Dehydrogenasen vorzuliegen (Marcinkeviciene und
Johanson, 1993; Geerlof et al., 1994a; Olsthoorn und Duine, 1998; Machado et al., 1999). Alle
fiir die THFA-DH ermittelten kinetischen Daten stimmen im wesentlichen mit denen der QH-
ADH aus C. festosteroni liberein (Geerlof et al., 1994a; 1994b; 1994c; Stigter et al., 1997).
Das breite Substratspektrum, die hohen katalytischen Aktivititen und die Stereoselektivitit
lassen die THFA-DH als einen geeigneten Kandidaten zur Trennung razemischer Gemische
optisch aktiver Alkohole erscheinen. Da R. eutropha Bo im Gegensatz zu C. testosteroni in der
Lage ist, das Holoenzym zu synthetisieren, wire eine externe Zugabe von PQQ bei der THFA-
DH tiberfliissig.

Um weitere Informationen iiber die Struktur der THFA-DH zu erhalten, wurde das Gen
kloniert und sequenziert. Das isolierte, als #fa4 bezeichnete Gen ist in einfacher Kopie auf dem
Chromosom lokalisiert und kodiert ein Protein, das aus 698 Aminosduren besteht (TfaA). Die
mittels Edman-Abbau bestimmte N-terminale Sequenz der THFA-DH entsprach exakt der
TfaA Sequenz von Ala-28 bis Ala-57. Daher wurde vermutet, dass die THFA-DH ein
Signalpeptid besitzt (Zarnt et al., 2001). Ein Sequenzanalyse dieses Peptids (van Heijne, 1983;
Boyd und Beckwith, 1990) sowie ein multiples Alignment von ThfA mit den Sequenzen
anderer Quino- und Quinohdmoproteine bestdtigten diese Annahme (Zarnt et al., 2001).

Aufgrund ihrer engen Assoziation mit der Atmungskette sind die PQQ-abhiangigen ADHs
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gewoOhnlich im Periplasma Gram-negativer Bakterien lokalisiert (Goodwin und Anthony,
1998). Dementsprechend wurde bei diesen Proteinen ein flir die Translokation in den
periplasmatischen = Raum  verantwortliches  Signalpeptid  gefunden. Mit  hoher
Wahrscheinlichkeit ist also auch die THFA-DH ein periplasmatisches Protein. Das theoretisch
berechnete Molekulargewicht und der isoelektrische Punkt von ThfA stimmten ebenfalls gut
mit den experimentell fiir die THFA-DH ermittelten Daten iiberein. Die aus den erhaltenen
Ergebnissen resultierende Schlussfolgerung, dass tfad das fiir die THFA-DH kodierende Gen
ist, wurde durch das multiple Sequenzalignment bestdtigt (Zarnt et al., 2001). Die THFA-DH
zeigte mit 67 % Sequenzidentitit die groBte Ahnlichkeit zur QH-ADH aus C. testosteroni.
Aber auch die “Typ 2”-Quinohdmoproteine und die Methanol-Dehydrogenase wiesen
signifikante Homologien zur THFA-DH auf. Im Gegensatz dazu war die Ubereinstimmungen
mit der Polyvinylalkohol-Dehydrogenase aus Pseudomonas sp. VM15C, die zu den "Typ 17-
Enzymen gehort, mit 24 % Identitét, eher gering (Zarnt et al., 2001).

Die Aufkldrung der dreidimensionalen Struktur der PQQ-bindenden Untereinheit
verschiedener Methanol-Dehydrogenasen fiihrte zur Identifizierung von Aminosdureresten, die
an der Bindung des PQQ und des Ca*’-Ions beteiligt bzw. fiir die Bildung eines sogenannten
achtblattrigen B-Faltblatt-Propellers verantwortlich sind (White et al., 1993; Xia et al., 1992;
Ghosh et al., 1995; Goodwin und Anthony, 1998). Auf der Grundlage dieser Strukturdaten
wurden von Jongejan et al. (1998) Homologiestudien mit der QH-ADH aus C. testosteroni
durchgefiihrt. Da die Methanol-Dehydrogenasen keinen Ham-Kofaktor hat, wurde die C-
terminale Ham-bindende Doméne des Proteins anhand von Cytochromen modelliert, deren
Struktur bekannt war und die eine -wenn auch geringe- Sequenzhomologie zur QH-ADH
aufwiesen. Die erhaltenen Ergebnisse lieBen den Schluss zu, dass die Topologie des N-
terminalen Bereichs der QH-ADH im wesentlichen der Topologie der Methanol-
Dehydrogenase entspricht (Jongejan et al., 1998). Eine Cytochrom ¢ dhnliche Struktur wurde
unter Einschridnkungen fiir den C-terminalen Bereich des Enzyms postuliert. Da die THFA-DH
eine hohe Sequenzhomologie zur QH-ADH aufweist und der C-terminale Teil bis zu 38 %
Identitdt zu verschiedenen c-Typ Cytochromen zeigt, konnte eine solche Struktur auch fiir die
THFA-DH postuliert werden. Wie aus dem multiplen Alignment ersichtlich war, scheinen die
folgenden Strukturmerkmale in der THFA-DH konserviert zu sein (Zarnt et al., 2001): 1.) Der
Disulfidring und der Trp-Rest, die mit dem PQQ in Form einer sogenannten Sandwichstruktur
das katalytische Zentrum des Enzyms bilden (Anthony und Ghosh, 1998). Der Disulfidring ist

wiéhrend der Katalyse wahrscheinlich direkt an der Elektroneniibertragung beteiligt (Avezoux
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et al., 1995). 2.) Die sieben Trp-Reste, die eine wesentliche Rolle bei der Stabilisierung des -
Faltblatt-Propellerstruktur spielen (Anthony und Ghosh, 1998). 3.) Der Glu- und der Asn-Rest,
die fiir die Komplexierung des Ca*"-Ions verantwortlich sind (Anthony und Ghosh, 1998). 4.)
Der Asp-Rest, fiir den postuliert wird, dass er als Base im katalytischen Zentrum fungiert
(Anthony und Ghosh, 1998). 5.) Die Aminosaurereste, fiir die eine Beteiligung an der PQQ
Bindung postuliert wird (Anthony und Ghosh, 1998) und 6.) Das C-terminale Cys-X-X-Cys-
His Motiv, das fiir die Bindung des Him-Kofaktors verantwortlich ist (Meyer und Kamen,
1982). Damit sind alle fiir die Katalyse wichtigen Strukturmerkmale konserviert, was die
Vermutung nahelegt, dass der katalytische Mechanismus der THFA-DH dem der Methanol-
Dehydrogenase sehr dhnlich ist. Der Abflu der Elektronen erfolgt laut Hypothese unter
Beteiligung des Disulfids (Anthony und Ghosh, 1998). Bei den Quinohdmoproteinen wiirden
die Elektronen dann intramolekular auf den Him-Kofaktor {ibertragen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es sich beim initialen Enzym des THFA-
Abbaus in R. eutropha Bo um eine Quinohdmoprotein-ADH vom “Typ 1” handelt, die das

Substrat bis zur Stufe der Carbonséure oxidiert.

3.3. Untersuchungen zur Induktion von Alkohol- und Aldehyd-Dehydrogenasen

beimWachstum von R. eutropha Bo auf verschiedenen Alkoholen

Wie im letzten Kapitel beschrieben, katalysiert die THFA-DH beim Wachstum von R.
eutropha Bo auf THF die Oxidation des Alkohols bis zur Stufe der Carbonséure.
Aktivitditsmessungen mit verschiedenen Substraten lieBen zudem vermuten, dass das Enzym
auch beim Wachstum auf anderen Alkohole fiir deren Oxidation verantwortlich sein konnte.
Es wire aber ebenso denkbar, dass andere oder zusédtzliche Ferrizyanid-abhéngige Enzyme an
der Umsetzung dieser Alkohole beteiligt sind. Die signifikant voneinander abweichenden
Verhiltnisse der spezifischen Aktivititen in Extrakten von Zellen, die auf unterschiedlichen
Alkoholen gewachsen waren, unterstiitzen letztere Hypothese.

Proteine mit einem Ham-Kofaktor kdnnen in Zellextrakten nach deren Trennung im SDS-
Gel iiber eine spezifische Himfarbung nachgewiesen werden (Thomas et al., 1976). Nach dem
Wachstum von R. eutropha Bo auf THFA, Furfuryl-2-alkohol, Ethanol, 2-Propanol, n-
Pentanol oder 1,5-Pentandiol ergab eine Himfarbung das folgende Bild: 1.) Eine deutliche 73
kDa Bande (THFA-DH) konnte nur in THFA- und n-Pentanol-gewachsenen Zellen detektiert

werden. 2.) In n-Pentanol- und Furfuryl-2-Alkohol- sowie in sehr geringen Mengen auch in
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Ethanol-gewachsenen Zellen war eine zweite Bande bei ca. 67 kDa zu erkennen. 3.) Weitere
Banden im Bereich von 25-40 kDa waren bei allen vier Alkoholen vorhanden (Schriader et al.,
2001a). Wie schon die Aktivititsmessungen in Extrakten nahelegten, wird die THFA-DH von
R. eutropha Bo somit nur beim Wachstum auf THFA und n-Pentanol in signifikanten Mengen
gebildet. Die theoretische Moglichkeit eines n-Pentanol-spezifischen 73 kDa Proteins sollte
durch die hohen Aktivititen der THFA-DH mit diesem Substrat ausgeschlossen sein.
Interessant ist die Tatsache, dass die gereinigte THFA-DH Furfuryl-2-Alkohol mit hoher Rate
umsetzt, aber keine Enzymaktivitdt in Extrakten aus Furfuryl-2-Alkohol-gewachsenen Zellen
meBbar war. Bei der 67 kDa Bande konnte es sich um eine zweite Quinohdmoprotein-ADH
handeln, die an der Oxidation von Furfuryl-2-Alkohol und n-Pentanol beteiligt ist. Beim
Wachstum von P. putida HKS auf verschiedenen Alkoholen konnten zwei Quinohdmoprotein-
und eine Quinoprotein-ADH nachgewiesen werden, deren Induktion abhéingig vom
Wachstumssubstrat war (Toyama et al., 1995). Fiir die beiden Quinohdmoprotein-ADHs
wurde ein Molekulargewicht von 72 bzw. 69 kDa bestimmt, was sehr gut mit den 73 und 67
kDa Banden iibereinstimmt. In Extrakten aus Furfuryl-2-Alkohol-gewachsenen Zellen war
eine relativ geringe Ferrizyanid-abhingige ADH-Aktivitit mebar, obwohl keine THFA-DH
nachgewiesen werden konnte (Schriader et al., 2001a). Eine zweite Quinohdmoprotein-ADH,
die aufgrund der nicht optimierten Testbedingungen geringe Aktivitdten mit diesem Substrat
zeigt, wiirde diese Beobachtung erkldaren. Die physiologische Rolle der kleineren Ham-
enthaltenden Proteine, die auf verschiedenen Alkoholen spezifisch induziert wurden, muf3 in
weiteren Untersuchungen gekldrt werden. Es bleibt ebenso offen, ob R. eutropha Bo, wie P.
putida HKS beim Wachstum auf verschiedenen Alkoholen eine zusitzliche Quinoprotein-
ADH induziert. Auch die Frage, welche Quinohdmoprotein ADH(s) jeweils beim Wachstum
auf verschiedenen Alkoholen induziert werden, bedarf der weiteren Analyse.

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwédhnt, waren nach dem Wachstum von R. eutropha Bo
auf verschiedenen Alkoholen neben der Ferrizyanid-abhéngigen ADH-Aktivitidt auch NAD-
abhingige ADH-Aktivititen in den entsprechenden Extrakten meBbar. Abhingig von den
Wachstumsbedingungen wurden auch bei anderen R. eutropha Stimmen verschiedene
NAD(P)-abhingige ADHs gefunden (Steinbiichel und Schlegel, 1984; Steinbiichel et al., 1987;
Jendrossek et al., 1990; Madyastha und Gururaja, 1995). Bei molekularbiologischen
Untersuchungen von C. testosteroni und Pseudomonas aeruginosa konnten in Nachbarschaft
der PQQ-ADH Gene offene Leserahmen identifiziert werden, die fiir hypothetische Proteine
mit groBer Ahnlichkeit zu NAD(P)-abhiingigen Aldehyd-Dehydrogenasen (AIDHs) kodieren
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(Stoorvogel et al., 1996; Schobert und Gorisch, 1999). Drei verschiedene Acetaldehyd-
Dehydrogenasen konnten auch fiir R. eutropha H16 nachgewiesen werden (Jendrossek et al.,
1987), und die putative AIDH aus P. aeruginosa zeigte eine hohe Sequenzhomologie zu einem
dieser Enzyme (Priefert et al., 1992; Schobert und Gorisch, 1999). Obwohl PQQ-abhéngige
ADHs eine Oxidation des Alkohols bis zur Carbonsdure katalysieren konnen, deuteten die
beschriebenen Ergebnisse darauf hin, dass eventuell auch NAD(P)-abhingige ADHs und/oder
AIDHs an deren Abbau beteiligt sein konnten. Die Lokalisation der PQQ-abhédngigen ADHs
im Periplasma konnte ebenfalls eine Grund fiir das zusdtzliche Vorhandensein
zytoplasmatischer NAD(P)-abhéngiger ADHs und/oder AIDHs sein.

Nach dem Wachstum von R. eutropha Bo auf THFA, Furfuryl-2-alkohol, Ethanol, 2-
Propanol, n-Pentanol oder 1,5-Pentandiol wurden die entsprechenden Zellextrakte mittels
Chromatographie und nativer Gelelektrophorese getrennt. Bei der anschlieBenden
Aktivitdtsfairbung konnten in allen Extrakten vier NAD(P)-abhingige ADHs beobachtet
werden, deren Banden sich lediglich in ihrer Intensitét unterschieden (Schrider et al., 2001a).
Daraus wurde geschlossen, dass keines dieser Enzyme spezifisch durch einen der untersuchten
Alkohole induziert wird. Deshalb erfolgte keine weitere Charakterisierung der Enzyme.

Ein vollig anderes Bild ergab sich bei einer analog durchgefiihrten Analyse der NAD(P)-
abhingigen AIDHs (Schrider et al., 2001a). Mit Acetaldehyd bzw. Valeraldeyd als Substrat
konnten bei der Aktivititsfarbung insgesamt vier verschiedene Enzyme detektiert werden
(AIDH 1-4). Diese Enzyme unterschieden sich deutlich beziiglich ihres Induktionsmusters. Die
AIDH 1 ist ein 240 kDa Protein, das in allen Extrakten vorhanden war. Eine sehr spezifische
Induktion wurde im Gegensatz dazu fiir die AIDH 2 (185 kDa) beobachtet. Obwohl diese
Enzym Valeraldehyd umsetzte, wurde es nur beim Wachstum auf THFA induziert. Diese
Ergebnis lieB auf eine Beteiligung der AIDH 2 am THFA Abbau schlieBen. Leider war die
Aktivitdt sehr instabil, so dass keine weiteren Untersuchungen mit dem aktiven Enzym
durchgefiihrt werden konnten. Fiir die AIDH 3 (170 kDa) konnte eine deutliche Induktion nur
in Furfuryl-2-alkohol-, Ethanol und 2-Propanol-gewachsenen Zellen beobachtet werden. Somit
ist das Enzym am THFA-Katabolismus nicht beteiligt. Ein der THFA-DH entsprechendes
Induktionsmuster wurde fiir die AIDH 4 (110 kDa) gefunden (Schriader et al., 2001a). Nur
nach dem Wachstum auf THFA und n-Pentanol war eine entsprechende Aktivititsbande
nachweisbar. Um weitere Informationen liber dieses Protein zu erhalten, wurde es aus THFA-
Zellen isoliert. Fiir das gereinigte Protein konnte im SDS-Gel ein Molekulargewicht von 52

kDa bestimmt werden, woraus sich eine homodimere Struktur ableiten 1df3t. Im UV-Vis-
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Spektrum zeigte das Enzym lediglich ein Absorptionsmaximum bei 279 nm, was darauf
schlieBen 14Bt, dass es keine prosthetischen Gruppen besitzt. Ein Datenbankabgleich der N-
terminalen Sequenz der AIDH 4 ergab die hochsten Homologien zu verschiedenen AIDHs
eukaryontischen oder prokaryontischen Ursprungs (Schréider et al., 2001a). Da die meisten
dieser Enzyme nur auf molekularbiologischer Ebene analysiert wurden, lie} sich aus diesem
Vergleich keine Informationen iiber die physiologische Funktion der AIDH 4 ableiten. Die
Sequenzhomologien zu den bereits erwdhnten AIDHs aus P. aeruginosa und R. eutropha H16
waren mit weniger als 20 % sehr gering. Alle strukturellen Eigenschaften der AIDH 4 stimmen
mit denen anderer AIDHs im wesentlichen iiberein (Jendrossek et al., 1987; Shaw und
Harayama, 1990; Achterhold et al., 1998). Der hochste Vy.x-Wert der AIDH 4 wurde fiir
Acetaldehyd bestimmt, und mit zunehmender Kettenldnge des Aldehyds von C; bis Cs nahm
dieser Wert ab. Dies war auf eine starke Substrathemmung der AIDH 4 zuriickzufiihren, die
mit der Kettenldnge des Aldehyds zunahm (Schrider et al., 2001a). Da THF-2-Aldehyd
kommerziell nicht verfligbar ist, konnte dessen Umsatz durch die AIDH 4 nicht direkt
untersucht werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Bildung von THF-2-carbonséure
durch die THFA-DH in Gegenwart der AIDH 4 mefBbar beschleunigt wird (Schréder et al.,
2001a). Ahnliche Resultate wurden auch mit n-Pentanol als Substrat erhalten. Aus diesem
Ergebnis und dem Induktionsmuster der AIDH 4 148t sich ableiten, dass das Enzym in vivo an
der Oxidation von THFA und n-Pentanol beteiligt sein muss.

Aus den dargestellten Ergebnissen geht hervor, dass beim Wachstum von R. eutropha Bo
auf THFA neben der THF-2-Aldehyd-umsetzenden THFA-DH zwei NAD(P)-abhingige
AlDHs gebildet werden. Die AIDH 4 ist mit groBer Wahrscheinlichkeit ebenfalls in der Lage,
THF-2-Aldehyd zu oxidieren, und aufgrund der sehr spezifischen Induktion kann dies auch fiir
die AIDH 2 angenommen werden. Damit wiirde der Organismus iiber drei Enzyme verfiigen,
die das gleiche Substrat umsetzen. Eine Erkldrung fiir diese Beobachtung konnte die hohe
Toxizitdt von Aldehyden sein, die es notwendig macht, auch geringe Spuren dieser Substanzen
zu beseitigen. Jedes Enzym konnte in einem bestimmten Konzentrationsbereich die optimale
Umsetzung des Aldehyds gewéhrleisten. Dies wiirde eine strenge Regulation der AIDHs
voraussetzen, was wiederum die Ursache fiir die beobachtete Substrathemmung der THFA-DH
und AIDH 4 sein konnte. Die Lokalisation der THFA-DH im Periplasma konnte ein weiterer
Grund fir die Induktion zusdtzlicher zytoplasmatischer, NAD(P)-abhéngiger Enzyme sein.
Alternativ wére denkbar, dass eine oder beide NAD(P)-abhingige AIDHs fiir die Oxidation

von Aldehyden verantwortlich sind, die im weiteren Abbauweg entstehen. Die Aufkldrung der
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physiologischen Funktion der verschiedenen ADHs und AIDHs beim Wachstum von R.
eutropha Bo auf THFA und anderen Alkoholen sowie deren Regulation bedarf weiterer

intensiver Forschungsarbeit.

Ausblick

In den vorangegangenen Kapiteln wurden Untersuchungen zum Abbau bzw. zur
Biotransformation von sieben verschiedenen Heterozyklen durch insgesamt sieben
verschiedene Bakterienstimme vorgestellt. Vier dieser Verbindungen haben aromatischen
Charakter und sind natiirlich vorkommende Stoffwechselintermediate. Bei den drei
verbleibenden handelt es sich um geséttigte Substanzen xenobiotischen Ursprungs. Von den
beteiligten Bakterienstimmen sind zwei Gram-negativ und fiinf Gram-positiv. Aufgrund der
breiten thematischen Streuung der bearbeiteten Projekte, ist eine Eingrenzung des zukiinftigen
wissenschaftlichen Aktivititen notwendig. Im folgenden wird dargelegt, wo die Schwerpunkte
der weiteren Arbeiten liegen sollen.

Bei den Untersuchungen zur Biotranformation der aromatischen Heterozyklen
Nikotinsdure, Isonikotinsdure und Xanthin konnte jeweils eine Molybdén-abhéngige
Dehydrogenase vom Xanthin-Oxidase Typ isoliert und charakterisiert werden, die eine
Hydroxylierung des aromatischen Ringsystems katalysiert. Insbesondere die Selen-haltige
Xanthin-Dehydrogenase aus E. barkeri und die Nikotinsdure-Dehydrogenase aus Stamm DSM
6920, die eine regioselektive Hydroxylierung des Substrats in Position zwei katalysiert,
wiirden sich fiir weitere Untersuchungen anbieten. Ein Vergleich der dreidimensionalen
Struktur der Xanthin-Dehydrogenase mit der Struktur der CO-Dehydrogenase aus O.
carboxidovorans und die heterologe Expression der Nikotinsdure-Dehydrogenase zur
Gewinnung groBBer Mengen dieses Biokatalysators flir den biotechnologischen Einsatz wéren
interessante Forschungsprojekte. Andererseits ist der Abbauweg aller drei Verbindungen in der
Literatur bereits eingehend beschrieben worden. Neue wissenschaftliche Aspekte ergeben sich
somit nur fir die weitere Analyse der isolierten Enzyme. Fiir keines der drei genannten
Enzyme liegen bisher molekularbiologische Daten vor, was als notwendige Voraussetzung fiir
eine detaillierte Untersuchung dieser komplex aufgebauten Dehydrogenasen angesehen werden
muf. Die Daten der Nikotinsdure-Dehydrogenase unterliegen zudem einem patentrechtlichen
Schutz. Aus diesen Griinden und zur Konzentrierung der Forschungsschwerpunkte sind

weitere Untersuchungen zu diesen Enzymen zunichst nicht geplant.
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Weitreichendere Perspektiven bieten sich bei der Fortfithrung der Projekte zum Abbau der
heterozyklischen Substrate Pyrrol-2-carboxylat (P2C), Morpholin und Tetrahydrofuran (THF),
die thematisch durch die beschriebenen initialen Monooxygenasen verkniipft sind. Fiir keine
der drei Verbindungen ist es bisher gelungen, den Abbauweg vollstindig aufzukliren. Auch
iiber die daran beteiligten Enzyme ist nichts oder wenig publiziert. Sowohl die weitere Analyse
jeder einzelnen Monooxygenase als auch eine vergleichende Untersuchung der vier Enzyme,
die beziiglich ihrer strukturellen Eigenschaften beinahe das gesamte Spektrum bekannter
Monooxygenase-Systeme  abdecken, sollen ein  Schwerpunkt der zukiinftigen
Forschungsarbeiten sein. Da die Gene dieser Monooxygenasen bereits kloniert und zum
grofiten Teil auch sequenziert wurden, ist eine wesentliche Voraussetzung fiir diese Arbeiten
bereits geschaffen. Bei den Bakterienstimmen, die auf den genannten heterozyklischen
Substraten wachsen, handelt es sich ausschlielich um Gram-positive Eigenisolate, die zu den
Actinomyceten gehoren. Fiir diese Organismen konnte bisher lediglich die Gattung eindeutig
bestimmt werden. Da die wachstumsphysiologischen Daten vermuten lassen, dass es sich um
noch nicht beschriebene, neue Arten handeln konnte, soll dies in Kooperation mit der DSMZ
geklart werden.

Die zukiinftigen Forschungsarbeiten sollen sich aus den dargelegten Griinden auf die
weitere Untersuchung des P2C-, THF- und Morpholin-Abbaus sowie der daran beteiligten
Enzyme konzentrieren. Die geplanten Schwerpunkte der einzelnen Projekte sind im folgenden
kurz skizziert.

Die Ein- bzw. Zweikomponenten-P2C-Monooxygenasen aus Arthrobacter sp. Pyl bzw.
Rhodococcus sp. Sedi2 gehdren zu einer vollig neuen Klasse Flavin-abhingiger
Monooxygenasen, liber deren Eigenschaften bisher sehr wenig bekannt ist. Zur Identifizierung
konservierter Aminosdurereste, die fiir die Funktion essentiell sind, sowie zur Aufdeckung
struktureller Unterschiede, soll die Primérstruktur beider Enzyme untereinander und mit
verwandten Enzymen verglichen werden. Die Etablierung eines Systems zur heterologen
Expression der beiden Proteine, soll die Moglichkeit eroffnen, die Auswirkungen des gezielten
Austausches einzelner Aminosduren oder der Deletion ganzer Sequenzbereiche auf die
Enzymaktivititen zu untersuchen. Auf diese Weise konnten dann auch ausreichende Mengen
der homogenen Enzyme filir weitere biochemische Untersuchungen gewonnen werden.
Aufgrund des hohen G+C-Gehalts der DNA bietet sich Streptomyces lividans TK24 als
Wirtsorganismus an, der bereits zur heterologen Expression anderer Monooxygenase-Systeme

eingesetzt wurde (Binnie et al., 1997; Smith et al., 1999). Eine Analyse der katalytischen
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Aktivitdten nach kreuzweiser Komplementierung der P2C-Monooxygenasen untereinander
oder mit FAD:NAD(P)H-Oxidoreduktasen anderer Organismen wie dem Fre-Protein aus F.
coli konnte Aufschluf3 iiber die Funktion der Enzym-Komponenten geben. Auf biochemischer
Ebene soll versucht werden, iliber eine spezifische chemische Modifikation der Enzyme
Aminosdurereste zu identifizieren, die essentiell fiir die Katalyse sind. Auch Stop-Flow
Experimente sollen zur Aufkldrung des Katalysemechanismus eingesetzt werden. Da bisher
nicht bekannt ist, welche weiteren Enzyme am P2C-Abbau beteiligt sind, liegt es nahe, die
Sequenzbereiche stromauf- und stromabwirts der Monooxygenase-Gene zu analysieren.
Sollten sich hieraus Informationen {iber katabole Enzyme ableiten lassen, konnten diese
biochemisch analysiert werden.

Cytochrom-P450-abhingige Monooxygenasen sind fiir Bakterien bisher relativ selten
beschrieben worden. Dies scheint unter anderem an der extremen Instabilitit der
Enzymaktivitit zu liegen. Insbesondere die P450-abhidngige Monooxygenasen, fiir die eine
Beteiligung am Abbau der zyklischen Amine Morpholin, Pyrrolidin und Piperidin postuliert
wird, sind auf biochemischem Weg offenbar nicht zugénglich. Da die Gene von P450.,, und
Fdmer aus Mycobacterium sp. HES inzwischen kloniert wurden, sind die Voraussetzungen fiir
eine heterologe Expression des aktiven Enzyms zum in vivo Nachweis der Aktivitét
geschaffen. Als geeigneter Wirt wiirde sich M. smegmatis mc*155 anbieten, das einer
genetischen Manipulation zuginglich ist und Morpholin nicht verwerten kann (Guilhot et al.,
1994; Poupin et al., 1999a). In diesem Organismus wurden auch die beschriebenen Gene pipA
und orfl identifiziert, deren Produkte in den Abbau von Pyrrolidin und Piperidin involviert
sind und hohe Homologien zu P450,,, und Fdo aus Mycobacterium sp. HES haben (Poupin
et al., 1999a). Ein Vergleich der Primérstruktur der Enzyme konnte Aufschlul3 dariiber geben,
welche Aminoséren fiir die jeweilige Substratspezifitit verantwortlich sind. Auflerdem lief3e
sich die fehlende, offenbar unspezifische Reduktase durch entsprechende Enzyme des Wirts
ersetzen. Da tliber die Reduktase-Komponente vieler P450-abhéngiger Monooxgenasen bisher
wenig bekannt ist, soll versucht werden dieses, unabhidngig vom Wachstumssubstrat
exprimierte Protein, aus Rohextrakten zu reinigen. Eine Identifizierung weiterer, am
Morpholin-Abbau durch Mycobacterium sp. HES beteiligter Enzyme, sollte mittels
molekularbiologischer oder enzymatischer Untersuchungen moglich sein. Die physiologische
Rolle der isolierten L-Alanin-Dehydrogenase soll durch weitere Studien ebenfalls geklart

werden.
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Im Mittelpunkt der zukiinftigen Untersuchungen zum THF-Abbau steht zundchst der
Nachweis der THF-Monooxygenase-Aktivitit. Wie die bisherigen Experimente gezeigt haben,
kommt es beim ZellaufschluB3 offenbar zum vollstindigen Verlust dieser Aktivitdt. Mittels
heterologer Expression der THF-Monooxygenase soll deshalb versucht werden, die Aktivitit
in ganzen Zellen nachzuweisen. Die Multikomponenten-Alken-Monooxygenase aus R.
rhodochrous konnte in Streptomyces lividans TK24 aktiv exprimiert werden, so dass dieses
System auch fiir die THF-Monooxygenase aus Pseudonocardia sp. K1 geeignet sein sollte
(Smith et al., 1999). Nach der Etablierung eines solchen Expressions-Systems, konnten auch
sehr interessante Experimente zur Reduktase-Komponente der THF-Monooxygenase
durchgefiihrt werden. Sollte der FAD-Kofaktor auch nach der heterologen Expression kovalent
gebunden sein, so wire dies ein Beweis fiir einen autokatalytischen Prozef3. Unabhingig davon
soll der genaue Ort der FAD-Bindung im Enzym bestimmt werden. Direkt neben den thm-
Genen der THF-Monooxygenase liegt das sad-Gen einer Succinatsemialdehyd-
Dehydrogenase, die fiir die Oxidation eines beim THF-Abbau gebildeten Intermediates
verantwortlich ist. Es ist somit anzunehmen, dass in diesem Gen-Cluster noch weitere Enzyme
des THF-Abbaus kodiert sind. Auch die Frage, ob und wenn ja welche Proteine durch orfY,
orfZ und aldH kodiert werden und welche Funktion diese Proteine haben, bedarf der weiteren
Analyse. Die Regulation der Transkription der thm- und des sad-Gens ist scheinbar sehr
komplex und soll ebenfalls Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Da der Fokus der zukiinftigen Forschungsarbeiten zundchst auf den beschriebenen
Monooxygenase-Systemen liegen soll, sind weiterfiihrende Untersuchungen zum
Tetrahydrofurfuryl-Alkohol (THFA)-Abbau durch R. eutropha Bo vorerst nicht geplant. Fiir
einen spiteren Zeitpunkt wiirde sich aufgrund des breiten Substratspektrums, der hohen
katalytischen Aktivitdt und Stabilitdt eine heterologe Expression der PQQ-abhéngigen THFA-
Dehydrogenase zur biotechnologischen Herstellung reiner Enantiomere optisch aktiver
Alkohole anbieten. Mit grolen Mengen dieses Biokatalysators liele sich eine wirtschaftliches
Produktionsverfahren etablieren. Aus wissenschaftlicher Sicht ist auch der weitere Weg des
THFA-Abbaus interessant, der bisher nicht aufgeklart werden konnte.

Die vergleichende Analyse der verschiedenen Monooxygenase-Systeme erdffnet die
Moglichkeit, wichtige Fragen in Bezug auf die evolutiondre Entwicklung ihrer katalytischen
und strukturellen Eigenschaften zu kldren. Warum unterscheiden sich die Monooxygenasen so
deutlich in ihrer Struktur? Sind die verschiedenen Monooxygenase-Systeme durch divergente

oder convergente Evolution entstanden? Welches System ist aus welchem hervorgegangen?
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Welche Rolle spielen Genfusionen und Gendeletionen? Warum werden identische Substrate
durch vollkommen verschiedene Monooxygenasen umgesetzt? Wie haben sich die Enzym-
Systeme entwickelt, die am Abbau xenobiotischer Substanzen beteiligt sind? Gibt es
Monooxygenase-Systeme, die spezifisch fiir bestimmte Organismen-Gruppen sind? Ein
Beitrag zur Beantwortung dieser schwierigen Fragen soll durch eine detaillierte Analyse der
beschriebenen Monooxygenase-Systeme geleistet werden. Auch die Untersuchung des
weiteren Abbaus der Verbindungen bzw. der daran beteiligten Enzyme, kann hierfiir wichtige
Informationen liefern.

Die hier isolierten und in der Literatur beschriebenen Bakterienstimme, die zum Abbau der
Losungsmittel THF oder Morpholin beféhigt sind, besitzen eine Gram-positive Zellwand. Die
Morpholin-abbauenden Bakterien scheinen sogar ausschlieBlich zur Familie der
Mycobacterien zu gehoren. Hieraus ergibt sich die Frage, ob und wenn ja, welcher
Zusammenhang zwischen der Struktur der Zellwand und der Resistenz gegeniiber den
Losungsmitteln besteht. Das Gram-negative Bakterium R. eutropha Bo ist ebenfalls in der
Lage auf einem Losungsmittel (THFA) zu wachsen. Somit bietet sich eine vergleichende

Studie zu den jeweiligen Resistenzmechanismen an.
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