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Abstract

For the development of a gene probe for the mineralization of DMSO by Hyphomicrobi-
um EG the 16S rDNA of Hyphomicrobium EG, Hyphomicrobium sp.1564, Hyphomicro-
bium sp.1565 and Hyphomicrobium sp.1566 was amplified, cloned and sequenced. From
these sequences a strain specific oligonucleotide for Hyphomicrobium EG could be found.
This oligonucleotide was used for detecting Hyphomicrobium EG in different kind of bac-
terial mixtures. Hyphomicrobium EG could be detected likewise in different kind of natu-
ral water probes in a concentration of 100 bacteria/ml.

For the development of a gene probe for the key enzyme of the DMSO degradation by
Hyphomicrobium EG, the methylmercaptane oxidase, the enzyme was purified and dige-
sted with trypsin. The peptides were sequenced. Using certain oligonucleotides derived
from these sequences the gene for the methylmercaptane oxidase was nearly complete am-
plified by PCR. From this gene fragment oligonucleotides were derived. With these oli-
gonucleotides the gene of the methylmercaptane oxidase could be detected for the iden-
tification of the specific degradation of DMSO by Hyphomicrobium EG.

DMSO could also be degraded to DMS by unspecifical reductases. For detecting this
anaerobic reduction oligonucleotides were derived from known sequences of the enzyme
DMSO reductase. These oligonucleotides could be used in PCR experiments for detecting
the genes of the unspecific DMSO reductases in the different kind of natural water pro-
bes.

From the strain Pseudomonas sp. B13 the enzyme 3-ketoadipate:succinyl-CoA transferase
was purified and N-terminal sequenced previously. From these sequences oligonucleotides
could be derived for amplification and sequencing a 2.3 kbp DNA fragment. It seems that
this fragment contains the gene of the enzyme (3-ketoadipyl-CoA thiolase and part of the
genes of the enzymes [3-ketoadipate:succinyl-CoA transferase and [3-ketoadipate-enol-
lactone hydrolase.



1 Einleitung

Die Verunreinigung unserer Umwelt wie Luft, Boden oder Wasser durch Xenobiotica hat
in den letzten Jahrzehnten immer starkere Ausmal3e angenommen. Mit Zunahme der Ver-
schmutzung der Umweltmedien wurden auch immer mehr Verfahren entwickelt, um die
Schadstoffe aus den Umweltmedien zu beseitigen. Ein Bericht der amerikanischen Um-
weltschutzbehorde von November 1991 hat bereits mehr als 130 konzeptionell verschie-
dene Verfahren aufgelistet und nach Ort der Sanierung unterschieden: direkt in der kon-
taminierten Zone (in situ), in unmittelbarer N&he (on site) und fernab (off site). Die tradi-
tionellen Methoden bieten jedoch oft nur wenige Mdglichkeiten. Bei der Bodensanierung
wird z.B. belasteter Boden entweder ausgehoben und in einer geeignet erscheinenden De-
ponie gelagert oder in speziellen Anlagen verbrannt. In beiden Fallen sind die Transport-
kosten sehr hoch und der flr die Bodenfruchtbarkeit wichtige Humus geht verloren. Bei
der Deponierung werden die Schadstoffe zudem nicht vernichtet, sondern lediglich bei-
seite geschafft, wodurch sich spater weitere Risiken ergeben kénnen. In tberbautem Ge-
biet kann kontaminiertes Material zudem h&ufig nicht ausgebaggert werden. In den letz-
ten Jahren sind jedoch zahlreiche alternative physikalische, chemische, biologische und
thermische Sanierungsverfahren entwickelt und zum Teil in der Praxis bereits erfolgreich
eingesetzt worden. Biologische Sanierungen erscheinen als besonders attraktiv, weil sich
dabei im Idealfall die Schadstoffe direkt im Erdreich, Grundwasser oder Abwasser mit Hil-
fe von Mikroorganismen zu anorganischen Verbindungen abbauen, also mineralisieren las-
sen, wobei gleichzeitig Biomasse in Form von Zellsubstanz entsteht und die Boden-
fruchtbarkeit erhalten bleibt.

Zur biologischen Sanierung von Umweltmedien mussen je nach Schadstoff jedoch erst-
mal Mikroorganismen angereichert werden, die diese Schadstoffe mineralisieren knnen.
Stehen schon Mikroorganismen zum Abbau zur Verfligung oder reicht die natirliche Po-
pulation im Umweltmedium aus, ist es wahrend der Sanierung erforderlich, die Biodyna-
mik im Umweltmedium zu beobachten, das heif3t, der Verbleib der zum Abbau erforder-
lichen Mikroorganismen im Medium muB genauso verfolgt werden wie seine Abbaulei-
stung. Dies kann zum einem durch den Nachweis und Konzentrationsverlauf des Schad-
stoffes selbst erfolgen, und zum anderen durch den Nachweis der zum Abbau eingesetzten
Bakterien.
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Stehen fir ein bestimmtes Kontaminierungsproblem noch keine effizienten Mikro-
organismen zur Mineralisierung des Schadstoffes zur Verfugung, kénnen durch klassische
Methoden wie der Adaptation oder der in vivo Konstruktion von Hybridstdmmen durch
konjugativen DNA-Transfer leistungsfahige Bakterienstimme entwickelt werden. Aber
auch durch Kenntnis der Zusammenhénge des Abbaupotentials eines Bakteriums auf ge-
netischer Ebene kdnnen durch in vitro Konstruktion von genetisch veranderten Mikroor-
ganismen (GVO) neue Abbauleistungen geschaffen werden. Daftr sind jedoch intensive
Untersuchungen der enzymatischen und genetischen Zusammenhange des Abbaus eines
Schadstoffes durch einen Bakterienstamm notwendig.

Die Sicherheit im Umgang mit industriell genutzten Produktions- oder Abbauorganis-
men, seien es nun natdrlich vorkommende Organismen oder gentechnisch verdnderte,
sollte durch die Entwicklung von einfachen, zuverlassigen und empfindlichen Nachweis-
methoden geschaffen werden. Wichtig ist dabei eine maoglichst intensive Kenntnis der all-
gemeinen Verhaltensweise von Mikroorganismen sowie ihrer genetischen Eigenschaften in
einer Vielzahl relevanter Okosysteme.

Die vorliegende Arbeit besteht aus zwei Teilen. Im ersten Teil soll am Beispiel des
DMSO-Abbaus durch Hyphomicrobium EG gezeigt werden, wie ein Nachweisverfahren
entwickelt werden kann, um den Verbleib eines nattrlich vorkommenden Bakteriums und
sein Abbaupotential wahrend einer Abwasserreinigung zu untersuchen. Weiterhin soll ein
Nachweisverfahren entwickelt werden, um das DMSO-Abbaupotential von den Mikro-
organismen, welche schon im Abwasser vorhanden sind, zu analysieren.

Der zweite Teil der Arbeit zeigt die Analyse eines Genclusters des Stammes Pseudomonas
sp. B13. Es werden die Gene des [3-Ketoadipat-Weges untersucht, ein in Bakterien und
Pilzen weit verbreiteter Abbauweg zur Mineralisation von aromatischen Substanzen.

Teil |
Entwicklung einer Gensondenanalytik fur die
Mineralisation von DMSO

1.1 Schwefelverbindungen in der Umwelt

Dimethylsulfoxid (DMSOQ) ist das bekannteste und am haufigsten gebrauchte Sulfoxid.
Es stellt ein hervorragendes Losemittel flr viele organische und anorganische Substanzen
dar. Es wird bei Alkylierungsreaktionen eingesetzt, da es eine hohe Polaritat und eine gute
Solvatationsfahigkeit fur Kationen besitzt. Weitere Reaktionen mit DMSO als Losungs-
mittel sind Dehydrierungen, Dehydrohalogenierungen, Phosphorylierungen, Ringoff-
nungsreaktionen von Epoxiden und Radikalreaktionen.



Einleitung 3

Da DMSO die Fahigkeit der Haut zur Resorption von Arzneimittel erhoht, wird es un-
ter anderem auch als Losemittel flr Ohrentropfen und Injektionslésungen verwendet
(Leake, 1967). Es findet weiterhin Verwendung als Lésemittel zur Herstellung spinnfahi-
ger Losungen von Polymeren.

DMSO hat eine geringe Toxizitat. Die LDgg-Werte liegen nach oraler, dermaler oder
intraperitonealer Zufuhr fur verschiedene Tierarten im Bereich von 10-30 g/kg Korper-
gewicht. Resorptiv toxische Wirkungen sehr hoher Dosen zeigen sich vorwiegend an Le-
ber und Niere. Unverdinnt flihrt DMSO zu einer histaminartigen Reaktion der Haut, die
Schleimhéute werden gereizt. Eine intradermale Injektion flhrt zur Blasenbildung.
DMSO/Wasser-Gemische zeigen keine Reizwirkung. Enzymatische Reaktionen kénnen
durch DMSO inhibiert werden, die Wirkung anderer Stoffe, wie z.B. von Medikamenten
oder aromatischen Kohlenwasserstoffen, kann gesteigert werden. Auch eine Steigerung der
Aktivitat cancerogener Stoffe und gesteigerte Tumorinduktion, im Sinne einer Cocancero-
genitat ist denkbar,

Durch den weit verbreiteten Einsatz von DMSO in den unterschiedlichsten Formen, ge-
langt DMSO in groReren Mengen als Verunreinigung in die Umwelt. Da es sich bei
DMSO jedoch nicht um einen abiotischen Fremdstoff handelt, sollte eine Mineralisation
von DMSO madaglich sein.

Die Problematik von DMSO in Umweltmedien ist nicht durch die Substanz selber
gegeben, sondern durch ihre Abbauprodukte wie z.B. Dimethylsulfid (DMS), die durch
einen unvollstandigen biologischen Abbau entstehen. DMSO wird z.B. im Abwasser
durch unspezifische Reduktasen, welche in vielen Mikroorganismen vorhanden sind, zu
DMS reduziert. DMS diffundiert aufgrund seiner hohen Fluchtigkeit aus dem Abwasser,
was zu einer erheblichen Geruchsbel&stigung fihren kann (Abb. 1.1).

Der Gestank in Barmen kam von Akzo Nobel

Mittel zur Membran-Herstellung ist wahrscheinlich schuld an der Geruchsbelistigung / Akzos Losung: Der ,rollende Kanal*

(tom). ,Wir sind hochstwahr- bei der Herstellung von Kunst-  stanz Dimethylsulfoxid (DMSO raum. DMSO werde auch i i i
scheinlich die Vcrurs"nr,her des membranen eingesetzt wird, ist die in der Proy('iuk(ion vcgn Dialy)- Tragermittel zum Beispiel gé? %imés ‘:li;gefgs;e:%l:)ldwzis«:;’m:}
Gestanks_in Barmen*, meldete mit dem Abwasser in die Kanali- se-Membranen eingesetzt wird. Salben eingesetzt. taglich in die Klaranlage gefah-
sich D_r, Glnter H. Vltzthum, sation gelangt und wahrschein-  Der Stoff werde am Ende der Im Kanal, so Vitzthum, bauten ren. Der Versuch laufegseﬁ ver-
Chcf der Firma Akzo Nobel, frei- lich die Quelle des unangeneh- Herstellung  wieder ausgewa-  Mikroorganismen DMSO  ab. gangenen Dienstag. Seither gebe
willig bei den Stadtentwasserern.  men Geruchs. Inzwischen wurde ~ schen, ein Teil in die Produktion Dabei entstiinden schwefelhalti- es auch keine Besrixwerdeangrufe
Nach dem Bericht in der West- auch cine Losung — in Abspra-  zuriickgefithrt, der andere mit ge Verbindungen, ,dic ziemlich mehr, sagte Polking. Der ,rollen-
deutschen Zeitung iiber die Ge- che mit der Stadtverwaltung —  dem Abwasser in den Kanal ge- stark stinken. Etwa sechs Kilo- de Kanal” sei aber nur ein Provi-
ruchsbeléstigungen in Barmen gefunden: Das Abwasser wird  spiilt. Dafiir hat Akzo Nobel eine gramm DMSO wurden stiindlich ~ sorium, verrit Vitzthum. Bis in
forschte die Mannschaft von mit dem Tankw_agen zur Klaran-  Einleitungserlaubnis, da es sich in der Kanal cingeleitet. Im  einem 'halben Jahr soH.DMSO
Vitzthum in den eigenen Pro- lage gefahren. Vitzthum nenntes um eine ungeféhrlich Substanz ~Sommer war die Produktion er-  schon im Produktionsprozef ab-
duktionshallen _— und wurde den rollenden Kanal". handele, bestétigt Franz Pélking heblich ausgeweitet worden. Um  gebaut werden, damit es in Bar-
fiindig. Das Losungsmittel,. das Es handelt sich um die Sub- vom Ressort Natur und Frei- die iiblen Geriiche zu verhin- men nicht mehr stinkt.

Abb. 1.1: Zeitungsausschnitt aus WESTDEUTSCHER ZEITUNG vom November 1996

Die in dem Zeitungsartikel (Abb. 1.1) beschriebene provisorische Losung in Form des
rollenden Kanals“ zur Uberfiihrung des DMSO-haltigen Abwasser direkt in die kom-
munale Kldranlage ist bedenklich. In der Klédranlage stehen den dort vorhandenen
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Mikroorganismen leichter verwertbare Substanzen als DMSO zur Verfugung, so daf ein
effizienter Abbau auch dort verhindert wird. Im Belebtbecken der Kldranlage wird das
durch unspezifische Reduktion entstehende DMS durch die Belliftung herausgeblasen, so
daR die Uberfiihrung des DMSO-haltigen Abwassers in Tankwagen in die Klaranlage nur
eine Ortliche Verlagerung des Problems darstellt. Wesentlich sinnvoller ist eine Beseitigung
von DMSO aus Industrieabwassern direkt nach dem ProduktionsprozeR.

Bei DMS handelt es sich im Gegensatz zu DMSO um eine toxische Substanz (Mhatre
etal., 1983). Sie ist &uRerst fliichtig und tbelriechend mit einer Geruchsschwelle von 2,5
ppb (Leach et al., 1982). Fliichtige Sulfide wie DMS werden in groRen Mengen in der pa-
pierverarbeitenden Industrie, in Olraffinerien und in Diinge- und Abwassersystemen pro-
duziert.

DMS ist neben Schwefelwasserstoff die mengenmaéf3ig wichtigste Schwefelverbindung
aus biogener Emission. Von DMS wird angenommen, dal3 es eine Hauptkomponente der
reduzierten Schwefelverbindungen ist, welche aus Ozeangebieten zu terrestrischen Regio-
nen durch Wind und Regen transportiert werden (Lovelock et al., 1972; Nguyen et al.,
1978; Andreae et al., 1983). Weiterhin ist DMS ein bedeutender Bestandteil der fltichti-
gen Schwefelverbindungen aus terrestrischen Gebieten (Banwart et al., 1976).

DMS kann biologisch und chemisch zu DMSO oxidiert werden (Taylor et al., 1989).
Die chemische Oxidation zu DMSO wurde sowohl im Oberflachenwasser der Meere als
auch in der Atmosphdre (Plane, 1989) nachgewiesen. Nach Andreae (1980) ist DMSO
auch im Regen tber marinen Regionen enthalten.

Die biologische Oxidation von DMS zu DMSO erfolgt durch verschiedene Monooxi-
genasen in Tieren, Pflanzen, Pilzen und Bakterien (Taylor et al., 1989), und unter anaero-
ben Bedingungen mit Hilfe von Licht durch Anoxiphotobakterien (Zeyer et al., 1987).

Eine vollstandige Mineralisation von DMSO und DMS in einem Abwasser direkt nach
einem Produktionsprozef’ und vor dem Einleiten in das 6ffentliche Kanalsystem ist durch-
aus maglich, da leistungsfahige Organismen zum Abbau von DMSO und DMS angerei-
chert werden konnten.

1.2 Mineralisation von DMSO und DMS

Die Mineralisation von DMSO und DMS kann unter aeroben oder anaeroben Bedin-
gungen erfolgen und wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben.

Unter anaeroben Bedingungen wird DMSO tber DMS und Methylmercaptan zu Me-
than, Kohlendioxid und Schwefelwasserstoff abgebaut (Kiene et al., 1986). Zinder et al.
(1978) beschrieben sowohl Prokaryonten als auch Eukaryonten, die DMSO zu DMS
umsetzten. Dabei zeigten Enterobacteriaceaen, Pseudomonas aeruginosa und Bacillus subtilis
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mengenmaRig den groRten Umsatz von DMSO zu DMS. Aber auch fermentative An-
aerobier wie Streptococcus faecalis und Clostridium butyricum sind ebenso in der Lage,
DMSO zu reduzieren, wie auch Aspergillus niger und Saccharomyces cerevisiae. Sulfat-redu-
zierende Bakterien der Gattung Desulfovibrio, welche aus marinen Regionen isoliert wur-
den, sind ebenfalls in der Lage, DMSO zu DMS umzusetzen (Jonkers et al., 1996).

Unter aeroben Bedingungen wird DMSO und DMS durch Thiobacillen und Hypho-
microbien abgebaut (Taylor et al., 1989). Als Zwischenstufen treten bei der Mineralisati-
onvon DMSO DMS, Methylmercaptan, Schwefelwasserstoff und Formaldehyd auf. End-
produkte sind Schwefelsdure und Kohlendioxid (de Bont et al., 1981).

Siveldetal. (1975) isolierten den Stamm Thiobacillus MS1 aus einer Biofilteranlage, wel-
che zur Geruchsbeseitigung aus Abwassern einer Sulfat-Cellulose Fabrik eingesetzt wurde.
Dieser Stamm ist bei Wachstum in einem thiosulfatlimitierten Chemostaten in der Lage,
DMS als alleinige Kohlenstoff- und /oder Energiequelle zu nutzen (Siveld, 1980). Es konn-
te beobachtet werden, daR Thiobacillus MS1 als obligater chemolithotropher Organismus
beim Wachstum auf Thiosulfat und DMS sowohl den Calvin-Cyclus zur CO2-Fixierung,
als auch den Serinweg zur Assimilation von Formaldehyd einsetzen kann. Kanagawa et al.
(1986) zeigten, dal’ die meisten Thiobacillen jedoch das von anderen Mikroorganismen
freigesetzte Kohlendioxid als alleinige Kohlenstoffquelle verwenden.

Aus Anreicherungskulturen auf DMSO aus Erdproben unter aeroben Bedingungen
konnten de Bont et al. (1981) den Stamm Hyphomicrobium S isolieren. Es handelt sich
um einen obligat methylotrophen Organismus, der nur auf DMSO und DMS wachsen
kann. Im Gegensatz zu den meisten Vertretern der Gattung Hyphomicrobium ist dieser
Stamm nicht in der Lage Ethanol, Acetat, Methanol, Formiat, Trimethylamin-N-oxid oder
methylierte Amine umzusetzen. In einer pH-kontrollierten Batchkultur mit DMSO als
alleiniger Kohlenstoffquelle lag die Verdopplungszeit bei 32 Stunden.

Einen wesentlich effektiveren Umsatz von DMSO zu Schwefelsdure und Kohlendioxid
erreichte der von Suylen et al. (1986) isolierte Stamm Hyphomicrobium EG. Dieser Stamm
wurde aus einer Probe aus einem Biofilter in einer Batchkultur mit DMSO als alleiniger
Kohlenstoff- und Energiequelle angereichert. Der Biofilter diente zur Reinigung von Ab-
wasser, welches durch methylierte Schwefelverbindungen verunreinigt war. Das Substrat-
spektrum von Hyphomicrobium EG ist groRer als das von Hyphomicrobium S. Neben
DMSO und DMS kann Hyphomicrobium EG auch methylierte Amine, Formiat und Tri-
methylamin-N-Oxid umsetzen. Die Wachstumskonstante pmay ist bei Hyphomicrobium
EG funfmal hoher als die von Hyphomicrobium S, wéhrend die Kg-Werte fiir DMSO in
beiden Stdmmen etwa gleich grol3 sind.

Die Mineralisation von DMSO durch Hyphomicrobien zeigt Abb. 1.2. Die Umsetzung
des Schwefelwasserstoffes zu Schwefelsdure wird von den Bakterien als Energiequelle
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genutzt. Als alleinige Kohlenstoffquelle dient den Hyphomicrobien das abgespaltene
Formaldehyd, welches Gber den Serin-Weg verwertet wird. Hyphomicrobien kénnen zur
Entfernung von DMSO und DMS aus Abwaéssern eingesetzt werden (Large et al., 1988).

1.3 Die Gattung Hyphomicrobium und ihr Einsatz in der Abwasser-
behandlung

Hyphomicrobien gehdren zu den knospenden, prosthekaten Bakterien. Als methylo-
trophe Bakterien sind sie durch ihre Fahigkeit zum Wachstum auf C4-Verbindungen aus-
gezeichnet. Hyphomicrobien sind fakultativ methylotroph, einige auch eingeschrankt fa-
kultativ methylotroph, d.h. dal3 sie neben den C4-Verbindungen nur eine sehr begrenzte
Anzahl von Verbindungen mit mehreren Kohlenstoffatomen verwerten koénnen. Die Gat-
tung Hyphomicrobium nimmt eine besondere Stellung unter den fakultativ methylo-
trophen Bakterien ein, da sie durch ihre Morphologie mikroskopisch leicht erkennbar ist.
Der Lebenszyklus dieser Gattung ist charakterisiert durch die morphologische Differen-
zierung (Abb. 1.3).

d

Daughter cycle Mother cycle

Abb. 1.3: Entwicklungszyklus von Hyphomicrobien

Die reife Zelle bildet eine Hyphe, an der eine Knospe entsteht (b-c). An dieser Tochterzelle entwickeln
sich polar 1-3 GeiReln und die Zelle wird beweglich (d). Sie trennt sich von der Mutterzelle ab (a) und
setzt sich an Oberflachen fest, oder sie heftet sich an andere Zellen (Zellsternbildung). Nach dem
Festsetzen geht die Geif3el verloren und eine Hyphenbildung beginnt. Die Mutterzelle kann mehrmals
weitere Tochterzellen ausbilden (aus: Harder et al., 1978).
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Vertreter der Gattung Hyphomicrobium konnten aus dem Belebtschlammbecken einer
Kléaranlage isoliert werden (Schmider et al., 1986). Nach Zugabe von Methanol als exter-
ne Kohlenstoffquelle zur gezielten Denitrifikation in der Abwasserbehandlung stieg die
Zahl der Hyphomicrobien in der Belebtschlammflocke und in Biofilmen an (Timmer-
manns et al., 1983; Liessens, 1993). Die Fahigkeit zur Denitrifikation scheint jedoch auf
bestimmte Arten beschrankt zu sein (Hirsch, 1989). Die Biochemie der Denitrifikation
unter Verwendung von C4-Verbindungen bei diesen Stdmmen wurde intensiv untersucht
(Uebaysi et al., 1976; Nurse, 1980; Lebedinskii, 1981). Neben der gezielten Denitrifika-
tion konnen Vertreter der Gattung Hyphomicrobium auch fir den Abbau von Halo-
methanen, Methylaminen, methylierten Schwefelverbindungen und Methylphosphaten in
Abwaéssern eingesetzt werden (Large et al., 1988; Kelly et al., 1993; Ghisalba et al., 1983;
Ghisalba et al., 1985; Ghisalba et al., 1986).

Die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft in einer Klaranlage ist stark abhangig
von der Rohwasserzusammensetzung und den Verfahrenskombinationen. Wie schon oben
beschrieben, haben spezifische Verfahren, wie z.B. die der gezielten Denitrifikation unter
Einsatz von Methanol erhebliche Einwirkungen auf die Population der Gattung Hypho-
microbium im Belebtbecken einer Klaranlage.

Um generell die Abbauleistung einer Bakterienpopulation in einem Umweltmedium und
die Anderung der Zusammensetzung im Laufe der Zeit beurteilen zu konnen, sind schnel-
le qualitative und quantitaive Nachweisverfahren unerlaf3lich. Dabei kann es sich bei den
Bakterienpopulationen sowohl um natirlich vorkommende Mischkulturen, als auch um
Mischkulturen, welche durch Zugabe von Spezialstdmmen verandert wurden, handeln. Bei
der Zugabe von Spezialkulturen ist die Beobachtung tber den Verbleib dieses Stammes in
der Population ein wichtiges Kriterium fir ein Nachweisverfahren.

1.4 Nachweisverfahren fur Bakterien in Umweltmedien
1.4.1 Traditionelle Methoden zum Nachweis von Bakterien

Es gibt zahlreiche Strategien zum Nachweis und zur Isolierung von Mikroorganismen
aus Umweltproben (Herbert, 1990). Konventionelle Methoden, wie das Auszéhlen von
Kolonien nach der Kultivierung der Bakterien auf speziellen Medien, sind stark abhé&ngig
von einzelnen Faktoren wie der Medienzusammensetzung, der Inkubationstemperatur,
dem pH-Wert usw. (Jones, 1970) und liefern daher nur unzureichende Ergebnisse tber
die mikrobiologische Zusammensetzung des Umweltmediums, sowohl in quantitativer als
auch in qualitativer Hinsicht. Die Methode der ,,most-probable-number*-Bestimmung
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(Roszak et al., 1987) liefert ebenfalls nur ein ungeféhres Bild tber die Anzahl der Mikro-
organismen in der Umweltprobe. Der grof3te limitierende Faktor bei diesen Methoden
stellt die Kultivierbarkeit der meisten Bakterien dar. Die Mikroorganismen, die durch klas-
sische Kultivierungsmethoden nicht nachweisbar sind, sind entweder tatséchlich nicht
mehr lebensféhig, befinden sich in einem lebensfahigen, aber nicht kutivierbaren Zustand
(,,viable but non-culturable®; Colwell, 1985) oder sind einfach nur unter den verwende-
ten Bedingungen nicht kultivierbar. Ferguson et al. (1984) und Hope (1978) kamen zu
dem Ergebnis, dal3 nur 0,01-12,5% der lebensfahigen Bakterien aus marinen Umwelt-
proben kultivierbar sind. Zu einem &hnlichen Ergebnis kam Atlas (1983) fir die mikro-
bielle Population in Erdproben.

Fur eine exaktere und vor allen Dingen schnellere Bestimmung der mikrobiellen Zu-
sammensetzung von Umweltmedien sind in den letzten Jahren zahlreiche molekulargene-
tische Methoden entwickelt worden (Ford et al., 1988; Sayler et al., 1990; Pickup, 1991,
Bej et al., 1991, Steffan et al., 1991;), die sowohl qualitative als auch quantitative Ergeb-
nisse liefern.

1.4.2 Isolation von genetischem Material aus Umweltmedien

Molekulargenetische Methoden zur Charakterisierung der mikrobiellen Zusammenset-
zung von Umweltmedien oder zum Nachweis bestimmter Mikroorganismen in Umwelt-
medien besitzen den groRRen Vorteil, daR die Bakterien aus dem Medium nicht kultiviert
werden mussen. Es wurden zahlreiche Methoden entwickelt, das gesamte genetische Ma-
terial aus dem Medium zu isolieren, ohne da die Mikroorganismen isoliert wurden. Ei-
ne Ubersicht zeigt Tab. 1.1. Es kdnnen zwei Arten der DNA-Isolierung unterschieden wer-
den. Bei der direkten Methode wird die DNA aus Wasserproben durch direkte Lyse der
Zellen und anschlieBender Prézipitation ohne eine Zellabtrennung isoliert. Diese Metho-
de ist nicht fur alle Bakterien geeignet und die Groéf3e der isolierten DNA kann relativ ge-
ring sein. Bei der indirekten Methode werden die Zellen durch Zentrifugation oder Fil-
tration angereichert und anschlieBend zur DNA-Extraktion lysiert. Bei einer direkten Ex-
traktion von DNA aus Erdproben ergibt die Zugabe von Polyvinyl-polypyrrolidon (PVPP)
zur Beseitigung der Huminséuren eine hohere Ausbeute und eine bessere Qualitat der
DNA (Holben et al., 1988; Steffan et al., 1988).

Alle Methoden liefern DNA in ausreichender Qualitat zur Durchfiihrung von moleku-
largenetischen Nachweisen von Mikroorganismen wie z.B. Hybridisierungen, Restriktio-
nen oder der Polymerase Kettenreaktion (PCR).
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Tab 1.1: Qualitat und Quantitat der extrahierten DNA aus Umweltmedien durch unter-

schiedliche Methoden (aus: Pickup, 1991)

Methode Medium ProbengroRe Methode der

DNA-Extraktion

Zellzahl/g DNA-
Ausbeute GroRe
(max. kb)

DNA-

Literatur

4

>1 Liter

Wasser

Erde 50¢g

Erde 100 g

Sediment 100 g

Sediment 100 g

direkte Lyse;
EtOH-Prazipitation
oder CsClI-Zentri-
fugation

Lyse nach
Zelldispersion und
PVPP-Behandlung;
CsCl-Zentrifugation

direkte Lyse;
EtOH-Prézipitation
oder CsCl-Zentri-
fugation

direkte Lyse;
EtOH-Prézipitation
oder CsCl-Zentri-
fugation

Lyse nach
Zelldispersion und
PVPP-Behandlung;
CsCl-Zentrifugation
Hydroxyapatit-
chromatographie;
EtOH-Prézipitation

direkte Lyse in
Verbindung mit
Glasperlen;
DNA-Prézipitation;
CsCl-Zentrifugation;
Hydroxyapatit-
chromatographie;
EtOH-Prazipitation

106

106

109

109

10°

107

1ng

nb

350 ug

1,9 mg

30 g

2,6 mg

>25

>50

20

Sommerville
et al. (1989)

Holben et al.
(1988)

Steffan et al.
(1988)

Ogram et al.
(1988)

1.4.3 Nachweis von Bakterien durch rRNA-gerichtete Gensonden

Eine die Phylogenie widerspiegelnde Klassifizierung und eindeutige Identifizierung von
Mikroorganismen ist moglich, wenn man die umfangreiche Information nutzt, die in den
Sequenzen und Strukturen ihrer Makromolekule steckt. Durch vergleichende Sequenz-
analyse von Proteinen und Nukleinsduren, insbesondere von ribosomalen Ribonukle-
inséuren (rRNA), konnte erstmals ein umfassendes natdirliches System fiir die Klassifizie-
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rung von Mikroorganismen erstellt werden (Schleifer et al., 1989; Woese, 1987). Die
rRNA-Molekiile sind als phylogenetische Marker besonders gut geeignet, da sie in allen
Lebewesen vorkommen und die gleiche Funktion erftllen. Sie sind homolog und nicht
konvergent entstanden.

Eine Sequenzanalyse der rRNA ist nicht immer notwendig. Oligonukleotidsonden zum
Einsatz in Hybridisierungsexperimenten gestatten die Identifizierung von Mikroorganis-
men auf unterschiedlichen taxonomischen Ebenen. Das Spezifitatsspektrum reicht von
Universalsonden, die gegen vollig konservierte Abschnitte gerichtet sind und an die rRNA
aller Organismen binden, bis zu art- und unterartspezifischen Sonden gegen hochvariable
Bereiche (Stahl et al., 1991).

Mit der Entwicklung der PCR wurden auch zahlreiche Primer entwickelt, die eine Am-
plifizierung der gesamten 16S rDNA, oder hochvariable Bereiche der 16S rDNA ermdg-
lichen (Edwards et al., 1989; Barry et al., 1990). 16S rRNA-spezifische Oligonukleotid-
sonden in Kombination mit PCR nutzten Giovannoni et al. (1990) zur Untersuchung der
genetischen Mannigfaltigkeit der mikrobiellen Flora im Saragossa See. Dabei wurde eine
neue Gruppe von oligotrophen Bakterien entdeckt, die vorher nicht kultivierbar waren.
Ward et al. (1990) analysierten 16S rRNA-Sequenzen der Population einer heiRen Quel-
le und fanden eine Zusammensetzung von Organismen, die zuvor aus dieser Umgebung
nicht isoliert werden konnten.

1.4.4 Nachweis von Bakterien durch Markergene

Der Nachweis von Bakterien mit Hilfe von Markergenen hat sich gerade zum Nachweis
gentechnisch veranderter Mikroorganismen (GVO) bewéhrt. In Abhéngigkeit der Art des
Markergens kann der GVO entweder phéanotypisch, durch Expression des Markergens und
Messung einer Enzymaktivitdt oder genotypisch, durch Detektion des Gens durch mole-
kularbiologische Methoden wie PCR, nachgewiesen werden (Jain et al., 1988). Marker-
gene konnen in drei Gruppen unterteilt werden:

a) kurze, aber einmalige Oligonukleotidsequenzen

b) genetische Systeme, die eine selektive Reaktion, wie z.B. eine Antibiotikaresistenz

oder den Metabolismus einer Chemikalie zur Folge haben

¢) Farbmarkergene, die eine Verfarbung der Bakterienkolonie oder der Zellen verursa-

chen.

Es ist nicht immer notwendig, den GVO mit einem Markergen zu versehen, oftmals
reicht die genetische Verdnderung an sich aus, um diesen Organismus im Umweltmedi-
um machzuweisen (Morgan et al., 1989).

Markergene kénnen aber nicht nur zum Nachweis gentechnisch verdnderter Mikroor-
ganismen herangezogen werden, sondern auch aus der Eigenschaft eines Bakteriums zum
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Abbau einer bestimmten Substanz, kann ein Markergen abgeleitet werden. Herrick et al.
(1993) entwickelten aus den bekannten Sequenzen des einleitenden Enzyms des Naphtha-
linabbaus, der Naphthalin—Dioxygenase, zweier Pseudomonas putida Stdmme Oligo-
nukleotide zum Einsatz in einer PCR zur Amplifizierung eines Abschnittes des kodieren-
den Gens fur die Naphthalin—Dioxygenase. AulRerdem konnte eine Genprobe aus dem ko-
dierenden Genabschnitt des Enzyms als Markergen in Hybridisierungsexperimenten fur
den spezifischen Nachweis dieser Stdmme in Sedimentproben eingesetzt werden.

1.4.5 Nachweis von Bakterien durch DNA-Fingerprinting

Bei der Untersuchung von ,,Restriktions-Fragment-L&ngenpolymorphismen* (RFLP-
Analyse) wird DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen hydrolisiert, auf eine Ny-
lonmemebran geblottet und mit einer Sonde hybridisiert. Dabei entstehen typische Ban-
denmuster, die zur Identifizierung von Mikroorganismen dienen kdnnen. Die Sondenty-
pen kdnnen spezifisch fur eine Art von Mikroorganismus sein, es kdnnen aber auch Son-
den eingesetzt werden, die so generell anwendbar sind, dafl nahezu von allen
Bakterienarten spezifische Hybridisierungsmuster erzeugt werden kdnnen. Diese Sonden
reagieren mit den Genen fir ribosomale RNAs, die sowohl hochkonservierte als auch va-
riable Regionen enthalten. Gene fiir RNAs liegen meist in mehreren Kopien an verschie-
denen Stellen im Genom vor. Sowohl in den flankierenden Regionen als auch innerhalb
der rRNA Gene und der Spacerregion zwischen 16S- und 23S-rRNA-Genen kénnen Er-
kennungssequenzen flr Restriktionsenzyme variabel sein. Je nach Bakterienspezies und
analysierter Genregion ergeben sich daher Spezies-, Subspezies oder auch Stamm-spezifi-
sche Muster (Grimont et al., 1991).

Zur Umgehung der zeitaufwendigen Hybridisierung kann die RFLP-Analyse auch mit
der PCR kombiniert werden. Im Prinzip kann jede Genregion, deren DNA-Sequenz zu-
mindestens an den Enden bekannt ist, Ziel einer PCR-RFLP-Analyse sein. Es kdnnen spe-
zifische Primer verwendet werden, die nur fiir eine geringe Zahl von Spezies oder sogar nur
fur eine einzige verwendbar sind. Es gibt aber auch generell anwendbare Methoden, bei
denen PCR-Primer verwendet werden, die mit konservierten Bereichen in den rRNA-Ge-
nen reagieren konnen und die PCR-Amplifikation ermdglichen. Die in den Genen eben-
falls vorhandenen variablen Bereiche enthalten die DNA-Sequenz-Polymorphismen, die
als RFLP sichtbar gemacht werden kénnen. Fir diese Analysen sind Primerpaare spezi-
fisch fur die 16S-rDNA (Gurtler etal., 1991; Jayarao et al., 1991) und eine 165/23S rDNA
Primerkombination (Vaneechoutte et al., 1992) beschrieben worden.
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1.4.6 Quantitativer Nachweis von Bakterien in Umweltproben

Zum quantitativen Nachweis von Bakterien in Umweltproben kénnen die molekular-
genetischen Nachweismethoden in Kombination mit den quantitativen Methoden wie
MPN oder Lebendzellzallbestimmung eingesetzt werden. Fredrickson et al. (1988) setz-
ten DNA-Hybridisierungen zusammen mit der ,most-probable-number“-Methode, dem
Auszahlen von Kolonien auf spezifischen Medien oder fluoreszenzmarkierten Antikorper
zur Quantifizierung von Tn5 Mutanten der Stdmme Rhizobium spp. und Pseudomonas pu-
tida in Erde ein. Degrange et al. (1995) kombinierten die PCR zur Amplifizierung eines
Abschnittes des 16S rRNA-Gens aus Nitrobacter mit dem quantitativen Nachweis durch
MPN und fluoreszenzmarkierten Antikorper. Mc Sweeney et al. (1993) quantifizierten das
Bakterium Synergistes jonesii in einer Mischkultur in einem Chemostaten Gber einen lan-
geren Zeitraum durch RNA-Extraktion und anschlieBender Hybridisierung mit einer
rRNA-Gensonde. Die Hybridisierungssignale konnten dann densiometrisch quantifiziert
werden. Es gibt also zahlreiche Methoden zum quantitativen und qualitativen Nachweis
von Bakterien in Umweltmedien. Welche Methode gewahlt wird, h&dngt insbesondere von
dem nachzuweisenden Stamm und dem Umweltmedium ab. Eine Ubersicht tiber einige
ausgewdhlte Methoden und ihre Nachweisgrenzen zur Identifikation von Bakterien in Um-
weltmedien zeigt Tab. 1.2.

Tab. 1.2 Methoden und ihre Nachweisgrenzen zur ldentifikation von Bakterien in
Umweltmedien (aus: Pickup, 1991)

Methode Zellen/ml natlirlicher  Target Medium  Literatur
oder Zellen/g Hintergrund
nicht-selektive Kultivierung 108 106 xylE Seewasser  Morgan et al.
(1989)
selektive Kultivierung 101 106 RP4-Tol Seewasser  Pickup et al.
(1990)
Bioassay 108 106 xylE Seewasser Morgan et al.
(1989)
ELISA 103 106 xylE Seewasser  Morgan et al.
(1989)
Lumineszenz 103 nb lux Erde Rattray et al.
(1990)
DNA-Hybridisierung 108 106 xylE Seewasser  Morgan et al.
(1989)
direkte Hybridisierung 102-103 nb 2,45-T Erde Steffan et al.
(1990)
DNA-Hybridisierung und MPN 101-102 nb Tn5 Erde Fredrickson
et al. (1988)
PCR 102 (100g)  10u 2,4,5-T Erde Steffan et al.
(1989)
fluoreszenzmark. Antikorper 2*10t nb Flavobacterium Erde Mason et al.
(1990)
fluoreszenzmark. Oligonukleotide 3*10° 108 16SrRNA  Suspension Amman et al.

(1990)
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Teil 11
Untersuchung an den Genen des [3-Ketoadipatweges in
Pseudomonas sp. B13

1.5 Der bakterielle Abbau aromatischer Verbindungen

Die Mineralisierung von aromatischen Verbindungen hat eine sehr hohe Bedeutung. Ne-
ben den aromatischen Verbindungen durch anthropogenen Eintrag gibt es riesige Men-
gen von aromatischen Verbindungen aus nattrlichen Quellen in der Biosphére. Die kom-
plexe, aromatische Verbindung Lignin umfal3t ca. 25% der Landbiomasse der Erde und
die Umsetzung dieser Verbindung und weiteren pflanzlichen aromatischen Material ist ei-
ne Hauptkomponente des Kohlenstoffzyklus auf der Erde. Es gibt sowohl aerobe als auch
anaerobe Mikroorganismen, die in der Lage sind, aromatische Verbindungen umzusetz-
ten. Die Mineralisierung verlguft in 2 Phasen. Zu Beginn wird der aromatische Ring durch
unterschiedliche Modifikationen fur die Ringspaltung vorbereitet. Bei allen untersuchten
Abbauwegen tritt ein Mono- oder Dioxygenaseschritt zur Bildung eines dihydroxylierten
Benzolringes auf. In der 2. Phase erfolgt dann die Ringspaltung des dihydroxylierten Ben-
zolringes, welche Intermediate fur den Tricarbonsdaurecyclus liefert. Bei der Ringspaltung
werden 3 Arten unterschieden:

Bei der ortho-Spaltung wird die C-C-Bindung zwischen den Hydroxylgruppen gespal-
ten (intradiol Spaltung), wéhrend bei der meta-Spaltung die an die Hydroxylgruppen an-
grenzende C-C-Bindung gespalten wird (extradiol Spaltung). Beim sogenannten Gentisat-
weg erfolgt eine Spaltung, wenn die Hydroxylgruppen in para-Position zueinander stehen,
und es wird die C-C-Bindung zwischen einem carboxylierten C-Atom und dem angren-
zenden hydroxylierten C-Atom gespalten.

Die am besten untersuchten Abbauwege sind der meta- und der ortho-Weg. Der ortho-
Weg wird auch als 3-Ketoadipatweg bezeichnet, da als Schllsselintermediat [3-Ketoadipat
auftritt. Der [3-Ketoadipatweg ist unter taxonomisch sehr unterschiedlichen Bakterien und
Eukaryonten weit verbreitet. Er ist immer chromosomal kodiert und ist der zentrale Ab-
bauweg sowohl bei der Mineralisierung von aromatischen Verbindungen, welche von
Lignin oder anderen pflanzlichen Komponenten abgeleitet sind, als auch bei dem Abbau
von einigen anthropogen eingebrachten, aromatischen Umweltgiften. Der -Ketoadipat-
weg besitzt fur jede bakterielle Gruppe charakteristische Genorganisationen und Regula-
tionsfaktoren. Der 3-Ketoadipatweg stellt ein ideales Modellsystem dar, um zu untersu-
chen, wie sich weitverbreitete, zum Teil konservierte Enzymkaskaden in unterschiedlichen
Stdmmen differenzieren, ohne ihre gemeinsamen katalytischen Eigenschaften zu verlieren.
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1.6 Der 3-Ketoadipatweg

1.6.1 Konvergenz und Isoenzyme

[3-Ketoadipat tritt als Intermediat beim Abbau von verschiedenen Aromaten auf. Bakte-
rienstdmme wie Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha oder Acinetobacter calcoaceticus
bauen 4-Hydroxybenzoat und Benzoat tiber diese Verbindung ab.

Die Gene des 4-Hydroxybenzoat Abbaus sind als pca-Gene und die des Benzoat Abbaus
als cat-Gene bezeichnet worden (Abb. 1.4).

Wahrend sich in Acinetobacter calcoaceticus (Kowalchuk et al., 1994) Isoenzyme fur alle
Schritte der beiden Abbauwege von den Dioxygenasen bis zu den [3-Ketoadipyl-CoA-
Thiolasen nachweisen lassen, sind in Pseudomonas putida (Ornston, 1966) die 3-Ketoadi-
patenollacton-Hydrolase, die 3-Ketoadipat:Succinyl-CoA-Transferase und die 3-Ketoadi-
pyl-CoA-Thiolase nur einmal vorhanden. Sie werden durch die Gene pcaD, pcalJ und pcaF
kodiert. In Ralstonia eutropha (Johnson et al., 1971) konvergieren die beiden Zweige auf
der Hohe des -Ketoadipat, d.h. es existieren in diesem Stamm noch zwei isofunktionale
[-Ketoadipat-Enollacton-Hydrolasen mit den sie kodierenden Genen catD und pcaD, die
B-Ketoadipat:Succinyl-CoA-Transferase und die 3-Ketoadipyl-CoA-Thiolase sind jedoch
nur einmal vorhanden. Sie werden durch die Gene pcalJ und pcaF kodiert.

1.6.2 Genorganisation

Die Gene des [3-Ketoadipatweges wurden in Pseudomonas putida (Frazee et al., 1993;
Harwood et al., 1994; Houghton et al. 1995; Parales et al., 1992; Williams et al., 1992),
Acinetobacter calcoaceticus (Elsemore et al., 1994 und 1995; Hartnett et al., 1990 und 1994;
Kowalchuk et al., 1994; Neidle et al. 1988, 1991 und 1992; Shanley et al., 1994) und Agro-
bacterium tumefaciens (Parke, 1995) ausfuhrlich untersucht. Fiir die pca-Gene und die cat-
Gene liegen in allen 3 Stdmmen Gencluster vor. Innerhalb der Cluster sind jedoch keine
Gemeinsamkeiten zu erkennen. Abbildung 1.5 zeigt eine Darstellung der Genorganisation
in Pseudomonas putida und Acinetobacter calcoaceticus. Die Gene der beiden Zweige des [3-
Ketoadipatweges liegen auf dem Chromosom nicht nahe zusammen. In Acinetobacter
calcoaceticus betrdgt der Abstand zwischen den pca- und cat-Genen annéhernd 290 kb
(Harwood et al., 1996). In Pseudomonas putida wurde die relative Lage der pca- und cat-
Gene auf dem Chromosom noch nicht untersucht. In Pseudomonas aeruginosa liegen sie
praktisch auf verschiedenen Seiten des Chromosoms, 2000 kb auseinander (Holloway et
al., 1994). Die relative Lage der transkriptionalen Einheiten pcal), pcaGH und
pcaRKFTBDC in Pseudomonas putida zueinander wurde ebenfalls noch nicht untersucht,
sie konnten sowohl zusammenhéngend oder aber auch nur benachbart auf dem Chromo-
som liegen.
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Sequenzuntersuchungen der einzelnen Gene lassen auf eine gleiche Abstammung der Ge-
ne schlieBen, welche isofunktionale Enzyme in Pseudomonas putida und Acinetobacter
calcoaceticus kodieren. Ein Sequenzvergleich der Gene der letzten drei Enzymschritte des
B-Ketoadipatweges in Acinetobacter calcoaceticus, catlJF und catD, pcalJF und pcaD, zei-
gen einige Unterschiede. Wahrend die Gene catlJF und pcalJF bei einer 99%igen Ahn-
lichkeit nahezu identisch sind, betragt die Ahnlichkeit der pcaD- und catD-Gene in Aci-
netobacter calcoaceticus nur noch 52%, diese Gene zeigen zueinander die gleiche Uberein-
stimmung, wie zu dem pcaD-Gen aus Pseudomonas putida (Hartnett et al., 1994).

Dotenetal. (1987a) begriinden die Existenz der beinahe identischen catlJF- und pcalJF-
Gene in Acinetobacter calcoaceticus mit dem grofRen Abstand der cat- und pca-Gene auf dem
Chromosom. Sie konnten auch zeigen, dal3 bei Rekombinanten, die eine cat-Sequenz in
der pca-Region erhalten haben, eine starke Instabilitat der pca-Gene auftritt (Doten et al.,
1987h).

Unterschreitet die Identitat von Genen, die Isoenzyme kodieren, einen gewissen Schwel-
lenwert, wie im Falle der pcaD/catD-Gene in Acinetobacter calcoaceticus, so wirde nach
Hartnett et al. (1994) ein genetischer Austausch zwischen diesen Enzymen zu defekten
Proteinen flihren. Durch diese Tatsache wird die Selektion von schnell divergierenden Ge-
nen fur Isoenzyme beginstigt.
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Abb. 1.5: pca- und cat-Genorganisation in Pseudomonas putida und Acinetobacter
calcoceticus

Die Zahlen zwischen den Genen geben die Abstdnde in bp an, die horizontalen Pfeile symbolisieren
transkriptionale Einheiten. Die beiden Schragstriche (//) stellen unbekannte Genabstande dar. Die
Funktion von catX und catY ist unbekannt. pcaK und pcaT sind Transportergene, catR, catM, pcaR
und pcaU stellen Regulatorgene dar. Alle anderen Gene haben die gleiche Funktion wie in Abb. 1.4
dargestellt.
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Ziele der Arbeit:
Im Verlauf der vorliegenden Dissertation sollten die nachfolgend aufgefiihrten Punkte der
Teile I und Il untersucht werden:

Teil |
» Entwicklung einer Gensondenanalytik fir den Stamm Hyphomicrobium EG.
» Entwicklung einer Gensondenanalytik fiir die Mineralisation von DMSO durch
Hyphomicrobium EG.
» Entwicklung einer Gensondenanalytik fir die Mineralisation von DMSO unter
anaeroben Bedingungen.
 Einsatz der entwickelten Gensonden in verschiedenen Abwassern

Teil 11
e Untersuchungen an den Genen des [3-Ketoadipatweges in Pseudomonas sp. B13,
ausgehend von den N-terminalen Sequenzen der Untereinheiten A und B der
-Ketoadipat:Succinyl-CoA-Transferase aus diesem Stamm.



2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Organismen

Die zur Erstellung dieser Arbeit verwendeten und untersuchten Organismen sind in

Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

Tab. 2.1: Verwendete und untersuchte Organismen

Organismus

Merkmale

Herkunft

Hyphomicrobium EG
Hyphomicrobium sp. 1564
Hyphomicrobium sp. 1565

Hyphomicrobium sp. 1566
Escherichia coli JIM83

Pseudomonas sp. B13
Streptomyces griseus N2-3-11

DMSO’, CH3NH> x HCI'
DMSO’, CH3NHo x HCI"
DMSO’, CH3NH> x HCI"
DMSO’, CH3NH> x HCI"

F-ara A(lac-proAB) rpsL @80 lacZAM15
B";3CB"
str*

Suylen et al. (1986)
DSM, Braunschweig
DSM, Braunschweig

DSM, Braunschweig
Yanish-Perron et al.
(1985)

Dorn et al. (1974)
Kaben Chem. Co.;
Tokio

2.2 \ektoren und rekombinante Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten und konstruierten Vektoren und rekombinante Plas-
mide sind in Tabelle 2.2 aufgelistet und beschrieben.

Tab. 2.2: Verwendete und konstruierte Vektoren und rekombinante Plasmide

Plasmid Merkmale

Herkunft

puUC18 bla, lacZ-a, ori, ColE1, Apr

pCR-Script™

Amp SK(+) ColEL, fl lacZ-a, Apr

Vieira&Messing (1982)

Fa. Stratagene GmbH,
Heidelberg
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Plasmid Merkmale Herkunft

pKKC18 1,5 kb Amplifikat der 16S rDNA aus diese Arbeit
Hyphomicrobium EG in pCR-Script SK(+)/Srfl

pKKC19 1,5 kb Amplifikat der 16S rDNA aus diese Arbeit
Hyphomicrobium sp. 1565 in pCR-Script SK(+)/Srfl

pKKC27 0,9 kb Religation von pKKC19 ohne EcoRI-Fragment diese Arbeit

pKKC28 1,5 kb Amplifikat der 16S rDNA aus diese Arbeit
Hyphomicrobium sp. 1564 in pCR-Script SK(+)/Srfl

pKKC31 0,9 kb Religation von pKKC28 ohne EcoRI-Fragment diese Arbeit

pKKC32 1,5 kb Amplifikat der 16S rDNA aus diese Arbeit
Hyphomicrobium sp. 1566 in pCR-Script SK(+)/Srfl

pKKC37 0,6 kb EcoRI-Fragment aus pKKC28 in pUC18/EcoRI diese Arbeit

pKKC38 0,9 kb Religation von pKKC32 ohne EcoRI-Fragment diese Arbeit

pKKC40 0,6 kb EcoRI-Fragment aus pKKC32 in pUC18/EcoRI diese Arbeit

pKKC41 0,9 kb Religation von pKKC18 ohne EcoRI-Fragment diese Arbeit

pKKC42 0,6 kb EcoRI-Fragment aus pKKC18 in pUC18/EcoRI diese Arbeit

pKKC43 0,6 kb Amplifikat der 16S rDNA aus diese Arbeit
Hyphomicrobium EG in pCR-Script SK(+)/Srfl

pKKC44 0,6 kb Amplifikat der 16S rDNA aus diese Arbeit
Hyphomicrobium sp. 1565 in pCR-Script SK(+)/Srfl

pKKC45 0,6 kb Amplifikat der 16S rDNA aus diese Arbeit
Hyphomicrobium sp. 1566 in pCR-Script SK(+)/Srfl

pKKC46 0,6 kb Amplifikat der 16S rDNA aus diese Arbeit
Hyphomicrobium sp. 1564 in pCR-Script SK(+)/Srfl

pKKC49 0,6 kb EcoRI-Fragment aus pKKC19 in pUC18/EcoRI diese Arbeit

pKKC51 1,1 kb PCR-Amplifikat aus E. Coli IM83 in pUC18/Smal  diese Arbeit

pKKC52 1,1 kb PCR-Amplifikat von DNA aus Abwassertank diese Arbeit
der Universitat in pUC18/Smal

pKKC53 1,1 kb PCR-Amplifikat von DNA aus Belebtbecken diese Arbeit
einer Kléranlage in pUC18/Smal

pKKC91 0,9 kb Amplifikat der Methylmercaptan-Oxidase aus diese Arbeit
Hyphomicrobium EG in pUC18/Smal

pKKC92 0,9 kb Amplifikat der Methylmercaptan-Oxidase aus diese Arbeit
Hyphomicrobium EG in pUC18/Smal

pKSC1 0,8 kb PCR-Amplifikat aus Pseudomonas sp. B13 diese Arbeit
in pUC18/Smal

pKSC2 2,3 kb Pstl-Fragment aus Pseudomonas sp. B13 diese Arbeit
in pUC18/Pstl

pKSC2-1 2,0 kb EcoRI-Fragment aus pKSC2 in pUC18/EcoRlI diese Arbeit

pKSC2-2 1,1 kb Hincll-Fragment aus pKSC2 in pUC18/Hincll diese Arbeit

pKSC2-3 0,3 kb Religation von pKSC2 ohne EcoRI-Fragment diese Arbeit

pKSC2-4 0,35 kb Religation von pKSC2 ohne Smal-Fragment diese Arbeit

pKSC2-5 0,6 kb Hincll-Fragment aus pKSC2 in pUC18/Hincll diese Arbeit

pKSC2-6 0,45 kb Hincll-Fragment aus pKSC2 in pUC18/HinclI diese Arbeit

pKSC2-7 0,15 kb Hincll-Fragment aus pKSC2 in pUC18/HinclI diese Arbeit
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2.3 Verwendete Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit eingesetzten und entwickelten Oligonukleotide sind in Tabelle 2.3 ver-
merkt.

Tab. 2.3: Verwendete Ologonukleotide

Primerbe- Nukleotidsequenz Herkunft
zeichnung
pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Edwards

et al., 1989
pH* AAGGAGGTGATCCAGCCGCA Edwards

et al., 1989
Ul GCAACGCGAAGAACCTTACC Barry et al.,

1990
KKC1 GA(TC)GA(AG)AC(TCAG)TG(TCG)AA(TC)TC(TCAG)C diese Arbeit
KKC2 AT(TCA)AA(AG)GG(TCAG)CA(AG)GA(AG)GA(TO)TT diese Arbeit
KKC18 TGGGATGAGGC(GC)CTCGA(CT)CT diese Arbeit
KKC19 GCAGCA(GC)GATGTC(GA)GCAT(GA) diese Arbeit
KKC22 TGCCGGCAGAGATGCCGGAG diese Arbeit
KKC23 AC(AG)TC(AGCT)GG(AG)TA(AGCT)(GC)A(AGCT)GT(AGCT)CC  diese Arbeit
KKC29 TCTCCATGTGTGGACCCTTG diese Arbeit
KKC30 GTCCAAGAAGGTGTTGACCC diese Arbeit
SK-A TT(CT)GT(AGCT)AA(CT)GA(CT)GG(AGCT)AC(AGCT)GT(AGCT)GC

diese Arbeit
SK-B AC(AG)AA(AGCT)AC(AGCT)AC(AGCT)GC(AGCT)CC(AG)TT(CT)TT

diese Arbeit
2.4 Medien

2.4.1 Minimalmedium zur Anzucht von Hyphomicrobien und von
Pseudomonas sp. B13

Na,HPO, x 2H,0 7,009
KH,PO, 2,009
NH,CI 0,50¢g
MgSO, x 7TH,0 0,209
CaCl, x 2H,0 0,10 ¢
NH,Fe(l11)-citrat 0,01g
Spurenelementlésung SL6 1,00 ml

nach Pfennig und Lippert (1965)
mit bidestilliertem Wasser ad 1000 ml
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Diesem Minimalmedium wurde als alleinige Kohlenstoffquelle bei Anzucht von
Hyphomicrobium EG DMSO (13 mM) und bei Anzucht von allen tibrigen Hyphomicro-
bien Stdmmen Methylaminhydrochlorid (50 mM) zugesetzt. Bei Anzucht von Pseudomo-
nas sp. B13 wurde dem Minimalmedium 3-Chlorbenzoat (10 mM) zugesetzt.

Zur Herstellung fester Nahrmedien wurden allen Medien 1,5% Agar zugesetzt. Die Agar-
platten wurden mit 0,1 ml folgender Substratldsung versetzt:

Hefeextrakt 1,00 g
DMSO 2,00 ml bzw.
CH;3NH, x HCI-Losung (2,5 mM) 0,20 mi

mit bidestilliertem Wasser ad 10 ml

2.4.2 LB (Luria Broth) Medium zur Anzucht von E. coli

Trypton 10,00 ¢
Hefeextrakt 5,009
NaCl 10,00 g

mit bidestilliertem Wasser ad 1000 ml

2.4.3 NB (Nutrient Broth) Medium

Nutrient Broth 8,00 ¢
NaCl 5009
mit bidestilliertem Wasser ad 1000 ml

2.5 Stammanzucht und Lagerung

Alle Hyphomicrobien und Pseudomonas sp. B13 wurden in Minimalmedium kultiviert.
Die Inkubation erfolgte bei 30°C in Schikanekolben im Schiittelwasserbad. Zur Rein-
heitsprifung wurden die Stdmme mikroskopiert und auf Minimalagarplatten ausgestri-
chen.

E. coli wurde in fllissigem oder festem LB Medium bei 37°C angezogen. E. coli Stdmme
mit einem rekombinanten Plasmid wurden in LB Medium, versetzt mit dem entspre-
chenden Antibiotikum, angezogen.

Die Lagerung tber einen kiirzeren Zeitraum erfolgte bei 4°C, zur Herstellung von Dau-
erkulturen wurden 0,7 ml Flussigkultur mit 0,3 ml Glycerin vermischt, in flissigem Stick-
stoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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2.6 Messung des Bakterienwachstums

Das Wachstum der Bakterien wurde durch Messung der optischen Dichte bestimmt. Die
optische Dichte wurde mit einem Spektralphotometer (Typ Uvikon 820, Kontron,
Eiching) bei einer Wellenl&nge von 546 nm in einer 1 ml Quarzkivette mit einer Schicht-
dicke von 1 cm gemessen. Die Proben wurden verdiinnt, wenn die Extinktion der Losung
den Wert 0,3 berschritt. Der Nullabgleich sowie die Verdiinnung erfolgte mit dem je-
weiligen Anzuchtmedium.

2.7 Lebendzellzahlbestimmung

Eine Lebendzellzahlbestimmung fir den Stamm Hyphomicrobium EG wurde nach der
Most-probable-number-Methode (SiRmuth et al. 1987) durchgefiihrt, da eine Keim-
zahlbestimmung durch Bestimmung der Kolonienzahl nicht mdglich war. Eine ODsgg0m
von 0,5 fir eine Zellkultur von Hyphomicrobium EG entspricht einer wahrscheinlichsten
Keimzahl von 104 Keime/ml.

Zur Lebendzellzahlbestimmung in den Wasserproben wurden geeignete Verdiinnungs-
stufen auf NB-Medium ausplattiert und die Kolonienzahl bestimmt.

2.8 Herstellung von Proteinextrakten

Die Zellen wurden 30 min bei 7000 rpm und 4°C in einer Kiihlzentrifuge (Typ Sorvall
RC5B, Du Pont, Newton, Connecticut, USA) abzentrifugiert und in Tris/HCI (50 mM;
pH 8,2) Puffer gewaschen. Sie wurden erneut 30 min bei 7000 rpm und 4°C in einer La-
borzentrifuge (Typ 3K-1, Sigma, Osterrode) abzentrifugiert und in Tris/HCI (10 mM; pH
8,2) Puffer resuspendiert.

Die Zellsuspension wurde mit einer Spatelspitze Desoxyribonuclease I versetzt und in ei-
ner bei 4°C vorgekiihlten Frenchpresse (Amicon, Silver Spring, Maryland, USA) mit ei-
nem Druck von 8 Mpa aufgeschlossen.

Die Zelltrummer wurden in einer Ultrazentrifuge (Typ OTD-50B, Du Pont, Newton,
Connecticut, USA) 30 min bei 4°C und 40.000 rpm abgetrennt. Der Uberstand (Rohex-
trakt) wurde zur weiteren Aufreinigung bzw. fir Enzymtest bei 4°C oder -20°C gelagert,
das Sediment wurde verworfen.
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2.9 Proteingehaltsbestimmung
Die Proteingehaltsbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford (1976). Zur Ei-
chung diente Rinderserumalbumin in Konzentrationen von 0,15 - 1,5 mg/ml.
2.10 Enzymaufreinigung
2.10.1 lonenaustauschchromatographie
Die Aufreinigung der Methylmercaptan-Oxidase erfolgte tiber eine DEAE-Cellulose-

lonenaustauschersaule mit Hilfe einer FPLC-Anlage der Fa. Pharmacia (Uppsala, Schwe-
den). Die FPLC-Anlage bestand aus folgenden Komponenten:

Pumpen: Prazisions-Kolbenpumpen P-500

Controller: Chromatographie-Controller LCC-500
Injektor: Injektions-Motorventil MV-7

Detektor: Einkanal-UV-Monitor UV-1 mit 256 nm Filter
Schreiber: Zweikanal-Laborschreiber REC-482
Fraktionssammler: Frac-100

Der Anionenaustauscher DE-52 (Whatman Ltd., Springfield Mill, Maidstone, England)
wurde in 500 ml 0,5 N HCI aufgenommen, 30 min stehengelassen und bis zum Erreichen
eines pH-Wertes von 0,4 mit bidestilliertem Wasser gewaschen. Dieselbe Behandlung er-
folgte anschlieBend mit 500 ml NaOH (0,5 N) und waschen bis zur Neutralisation. Die
Cellulose wurde nun in Tris/HCI Puffer (10 mM; pH 8,2) &quilibriert und nach Entga-
sen in eine Saule (30 mm Durchmesser, 10,5 cm Betthdhe) gefullt. Die gepackte Saule wur-
de mit 11 Tris/HCI Puffer (10 mM; pH 8,2) &quilibriert und nach Auftragen von 2 ml
Rohextrakt erneut mit Puffer (500 ml) gewaschen. Das Enzym wurde durch Anlegen ei-
nes linearen Salzgradienten von 0 - 250 mM KCI in Tris/HCI (10 mM; pH 8,2) von der
Séule eluiert. Es wurden Fraktionen zu je 5 ml gesammelt und auf ihre Enzymaktivitat ge-
testet.

2.10.2 Aceton Féllung

Zur Aufkonzentrierung des Rohextraktes sowie der aktivsten Fraktionen aus der lonen-
austauschchromatographie wurden die Proteinextrakte mit dem doppelten Volumen an
eisgekiihltem Aceton versetzt, die geféllten Proteine abzentrifugiert und in Tris/HCI Puf-
fer (10 mM; pH 8,2) aufgenommen.
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2.11 Messung der Enzymaktivitat von Methylmercaptan-Oxidase

Bei der Umsetzung von Methylmercaptan durch die Methylmercaptan-Oxidase entsteht
Formaldehyd, Schwefelwasserstoff und H,O,. Formaldehyd wird in einem NADH(P)+-
und Glutathion abhangigen Reaktionsschritt von der Formaldehydehydrogenase zu Amei-
sensdure oxidiert (Suylen et al., 1986).

Die Aktivitdtsmessung der Methylmercaptan-Oxidase im Rohextrakt und in den Frak-
tionen der lonenaustauschchromatographie erfolgte indirekt als gekoppelter optischer
Test mit der Formaldehydehydrogenase als Hilfsenzym. Um sicherzustellen, daf3 die Um-
setzung durch die Methylmercaptan-Oxidase der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
ist, wurde Methylmercaptan als Substrat, Formaldehydehydrogenase (FDH) als Hilfsen-
zym und NAD" sowie Glutathion (GSH) im UberschuB eingesetzt.

Die Aktivitat der Methylmercaptan-Oxidase wurde in diesem gekoppelten Test photo-
metrisch Uber die Extinktionszunahme bei 340 nm, die durch die Umsetzung von NAD"
zu NADH+H " verursacht wird, bestimmt.

1 ml Reaktionsansatz enthielten (Suylen et al., 1987):

+

NAD 1 mM
Glutathion 3mM
Formaldehydehydrogenase 1 Einheit
Tris/HCI pH 8,2 50 mM
Methylmercaptan Lésung 50 pl
Rohextrakt bzw. 10
Fraktion der FPLC 100 pl

Die Herstellung der Methylmercaptan Losung erfolgte durch Einleiten von Methyl-
mercaptan in bidestilliertes Wasser, welches durch vorheriges Einleiten von Stickstoff
deoxygeniert wurde. Die so erhaltene Losung wurde um das Hundertfache ihres Volumens
verdinnt und konnte so zum Enzymtest eingesetzt werden. Die Losung muf3te immer
frisch hergestellt werden, da eine Lagerung Gber mehrere Tage nicht mdglich war.

2.12 Gelelektrophorese von Proteinen

Zur Reinheitskontrolle der Rohextrakte und der Fraktionen aus der Enzymaufreinigung
sowie flr einen Proteintransfer auf Nylonmembran (Western Blotting) wurde die Natri-
umdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) ein-
gesetzt.
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2.12.1 SDS-Page

Zur Herstellung eines 12%igen (w/v) SDS-Polyacrylamidgels (180x150x1 (bzw. 1,5)
mm) wurde zuerst das Trenngel zwischen zwei Glasplatten, die mit Abstandshaltern (1 bzw.
1,5 mm) zusammengeklammert und mit 1%iger Agarosel6sung abgedichtet waren, bis 3
cm unterhalb des oberen Randes gegossen.

Zusammensetzung des Trenngels:

30% Acrylamidldsung 9,6 ml
(Mono:Bis 30 :0,8)

Puffer | 6,0 ml
(1,5 M Tris/HCI pH 8,9; 0,4% SDS)
bidestilliertes Wasser 8,4 mi
APS (10%) 75 pl
TEMED 10 pl

Das Trenngel wurde mit Isopropanol tiberschichtet, welcher nach der Polymerisation des
Gels wieder abgeschittet wurde. Das Sammelgel hatte folgende Zusammensetzung:

30% Acrylamidlésung 1,86 ml
(Mono:Bis 30 :0,8)

Puffer 11 3,00 ml
(0,5 M Tris/HCI pH 6,7; 0,1% SDS)

bidestilliertes Wasser 7,20 ml
APS (10%) 75 ul
TEMED 15 pl

Nach dem GieRBen des Sammelgels auf das Trenngel wurde sofort ein Kamm, dessen
Dicke und Anzahl der Taschen sich nach dem aufzutragenden Probenvolumen richtete,
eingeschoben. Nach der Polymerisation des Gels wurde der Kamm entfernt, die Protein-
proben mit 10% ihres Volumens mit Farbmarker versetzt, zur Denaturierung 5 min auf
90°C erhitzt und in die Geltaschen pipettiert.

Die Elektrophorese erfolgte 1 Stunde bei 100 V und 4 Stunden bei 200 V mit folgen-
dem Elektrophoresepuffer:

Tris 309
SDS 109
Glycerin 14,49

mit bidestilliertem Wasser ad 1000 ml, pH 8,5
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Anschlieend wurde das Gel geféarbt bzw. in einer warigen Losung mit 30% Methanol
und 10% Eisessig gelagert.

2.12.2 Farbung von Proteingelen

Die Proteingele wurden fur ca. 2 Stunden in Coomassie Féarbeldsung geschwenkt:
Coomassie Brilliant Blue R250 525 mg

Methanol 150 mi
Eisessig 30 ml
bidestilliertes \Wasser 150 ml

Zur Entfarbung des Hintergrundes wurde das Gel in Entfarberlosung (10% Eisessig,
30% Methanol), welche mehrmals gewechselt wurde, mehrere Stunden leicht geschwenkt.
Gele, die zum Western-Blotting hergestellt wurden, wurden nicht gefarbt.

2.13 Protein (Western) Blotting

Fur eine N-terminale Sequenzierung der Methylmercaptan-Oxidase wurde das aufger-
einigte Enzym von einem Proteingel auf eine Immobilon™ PVDF Transfermembran
(Millipore Corporation, Bedford, USA) Uberfiihrt.

Dafur wurde ein der Membran entsprechend groRRer Gelbereich (10x10 cm) mit der Pro-
teinbande aus dem Gel geschnitten und in Blotting Puffer (10 mM CAPS; 20% Metha-
nol, pH 11,0) &quilibriert.

Die Membran wurde ca. 3 Sekunden in 100% Methanol und anschliel3end fiir ca. 2 Mi-
nuten in bidestilliertem Wasser geschwenkt. Danach wurde sie, ebenso wie 6 Lagen Blot-
tingpapier (Whatman International Ltd., Maidstone, England) in Blotting Puffer &quili-
briert.

Die Anode der Fast-Blot B33-Apparatur (Biometra, Gottingen, Deutschland) wurde nun
mit 3 Lagen Blottingpapier belegt. Darauf wurden luftblasenfrei die PVDF-Membran, das
Proteingel und 3 weitere Lagen Blottingpapier gelegt. Die Apparatur wurde mit der Ab-
deckplatte (Kathode) verschlossen und mit einem Gewicht von ca. 2 kg beschwert. Das
Protein Blotting erfolgte 90 min bei 35 V.

Nach dem Blotten wurde die Membran ca. 2 Minuten mit Amido-Schwarz geférbt.

Férbeldsung: Amido-Schwarz 0,5% (W/v)
Methanol 25% (v/v)
Essigsdure 10% (v/v)
Entfarbeldsung: Methanol 25% (v/v)

Essigsdure 10% (v/v)
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Nach dem Entfarben der Membran war eine Bande, welche der Methylmercaptan-Oxi-
dase nach ihrem Molekulargewicht von 49.000 Dalton (Suylen et al. 1987) zuzuordnen
war, zu erkennen, so dal3 eine N-terminale Sequenzierung des Enzyms von dieser Mem-
bran aus moglich war.

2.14 Protein Fragmentierung

Fur eine Ableitung weiterer Oligonukleotide aus der Sequenz der Methylmercaptan-Oxi-
dase wurde das Enzym einer Proteinfragmentierung unterworfen.

2.14.1 Proteinspaltung

Die Spaltung des Proteins erfolgte nach einer modifizierten Methode von Matsudaira
(1990) mit der Endopeptidase Trypsin.

500 pl der aufgereinigten Methylmercaptan-Oxidase (0,24 mg/ml) wurden mit 15 pl ei-
ner Trypsinlésung (100 pg Trypsin in 100 pl 0,01% (w/v) TFA in Wasser) 16 Stunden bei
37°C inkubiert.

2.14.2 Auftrennung der Proteinfragmente

Die Oligopeptide aus der Umsetzung der aufgereinigten Methylmercaptan-Oxidase mit
Trypsin wurden portionsweise zu je 100 pl mittels HPLC an einer LiChropher® RP-18
Séule (Typ SC, Fa. Bischoff, Leonberg) aufgetrennt. Dazu wurde folgender Gradient ver-
wendet:

Flielmittel A 0,1% (w/v) Trifluoressigsaure (TFA) in Wasser
Flielmittel B 80% (v/v) Acetonitril; 0,085% (w/v) TFA in Wasser
0-5 min 5% (v/v) B
5-90 min 5-70% (v/v) B
90-95 min 70-100% (v/v) B
95-100 min 100-5% (v/v) B

Die Elution der Oligopeptide von der S&ule wurde bei 210 nm verfolgt. Die Eluate wur-
den gesammelt und an einer Speedvac (Vakuum Concentrator, Fa. Bachhofer, Reutlingen)
lyophilisiert.
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2.15 Proteinsequenzierung

Die aufgereinigte Methylmercaptan-Oxidase auf der PVDF-Membran und die Oligo-
peptide aus der Proteinspaltung wurden am Institut fiir Enzymtechnologie der Heinrich-
Heine Universitat Dusseldorf im Forschungszentrum Jilich N-terminal mit Hilfe eines
Proteinsequenzierers (Modell 477A, Fa. Applied Biosystems, Forster City, Californien,
USA) mit on-line HPLC (Modell 120A, Fa. Applied Biosystems) sequenziert.

2.16 Isolation von DNA
2.16.1 Extraktion von genomischer DNA

Die gesamte genomische DNA wurde aus Hyphomicrobien, Pseudomonas sp. B13 und
E. coli nach der CTAB (Hexadecyltrimethylammoniumbromid)-Methode (Wilson 1990)
prapariert.

Bakterien aus 1,5-3 ml einer Flussigkultur, die sich am Ende der exponentiellen Wachs-
tumsphase befand, wurden pelletiert und in 567 pl TE-Puffer (10 mM Tris; 1 mM EDTA,
pH 8,0) resuspendiert. Nach Zugabe von 30 pl einer 10% (w/v) SDS-L6sung und 3 pl ei-
ner waldrigen Proteinase K Losung (20 mg/ml) wurde die Zellsuspension fiir 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl einer 5 M NaCl Lésung wurde die viskose L6-
sung gut gemischt, mit 80 pl einer CTAB/NaCl Lésung (10% CTAB in 0,7 M NaCl) ver-
setzt und fir 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Der Ansatz wurde mit 780 ul Chloro-
form/lsoamylalkohol (21 : 1 v/v) gemischt und 5 Minuten zentrifugiert. Der waRrige
Uberstand wurde in ein neues ReagiergefaR tiberfiihrt, mit 780 ul Phenol/Chloroform/Iso-
amylalkohol (25 : 24 : 1 v/v) extrahiert und nochmals zentrifugiert. Nach erneuter Uber-
fuhrung der waRrigen Phase in ein neues Reagiergefa wurde die DNA durch Zugabe des
0,6 fachen Volumens Isopropanol geféllt. Nach 20 min(tiger Zentrifugation wurde die
DNA mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 - 100 pl TE-Puffer bzw. bide-
stilliertem Wasser gelost.

2.16.2 Praparation von Plasmid DNA aus E. coli

Fur die Praparation von Plasmid DNA aus E. coli wurden zwei Methoden verwendet.
DNA, welche zur Sequenzierung verwendet werden sollte, wurde entweder mit dem Qia-
well 8 Plus Plasmid Kit (Fa. Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers prépariert und
gereinigt oder nach einer modifizierten Methode von Birnboim und Doly (1979) isoliert:

1,5 ml einer Ubernachtkultur von E. coli in LB wurden zentrifugiert, der Uberstand ab-
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genommen und die Zellen 3 Minuten in 100 pl Lysozyml6sung (50 mM Glucose, 50 mM
Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0, 5 mg/ml Lysozym) bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach Zugabe von 200 pl Lésung 11 (1% SDS in 0,2 M NaOH) wurde 5-10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 150 pl Losung 111 (3 M Kaliumacetat,
1,8 M Ameisensaure) hinzugegeben und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 15 min(ti-
ger Zentrifugation wurde der Uberstand in ein neues ReagiergefaR Gberfiihrt, mit 400 pl
Chloroform/Phenol (1 : 1 v/v) extrahiert und 5 Minuten zentrifugiert. Die waRrige Pha-
se wurde abgenommen, mit 400 pl Chloroform extrahiert, zentrifugiert und in ein neues
Reagiergefal3 Uberfihrt. Die DNA wurde nun durch Zugabe eines 0,54 fachen Volumens
Isopropanol bei Raumtemperatur gefallt. Nach 20 mindtiger Zentrifugation wurde die
DNA mit 70% eiskaltem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl bidestilliertem Was-
ser geldst.

Fur ein schnelles Screening von Transformanden wurde die DNA ebenfalls nach der oben
beschriebenen Methode von Birnboim und Doly (1979) prapariert, jedoch erfolgte keine
Extraktion mit Chloroform und Phenol.

2.16.3 Isolation von DNA aus Wasserproben

Fur die Isolation von DNA aus Wasserproben wurde eine definierte Menge der Wasser-
probe (1-1000 ml) 30 min bei 7000 rpm und 4°C in einer Kihlzentrifuge (Typ Sorvall
RC5B, Du Pont, Newton, Connecticut, USA) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml
Phosphatpuffer (55 mM, pH 7,3) aufgenommen und gewaschen. Es wurde erneut 30 min
bei 7000 rpm in einer Laborzentrifuge Laborzentrifuge (Typ 3K-1, Sigma, Osterode) ab-
zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in 567 pl TE-Puffer (10 mM Tris; 1 mM EDTA, pH
8,0) aufgenommen und die DNA konnte nach der CTAB-Methode (Kapitel 2.16.1)
prapariert werden.

2.17. DNA-Umsetzungen
2.17.1 Enzymatische Hydrolyse von DNA
Zur Spaltung von DNA in einzelne Fragmente wurde die DNA mit Restriktionsendo-

nukleasen nach Angaben des Herstellers fur Puffer- und Inkubationsbedingungen umge-
setzt. Die Hydrolyse der DNA wurde mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese tberpruft.
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2.17.2 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden mit 1/10 ihres Volumens mit Auftragungspuffer (0,5 g/ml
Saccharose, 160 mM EDTA pH 8,0, 0,5 mg/ml Bromphenol Blau, 0,5 mg/ml Xylen-
cyanol) gemischt und in 1-2%igen (w/v) Agarosegelen, versetzt mit Ethidiumbromid (0,1
ug/ml), in horizontaler Richtung aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer diente TAE-Puf-
fer (40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA; pH 8,3-8,5). Die DNA-Fragmente
wurden unter langwelligem UV-Licht (366 nm) mit einem L&ngenstandard
(EcoRI/HindIl1-Hydrolysat des A-Phagen) bestimmit.

2.17.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde die DNA einer enzymatischen Hy-
drolyse unterworfen und die Fragmente mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese aufge-
trennt. Eine Bande, die das gewiinschte Fragment enthielt, wurde aus dem Gel geschnit-
ten und die DNA daraus mit dem JetSorb Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) nach den An-
gaben des Herstellers eluiert.

2.17.4 Dephosphorylierung von DNA

Zur Entfernung von 5" -Phosphatgruppen von linearisierter DNA wurde die DNA mit
alkalischer Phosphatase behandelt. Dazu wurde die DNA 2x 15 min bei 37°C mit je 1-2
Einheiten alkalischer Phosphatase inkubiert. Zur Inaktivierung der Phosphatase wurde der
Ansatz auf 68°C erwérmt. AnschlieRend erfolgte eine Extraktion mit Phenol/Chloroform
und eine Fallung der DNA mit Ethanol.

2.17.5 Auffillreaktion

Zur Erzeugung von glatten Enden (blunt ends), welche zur Klonierung benétigt wer-
den, wurden die DNA-Fragmente nach der enzymatischen Hydrolyse mit dem Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase | nach den Angaben des Herstellers umgesetzt. Zur En-
zyminaktivierung wurde der Ansatz 5 min auf 70°C erhitzt und mit Phenol/Chloroform
extrahiert. Die DNA wurde mit Ethanol gefallt.
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2.17.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde die DNA in einem molaren Verhéltnis von
4:1 zum Vektor in einem 20 pl Reaktionsansatz fiir 5 min auf 70°C erhitzt. Nach dem Ab-
kiihlen auf Eis wurde der Ligationsansatz mit Ligationspuffer und 2 Einheiten T4-DNA
Ligase versetzt und flir 12-16 Stunden bei 12-14°C inkubiert.

2.18 Herstellung von kompetenten Zellen

Die Herstellung von kompetenten Zellen erfolgte nach einer modifizierten CaCl,-Me-
thode von Sambrock et al. (1989).

100 ml LB Medium wurde mit ca. 5 Kolonien von E. coli JM83 angeimpft und bei 37°C
im Schittelwasserbad bis zu einer ODsgyg,m VON 0,4-0,5 inkubiert. Die Kultur wurde fir
ca. 5 min auf Eis gestellt und dann bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert. Die Zellen wur-
den in 5 ml CaCl,-Lésung (10 mM) resuspendiert und 10 min auf Eis gestellt. An-
schlieBend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 4°C und 4000 rpm. Die Zellen wur-
den nun in einer CaCl,-L6sung (75 mM) resuspendiert und bis zu ihrem Gebrauch, min-
destens aber flr 16 Stunden auf Eis gelagert.

2.19 Transformation

Zur Transformation von E. coli Zellen wurden 100 pl kompetente Zellen zusammen mit
10 ul Ligationsansatz 30 min auf Eis gelagert. Nach 2 mindtiger Inkubation bei 42°C wur-
de der Ansatz mit 900 ul LB Medium versetzt und 1 Stunde bei 37°C regeneriert. Die Zell-
suspension wurde auf LB Agarplatten, versetzt mit Ampicillin und X-Gal, ausplattiert und
bei 37°C fur 16-24 Stunden inkubiert.

2.20 Konzentrationsbestimmungen
2.20.1 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration einer DNA-L6sung wurde photometrisch bei einer OD von 260 nm
bestimmt. Eine OD,gqnm von 1,0 entspricht annéhernd einer DNA-Konzentration von 52
ug/ml. Zur Reinheitskontrolle wurde noch die OD bei 280 nm bestimmt. Liegt der Quo-
tient OD 600/ OD2gonm ZWischen 1,8 und 2,0, so ist die DNA-L6sung nicht mit Phenol
oder Proteinen kontaminiert (Sambrock et al., 1989).
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2.20.2 Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden

Die Konzentration eines Oligonukleotids bekannter Sequenz wurde mit Hilfe der Ex-
tinktionskoeffizienten € der einzelnen Basen bestimmt. Fur ein gegebenes Oligonukleotid
wurde die Anzahl der jeweiligen Basen mit dem entsprechenden Extinktionskoeffizienten
multipliziert und diese Werte wurden zum resultierenden Extinktionskoeffizienten des Ge-
samtnukleotids addiert.

€ (dGTP) = 11,7 ml/umol Ccm € (dATP) = 15,4 ml/umol Ocm
€ (dCTP) = 7,3 ml/umol Ccm €(dTTP) = 8,8 ml/umol Ccm

Die Konzentration des Oligonukleotids wurde dann nach Messung der OD bei 260 nm
nach

OD=¢cUd
berechnet, wobei d = Schichtdicke der Kiivette [cm] ist.

2.21 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde mit der DNA eine Kettenabbruchreaktion mit Didesoxy-
nukleotiden und fluoreszenzmarkierten Primern nach der Methode von Sanger et al.
(1977) mit Hilfe des AutoRead Sequenzierungskit (Pharmacia, Freiburg) durchgefiihrt
und auf einem automatischen DNA-Sequenzierer (A.L.F., Pharmacia, Freiburg) sequen-
ziert.

2.22 Oligonukleotidsynthese

Oligonukleotide wurden Gber Gibco BRL (Eggenstein) bzw. MWG in PCR-Qualitat be-
zogen oder nach Herstellerangaben auf einem Synthesizer (Modell 381A DNA Synthe-
sizer, Applied Biosystems, Weiterstadt) synthetisiert und mit Hilfe der HPLC (ber eine
“reversed phase”-Sdule gereinigt.

2.23 Nukleinsdure-Blotting
2.23.1 DNA-BIotting (Southern-Blot)
Zur Uberfiihrung von DNA auf Nylonmembran (Hybond N*, Amersham Buchler,

Braunschweig) wurde die DNA zuerst einer enzymatischen Hydrolyse unterworfen und
dann mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Das Agarosegel wurde dann auf
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Filterpapier, welches mit 0,4 N NaOH getrénkt war, gelegt. Auf das Gel wurde die Ny-
lonmembran in entsprechender Groél3e gelegt und auf die Membran mehrere Lagen Fil-
terpapier, welche mit einem Gewicht beschwert wurden. Die DNA wurde so durch die
NaOH, welche durch kapillare Kréfte durch das Gel und die Membran in die oberen
Schichten Filterpapier gesogen wurde, denaturiert und an die Nylonmembran transferiert.
Das DNA-BIlotting (Southern, 1975) erfolgte tiber 14—-16 Stunden und anschlieBend wur-
de die Membran zur Fixierung der DNA bei 80°C gebacken.

2.23.2 Kolonie-Blotting

Fur ein schnelles Screening von Transformanden wurden die zu untersuchenden Kolo-
nien auf LB Agaroseplatten mit Ampicillin (bis zu 50 Kolonien/Platte) ausgestrichen und
uber Nacht bei 37°C inkubiert. Nylonmembran (Hybond N*) wurde in der Groélie der
Agarplatten ausgeschnitten und fur 5 Minuten auf die Agarplatten gelegt, wobei die Ko-
lonien an der Membran haften bleiben. AnschlieRend wurde die Membran fir jeweils 15
Minuten mit der den Kolonien entgegengesetzten Seite nacheinander auf Filterpapiere ge-
legt, welche mit folgenden Losungen getrankt waren:

Filterpapier 1 (Denaturierungslosung):  NaOH 05N
NaCl 15M

Filterpapier 2 (Neutralisationslosung):  NacCl 15M
Tris/HCI 05M
pH 7,4

Filterpapier 3 (Waschldsung): SSC 0,5 x
SDS 0,1%

20 x SSC NaCl 3M
Natriumcitrat 0,3M

mit Citronenséure auf pH 7,2

Die Membran wurde an der Luft getrocknet und zur Fixierung der DNA 30 Minuten
bei 80°C gebacken.
2.24 Radioaktive Markierung von DNA
2.24.1 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mit 5 pl a-[32P]-dCTP mit einer spezifischen Aktivitdt von

3000 Ci/mmol nach Angaben des Herstellers mit dem Rediprime DNA labelling Kit
(Amersham Buchler, Braunschweig) radioaktiv markiert.
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2.24.2 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden mit y-[32P]-dATP in einer Kinasereaktion radioaktiv markiert.
50 pmol des Oligonukleotids wurden mit 50 pmol y-[32P]-dATP (spezifische Aktivitat
5000 mCi/mmol) und 1 Einheit T4-Polynukleotidkinase fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert.
2.25 Hybridisierung
2.25.1 Hybridisierungsreaktion

Zur Vermeidung von unspezifischen Hybridisierungssignalen wurde die Nylonmembran

fur ca. 3 Stunden bei Hybridisierungstemperatur in Prahybridisierungsldsung geschwenkt.
Prahybridisierungslésung:

SSC (5. 2.23.2) 6X
Natriumphosphatpuffer pH 6,8 0,01 M
EDTA 1 mM
SDS 0,5%
Magermilchpulver 0,1%

Die Prahybridisierungslésung wurde verworfen und durch frische Lésung, versetzt mit
der radioaktiv markierten Probe, ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte iber Nacht bei ge-
eigneter Hybridisierungstemperatur. Nach der Hybridisierung wurde die Membran zuerst
unter nicht stringenten Bedingungen flr je 3 x 15 Minuten bei Raumtemperatur mit ei-
ner Lésung aus 6 x SSC; 0,5% SDS gewaschen. Unter stringenten Bedingungen wurde
die Membran bei erhéhten Temperaturen bis hin zur Hybridisierungstemperatur mit ei-
ner Losung aus 0,5 - 2x SSC; 0,1% SDS fir 10 Minuten gewaschen.

2.25.2 Autoradiographie
Zur Detektion der Hybridisierungssignale wurde in einer Exponierbox ein Rontgenfilm

(Amersham Typ Hyperfilm MP™) auf die Membran gelegt und bei -70°C flr unter-
schiedliche Zeit (ein bis mehrere Tage) belichtet.
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2.26 Polymerasekettenreaktion (PCR)
2.26.1 Allgemeine PCR-Bedingungen

Die PCR wurde in 100 pl Reaktionsvolumen mit Templat-DNA (ca. 500 ng), Primer
(je 1 uM), einer Nukleotid-Mischung aus dATP, dTTP, dGTP und dCTP (je 200 uM) so-
wie Vent-DNA-Polymerase (New England Biolab, Beverly, Madison, USA) oder Tag-
DNA-Polymerase (Life Technology) durchgefuihrt. Zur vollstandigen Denaturierung der
DNA wurde den Ansétzen DMSO (10%) beigefiigt. Zur Verminderung der Verdunstung
wahrend der Reaktion wurden alle Ansétze mit einigen Tropfen Mineral6l Giberschichtet.

Durchgefiihrt wurden die Reaktionen in einem automatischen Thermocycler (Personal
Cycler, Biometra, Goéttingen), wobei das Temperaturprogramm fir jeden Versuch opti-
miert wurde. Bei allen Versuchen wurde die Polymerase nach einem “hot-start” in den Re-
aktionsansatz gegeben, d.h. der Ansatz wurde zu Beginn fir 5 min auf 98°C erhitzt und
nach Abkihlen auf 95°C wurde die Reaktion durch Zugabe des Enzyms gestartet.

Die Annealing-Temperatur T, wurde fur jeden Primer mit Hilfe des Computerpro-
gramms PrimFind 3.0 oder nach der folgenden Formel ermittelt:

TA=4(G+C) + 2(A+T) -5

Die Elongationszeit richtete sich nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Frag-
ments, wobei als Richtwert flr die Vent-Polymerase 1 min pro 1000 bp angenommen wer-
den konnte. Die Temperatur fur die Elongation betrug in allen Versuchen 72°C, ebenso
wurden alle Versuche nach dem Durchlaufen der Zyklen mit einem Elongationsschritt von
5 min beendet.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese analysiert.

2.26.2 Amplifizierung der 16S rDNA mit Hilfe der PCR

Die Primer pA und pH*(Edwards et al., 1989; Tab. 2.3) und U1 (Barry et al., 1990; Tab.
2.3) wurden zur Amplifizierung der 16S rDNA verwendet. Die Reaktionen wurden un-
ter den folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Primer pA/ pH* Primer U1/ pH*
Schritt  Zeit Temperatur Schritt Zeit Temperatur
1 5 min 98°C “hot-start” 1 5 min 98°C
2 1 min 95°C Denaturierung 2 1 min 95°C
3 40 sec 52°C Annealing 3 40 sec 55°C
4 2 min 72°C Elongation 4 1 min 72°C
5 5 min 72°C abschliel3ende Elongation 5 5 min 72°C

Die Schritte 2-4 wurden in einem Zyklus 30 mal durchlaufen.
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2.27 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien (p.a. Qualitat) - Fluka, Buchs, Schweiz
und Medienbestandteile: - Merck, Darmstadt
- Serva, Heidelberg
- Sigma-Aldrich, Deisenhofen
- Boehringer, Mannheim
- Difco, Detroit, USA

- Oxoid, Wesel
- Roth, Karlsruhe
Enzyme: Alkalische Phosphatase - Boehringer, Mannheim
Klenow Enzym - GIBCO BRL, Eggenstein
Lysozym - Roth, Karlsruhe
Restriktionsendonukleasen - GIBCO BRL, Eggenstein
RibonucleaseA - Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sequenase - Amersham-Buchler, Braunschweig
Tag-Polymerase - Perkin Elmer Cetus, Uberlingen
- Pharmacia, Freiburg
T4-Ligase - GIBCO BRL, Eggenstein
Vent Polymerase - Biolabs, Schwalbach
Kits: Auto-Read-Sequencing-Kit - Pharmacia, Freiburg
Deaza T7-Sequencing-Kit - Pharmacia, Freiburg
DNA-Praparations-Kit - Qiagen, Hilden
JetSorb - Genomed GmbH, Bad Oeynhausen

Rediprime-DNA labeling-Kit - Amersham-Buchler, Braunschweig

2.28 Computerprogramme

DNA-STRIDER™ 1.1 (Marck, 1988)
ClustalV 3.0 (Higgins et al., 1991)

FASTA (Pearson und Lipmann, 1988)
PrimFind 3.0 (Frobel Labor-Gerate, Lindau)
BLAST (Altschul et al., 1990)



3 Experimente und Ergebnisse

Teil |
Entwicklung einer Gensondenanalytik flr die
Mineralisation von DMSO

3.1. Entwicklung einer stammspezifischen Gensonde fiir
Hyphomicrobium EG

Die ribosomale RNA (rRNA), respektive die sie kodierenden Gene (rDNA), insbeson-
dere die der 16S rRNA, besitzt zur Entwicklung stammspezifischer Gensonden sowie zur
phylogenetischen Einordnung von Bakterienstdmmen alle Anforderungen, die an solche
Marker gestellt werden. Sie stellt einen hochkonservativen Merkmalstrager dar, der jedoch
auch stammspezifische, variable Regionen besitzt. Stackebrandt et al. (1988) ordneten mit
Hilfe einer 16S rRNA Katalogisierung sowie der Sequenzierung von 1373 Nukleotiden
der 16S rRNA aus Hyphomicrobium vulgare MC-750 die knospenden und/oder prosthe-
katen Bakterien der Gruppen Hyphomicrobium, Hyphomonas, Pedomicrobium, Filomicro-
bium und Caulobacter phylogenetisch der a-Untereinheit der Purpurbakterien zu.

Neben der Sequenz aus Hyphomicrobium vulgare MC-750 war zu Beginn dieser Arbei-
ten aus der Gruppe der Hyphomicrobien nur eine weitere Sequenz von 1441 Nukleoti-
den aus einem Hyphomicrobium-ahnlichen Bakterium US-353 bekannt (Becker, 1994).

\on Bakterien aus der a-Untereinheit der Purpurbakterien, wie z.B. Pedomicrobium stan-
den in der Literatur jedoch noch weitere Nukleotidsequenzen der 16S rRNA zur Verfi-
gung. Zur Entwicklung einer stammspezifischen Gensonde flir Hyphomicrobium EG wur-
de daher das Gen fiir die 16S rRNA ausgewahlt.

3.1.1 Amplifizierung und Klonierung der 16S rDNA aus Hyphomicrobien

Zur Amplifizierung der 16S rDNA aus Hyphomicrobien mit Hilfe der PCR wurden die
Primerpaare (Tab. 2.3) pA/pH* und U1/pH* verwendet (Kap. 2.26.2). Die Primer pA und
pH* lieferten das bei Edwards et al. (1989) beschriebene Amplifikat der nahezu vollstan-
digen 16S rDNA. Die Primerkombination U1 und pH* ergab ein Amplifikat, mit der bei
Barry et al. (1990) beschriebenen variablen Region V6 (Abb. 3.1).

Um die Fehler durch die DNA-Polymerase so gering wie moglich zu halten, wurde die

39
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Vent-Polymerase mit ,,proofreading,,-Aktivitat verwendet. Als Negativkontrolle wurde
immer ein Ansatz ohne DNA angesetzt, um eine eventuelle Kontamination der einge-
setzten Losungen mit DNA auszuschlief3en.

Bei allen Amplifikationen wurde immer ein einziges PCR-Produkt mit der L&nge von
anndhernd 1500 bp mit der Primerkombination pA/pH* erhalten und ein Produkt mit
der Lange von ann&hernd 600 bp mit der Primerkombination U1/pH* (Abb. 3.2).

Alle PCR-Produkte wurden zur weiteren Analyse in die Vektoren pUC18 bzw. pCR-
Script Amp SK(+) kloniert. Die rekombinanten Plasmide, welche das 1500 bp grof3e Am-
plifikat enthielten, wurden durch Hydrolyse mit dem Restriktionsenzym EcoRI subkloniert
(Tab. 2.2). Die Erkennungssequenz fur dieses Restriktionsenzym lag wie die Erkennungs-
sequenz fur das Restriktionsenzym Smal in den Amplifikaten aus allen untersuchten Hy-
phomicrobien Stdammen konserviert vor (Abb. 3.1).

pA

*
EcoRl Ul Smal  PH

I 1 1
1bp 500 bp 1000 bp 1500 bp

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der 16S rDNA aus Hyphomicrobien.

Es wird die Lage der verwendeten Primer zur Amplifizierung der 16S rDNA aus Hyphomicrobien dar-
gestellt, sowie die konservierten Restriktionsstellen und die bei Barry et al. (1990) beschriebene varia-
ble Region V6.

1 2 3 4 M 5 6 7 8 M

s

Abb. 3.2: Gelbild einer Agarosegelelektrophorese der amplifizierten Teile der 16S rDNA
aus verschiedenen Hyphomicrobien Stdmmen.

Spuren 1-4: Amplifikate einer PCR mit den Primern pA und pH*

Spuren 5-8: Amplifikate einer PCR mit den Primern U1 und pH*

Spur M: Standardldngenmarker (EcoRI/HindIlI-Lysat des A-Phagen)

In der PCR eingesetzte DNA:

Spur 1 und 5: Hyphomicrobium EG; Spur 2 und 6: Hyphomicrobium sp. 1564; Spur 3 und 7:
Hyphomicrobium sp. 1565; Spur 4 und 8: Hyphomicrobium sp. 1566
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3.1.2 Sequenzanalyse der 16S rDNA aus Hyphomicrobien

Die 16S rDNA aus Hyphomicrobium EG, Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium
sp. 1565 und Hyphomicrobium sp. 1566 wurde amplifiziert und sequenziert.

Es wurden Amplifikate zwischen 1468 und 1474 Nukleotiden mit den Primern pA und
pH* erhalten, sowie Amplifikate zwischen 573 und 577 Nukleotiden mit den Primern U1
und pH* (Tab. 3.1). Die Nomenklatur der Nukleotide bezieht sich im weiteren Verlauf
der Arbeit auf die Nukleotidsequenz der 16S rDNA aus Hyphomicrobium EG.

Ein Sequenzvergleich der hier untersuchten und der aus der Literatur bekannten 16S
rDNA-Sequenzen aus Hyphomicrobien und einem weiteren Vertreter aus der Gruppe der
a-Untereinheit der Purpurbakterien mit Vertretern der g,y und s-Untereinheiten der Pur-
purbakterien zeigt Abbildung 3.3. Die fir die Vertreter der a-Untereinheit der Purpur-
bakterien etwa in der Grof3e von 30 Nukleotiden typischen Deletionen an Position 160
bzw. 408 (Stackebrandt et al., 1988) zeigen sich auch bei den Hyphomicrobien Stdmmen.

Der GC-Gehalt der amplifizierten 16S rDNA liegt bei allen eingesetzten Hyphomicro-
bien Stdmmen bei 55%. Dies liegt etwas unter dem GC-Gehalt fur die Gesamt-DNA aus
Hyphomicrobien von 59,3-64,7% (Gebers et al., 1985).

Ein Sequenzvergleich der einzelnen Stdimme untereinander lieferte Identitaten zwischen
89% und 97% (Tab. 3.1). Die bei Stackebrandt et al. (1988) fiir Hyphomicrobien be-
schriebenen 23 konservierten Oligonukleotide sind bis auf wenige Ausnahmen in allen hier
untersuchten und aus der Literatur bekannten Sequenzen der 16S rDNA der Hypho-
microbien vorhanden (Abb. 3.3).

Tab. 3.1: Ubersicht tiber die Daten aus der Sequenzanalyse der 16S rDNA aus verschie-
denen Hyphomicrobien Stdmmen.

Stamm % ldentitét zu GC-Gehalt [%] Nukleotidlédnge
Hyphomicrobium EG der Amplifikate
mit den Primern

pA/pH*  Ul/pH*

Hyphomicrobium EG 100,0 55,5 1468 573
Hyphomicrobium sp. 1564 89,0 55,6 1474 577
Hyphomicrobium sp. 1565 97,2 55,3 1471 574
Hyphomicrobium sp. 1566 90,8 54,9 1472 575
Hyphomicrobium vulgare MC-750 91,4 55,7 1386Y -
Hyphomicrobium-dhnliches Bakterium 91,5 54,7 14419 -
US-353

1 Die sequenzierte 16S rDNA aus den in der Literatur beschriebenen Stdmmen umfal3t einen kleineren Bereich,
als den in dieser Arbeit mit den Primern pA und pH* amplifizierten Bereich.
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AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCAAACGCCCC-GCAA-GG- -AGTTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGG-AACCTTCCCTATAGTACGGAATAGCCCAGGGAAACTTGGGGTAATACCGTATACCCCCGAA- - -
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GGTAA .--G-.TC.TT.GGGATGCT.AC-GAG.
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..TGGGGGA——TCGCAAG CC CA..T...TC..GCG... N\
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.A. .AAAGCTT-TAGGA. .ACTCTAAAGTCTT. ..
.A. .AGTGGTTATAGAC. . ..ACTCTATTTCTTT

499 685

686 869

870 1051
GCG-TGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCACTGATTGCCGGCAGAGATG- - -CCGGAGTTCCAGCA -ATGGACAGTGGGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCC
A.CGGTCGC.GACA TGT.TTTCAG.T.GG.---
...C---CG...A.
.T. G CC TTTC. .. ——GATTCA.C.T
-GATTCA.C.T.
...---GATTCA.C.T.
.ATGGGGTCCAC T.G




1052 1232

(A) ATTAGTTACCATC-ATTCAGTTGGGCACTCTAGTGGGACTGCCGGTGATAAGCCG-GAG-AAGGTGGG-ATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGCGCAGCCA-CCTAGTAATAGGGAGCTAATCGCAAAAAGCCG-TCTCAGTTCA

(B) C...... G G.-...T. .. AG. .ot A...G........ G..... T e T....... G..G..... G.G.A.GCG.G.GT.A-....... T.C....... A-..... ..., G

(c) ... G..... e —...G ........ Gt e e e Co SGCLL -

(D) C...... G G.-...T. .. AG. .ot A...G........ G e e e e G..... -.A.AC..C...GT.A........ T, I, G

(E)  ....... G..... e G..... A...G........ G....... N e e G..... A.-.TC..C..TG..A........ T, I, G

(F)  ....... G..... T T.GN..G........ Gt e G..... A.-.AC..C..TGT.A........ T, I, G

(G) C...... G G.-...T. .. AG. .ottt A...G........ G G e T....... G..G..... G.G.ACGCG.GTGT.A-....... T.C....... A-..... ..., G

(H) .. ..N..TG.TA.G---..A--.......... A..AN........ NGAC. .A L € P G Cooniil, T...TA..... T....... CA........ TC.GT...GA.G.TT....AGCCGCG.G-GT..... C....C..G....... A..GT...C.G

(I) cc..... G...G.G....G..C...A....... AA............ C..A...-...G........ G C.A. GTAGT...GA.G.TC..A.A..CGCG.G-G........... T..C..... TAC..GT...C.G

(J) T...... G..... e A TC..A...-...G........ G Co.oooll T...T.AC.A............. A...... ..., ATGT....AAG....... CTTCGCG.G-.A..... G. .CT-T...A.ATG....... C.G
1233 1417

(A) GATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTCTTACCCTAAAACGGTGCGCTAACCGCAAGGAGGC - -AGCCGGCCACGGTAAGGTCAGCGACTGGGG

(B) ..... CAC............ GTG........ T G......... Gt e e e T...... G..GG..C..T......... . F R € G

P E

(D) ... G.C........... G.C........ P T...... G..G.ii i P

(E)  ..... G.C........... G.C........ P T...... G..G.ii i T N.ooooooaa

(F) ..... G.C........... G.C........ T e e e e e e T...... G..G.ii i P

(G ... CAC............ GTG........ T G......... L T...... G..GGTA. ... ... i -- TAA........ G

(H) ..... TTCA.A......... GAG. . ot e e T N G.AAAC.GG.AG. .GTA A..C....ii. -GC-..TTA..... C.GG.T.NCAT...... GG

(1)  ..... GA.............. TC . e G, T e G..CTG AG..GTA...AGT............... -AC-..TTA........ T TCAT...... --

(J) ... GA.............. TC........ T TAG......... A . e Cooiil, TG....AG..GTA.T..A..G...TTTTC....A.GCA.G.TA...A....T.A. .G.TA..... GG
1418 1468

(A) TGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAAC-TGCGGCTGGATCACCTCCTT

(B) e o

(c) .

(D)

(E)

(F)

(G)

(H)

(1)

(J)

Abb. 3.3: Sequenzvergleich der 16S rDNA-Sequenzen aus Hyphomicrobien mit typischen Vertretern der vier Untereinheiten

der Purpurbakterien

Die Sequenzen wurden mit der Sequenz aus Hyphomicrobium EG verglichen. Die Nummerierung bezieht sich auf die Sequenz aus Hyphomicrobium EG.
Punkte zeigen gleiche Nukleotide an, Nukleotidaustausche werden durch den Buchstaben angezeigt (N bedeutet A, G, C oder T). Gedankenstriche zeigen
eine Lucke an. Die nach Stackebrandt et al. (1988) konservierten Oligonukleotide fur Hyphomicrobien sind unterstrichen. (A): Hyphomicrobium EG; (B):
Hyphomicrobium sp. 1564; (C): Hyphomicrobium sp. 1565; (D): Hyphomicrobium sp. 1566; (E): Hyphomicrobium vulgare MC-750 (Stackebrandt et al., 1988);
(F): Hyphomicrobium-ahnliches Bakterium US-353 (Becker, 1994); (G): Agrobacterium tumefaciens NCPPB2437 (Sawada et al., 1993); (H): Thiobacillus
thioparus LV43 (Vlasceanu et al., 1997); (I): Beggiatoa sp. ,,Bay of Concepcion* (Teske et al., 1997); (J): Desulfocapsa sulfoexigens SB164P1 (Finster et al.,
1998)
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3.1.3 Ableitung einer stammspezifischen Gensonde aus den 16S rDNA-Sequen-
zen der verschiedenen Hyphomicrobien Stamme

Ein Sequenzvergleich aller hier untersuchten und aus der Literatur bekannten 16S
rDNA-Sequenzen aus verschiedenen Hyphomicrobien Stdmmen zeigt Abb. 3.4. Die Ab-
bildung zeigt Gber weite Bereiche grof3e Sequenzhomologien, es sind jedoch auch variable
Bereiche zu erkennen. Barry et al. (1990) beschreiben in ihrer Arbeit zwei variable Regio-
nen der 16S rDNA verschiedener Eubakterien zur Ableitung spezies- und stammspezifi-
scher Gensonden. Die von ihnen beschriebene Region V2 liegt zwischen den Nukleotiden
1-100 der 16S rDNA aus Hyphomicrobium EG. Dieser Bereich zeigt fur die Hypho-
microbien Stdimme ebenfalls eine gewisse Variabilitat, jedoch liegen zwischen dem Stamm
Hyphomicrobium EG und dem Stamm Hyphomicrobium sp. 1565, die eine Identit4t von
97,2% besitzen (Tab. 3.1), Gber dem gesamten Bereich nur 3 Nukleotidaustausche vor.
Eine abgeleitete Oligonukleotidprobe von ca. 20 Basen wiirde sich zwischen diesen bei-
den Stdmmen nur in maximal 2 Basen unterscheiden.

GroRere Variabilitdten gerade zwischen diesen beiden Stdmmen zeigen sich in den Be-
reichen zwischen den Nukleotiden 568-594, sowie 754-780. Aus diesen Bereichen wiir-
den sich Oligonukleotidproben fir den Stamm Hyphomicrobium EG ableiten lassen, die
sich Uber einen Bereich von 20 Basen in mindestens 4 Positionen von allen anderen Hy-
phomicrobien Stdammen unterscheiden.

Die hdchste Variabilitét zeigt sich jedoch auch fiir die Hyphomicrobien Stdmme in der
von Barry et al. (1990) beschriebenen Region V6. Sie liegt zwischen den Nukleotiden
896-992. Fur den Stamm Hyphomicrobium EG 4Rt sich aus diesem Bereich eine Oligo-
nukleotidsonde von 20 Basen ableiten (KKC22, Tab. 2.3), die sich zwischen 7 Basen (Hy-
phomicrobium sp. 1565) und 12 Basen (Hyphomicrobium sp. 1564) von allen anderen Hy-
phomicrobien Stdmmen unterscheidet (Abb. 3.5). Ein Sequenzvergleich dieses Oligonu-
kleotids mit dem Programm BLASTN gegen die Datenbank zeigte keine Ahnlichkeiten
zu irgendeiner DNA-Sequenz.



1 pA 183
A) AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCAAACGCCCC-GCAA -GG -AGTTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACCTTCCCTATAGTACGGAATAGCCCAGGGAAACTTGGGGTAATACCGTATACCCCCGAAAGGGGAAAGAATT - TCGCTATAG
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A

A

184 370
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(D)
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1114 1298
(A) GGG-ATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGCGCAGCCA-CCTAGTAATAGGGAGCTAATCGCAAAAAGCCGTCTCAGTTCAGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCATGGCGCG
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Abb. 3.4: Sequenzvergleich aller bekannten 16S rDNA-Sequenzen aus verschiedenen Hyphomicrobien Stammen

Die Sequenzen wurden mit der Sequenz aus Hyphomicrobium EG verglichen. Die Numerierung bezieht sich auf die Sequenz aus Hyphomicrobium EG. Punkte
zeigen gleiche Nukleotide an, Nukleotidaustausche werden durch den Buchstaben angezeigt (N bedeutet A, G, C oder T). Gedankenstriche zeigen eine
Licke an. Die zur Amplifizierung verwendeten Primer sind unterstrichen. (A): Hyphomicrobium EG; (B): Hyphomicrobium sp. 1564; (C): Hyphomicrobium sp.
1565; (D): Hyphomicrobium sp. 1566; (E): Hyphomicrobium vulgare MC-750 (Stackebrandt et al., 1988); (F): Hyphomicrobium-&hnliches Bakterium US-353
(Becker, 1994)



Experimente und Ergebnisse 46

928 KKC22 975
(A) TCACTGATTGCCGGCAGAGATGCCGGAGTTCCAGCA- ATGGACAGT GGG
(B) A. CGGTCGC. GACAC. . ... .. TGTCTT. CAGTTCGCC. . . . . C. GAT-
(O .. C..T.G..... G .. A ... e
(D .T..G.CC.TTTC........ GATTCA C.T....A.AGG C. . A -
I C.TTTC........ GATTCA C.T....C..AGG . .....
(F) .T..G.CC.TTTC........ GATTCA.C.T....N..AGG C. . A. .

Abb. 3.5: Variable Region zwischen Nukleotid 928 und 975 aus dem Sequenzvergleich
verschiedener Hyphomicrobien Stamme.

Die Sequenzen wurden mit der Sequenz aus Hyphomicrobium EG verglichen. Die Nummerierung
bezieht sich auf die Sequenz aus Hyphomicrobium EG. Punkte zeigen gleiche Nukleotide an,
Nukleotidaustausche werden durch den Buchstaben angezeigt (N bedeutet A, G, C oder T).
Gedankenstriche zeigen eine Licke an. Der stammspezifische Primer KKC22 fiir den Stamm
Hyphomicrobium EG ist unterstrichen. (A): Hyphomicrobium EG; (B): Hyphomicrobium sp. 1564; (C):
Hyphomicrobium sp. 1565; (D): Hyphomicrobium sp. 1566; (E): Hyphomicrobium vulgare MC-750
(Stackebrandt et al., 1988); (F): Hyphomicrobium-dhnliches Bakterium US-353 (Becker, 1994)

Das Oligonukleotid KKC22 wurde in Kombination mit dem Primer pH* in PCR-Ex-
perimenten zum Nachweis des Stammes Hyphomicrobium EG aus Bakterienmischungen
verschiedener Hyphomicrobien Stdimme eingesetzt. Dazu wurden Kulturen aus fliissigem
Minimalmedium (Kap. 2.4.1) der Stamme Hyphomicrobium EG, Hyphomicrobium sp.
1564, Hyphomicrobium sp. 1565 und Hyphomicrobium sp. 1566 nach Bestimmung ihrer
OD in verschiedenen Konzentrationen miteinander vermischt. Es wurde einmal eine Mi-
schung mit gleichen Anteilen von Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium sp. 1565
und Hyphomicrobium sp. 1566 und 1/10 Anteil an Hyphomicrobium EG hergestellt, dann
eine Mischung mit allen Hyphomicrobien Stdimmen in gleicher Konzentration sowie ei-
ne Mischung mit gleichen Anteilen an Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium sp.
1565 und Hyphomicrobium sp. 1566 und einem 10fachen Uberschuf an Hyphomicrobi-
um EG. Als Negativkontrolle wurde eine Mischung aus allen Hyphomicrobien Stimme
jedoch ohne Hyphomicrobium EG hergestellt.

Von diesen Kulturmischungen wurde die DNA prdpariert (Kap. 2.16.1) und in einer
PCR mit den Primern KKC22 und pH* eingesetzt. Es wurde immer ein Amplifikat in der
GroRe von 530 bp erhalten, wenn Hyphomicrobium EG in der Mischung vorhanden war
(Abb. 3.6). Die Mischung mit 1/10 Anteil Hyphomicrobium EG enthielt, ausgehend von
der Lebendzellzahlbestimmung fur Hyphomicrobium EG (Kap. 2.7), etwa 400 Keime Hy-
phomicrobium EG/ml.

Mit DNA aus den Stdammen E. coli IM83, Pseudomonas sp. B13 und Streptomyces griseus
N2-3-11 konnte mit der Primerkombination KKC22/pH* kein Amplifikat aus einer PCR
erhalten werden. Auch nach Amplifizierung der beinahe vollstandigen 16S rDNA dieser
Stdmme mit den Primern pA/pH* und dem Einsatz dieser Amplifikate in eine erneute
PCR mit den Primern KKC22/pH* konnten keine PCR-Produkte erhalten werden.
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Abb. 3.6: Gelbild einer Agarosegelelektrophorese von PCR-Experimenten zum Nachweis
von Hyphomicrobium EG in Kulturmischungen

Alle Amplifikationen wurden mit der Primerkombination KKC22/ pH* durchgefihrt.

In der PCR eingesetzte DNA:

Spur 1: Hyphomicrobium EG

Spur 2: Mischung aus Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium sp. 1565 und Hyphomicrobium sp.
1566 in gleicher Konzentration und Hyphomicrobium EG in einer Verdiinnung von 1:10

Spur 3: Mischung aus Hyphomicrobium EG, Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium sp. 1565 und
Hyphomicrobium sp. 1566 in gleicher Konzentration

Spur 4: Mischung aus Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium sp. 1565 und Hyphomicrobium sp.
1566 in gleicher Konzentration und Hyphomicrobium EG in einem UberschuR von 10:1

Spur 5: Mischung aus Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium sp. 1565 und Hyphomicrobium sp.
1566 in gleicher Konzentration ohne Hyphomicrobium EG

Spur M: Standardldngenmarker (EcoRI/HindIlI-Lysat des A-Phagen)

3.1.4 Einsatz der stammspezifischen Gensonde fir Hyphomicrobium EG in
verschiedenen Wasserproben

Um zu zeigen, dal’ ein Nachweis von Hyphomicrobium EG in Wasserproben moglich ist,
wurde die DNA aus Wasserproben unterschiedlicher Herkunft isoliert (Kap. 2.16.3) und
in verschiedenen PCR-Experimenten eingesetzt.

Es wurden Wasserproben aus einem Abwassertank der Universitat, aus dem Belebtbecken
einer Klaranlage, einem Gartenteich sowie aus einem Abwasserkanal einer chemischen Fa-
brik, in deren Produktionsprozely DMSO mit groflen Mengen Wasser von Membranen
gespult und ins Abwasser eingeleitet wird, verwendet. Die Gesamtkeimzahl der Wasser-
proben (Bestimmung der Kolonienzahl, Kap. 2.7) lagen bei 3«10 Keime/ml im Abwas-
sertank der Universitét, 4«106 Keime/ml im Belebtbecken der Kldranlage, 2+103 Keime/ml
im Gartenteich und 1105 Keime/ml im Abwasserkanal der chemischen Fabrik.

Zum Nachweis, daB eine generelle Amplifikation in PCR-Experimenten mit der DNA
aus den Wasserproben moglich ist, wurde die DNA immer zuerst in einer PCR mit der
Primerkombination pA/pH* zur Amplifizierung der beinahe vollstdndigen 16S rDNA ein-
gesetzt. Diese Amplifikate wurden dann zur Identifikation von Hyphomicrobium EG in
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einer erneuten PCR mit der Primerkombination KKC22/pH* eingesetzt.

In den Wasserproben konnte der Stamm Hyphomicrobium EG nicht nachgewiesen wer-
den, wurden die Wasserproben jedoch mit einer definierten Menge an Hyphomicrobium
EG versetzt, so gelang jedesmal der Nachweis dieses Stammes. Er konnte in einer Kon-
zentration von 100 Keime/ml nachgewiesen werden (Abb. 3.7).

1 2 3 45 6 7 8 M

Abb. 3.7: Gelbild einer Agarosegelelektrophorese von PCR-Experimenten zum Nachweis
von Hyphomicrobium EG in unterschiedlichen Wasserproben

Alle Amplifikationen wurden mit der Primerkombination KKC22/pH* durchgefihrt.

In der PCR eingesetzte DNA:

Spur 1: Hyphomicrobium EG

Spur 2: Wasserprobe (100 ml) aus Abwassertank der Universitét

Spur 3: Wasserprobe (100 ml) aus Abwassertank der Universitét, versetzt mit 1 ml einer Kultur von
Hyphomicrobium EG

Spur 4: Wasserprobe (90 ml) aus Abwassertank der Universitat, versetzt mit 10 ml einer Kultur von
Hyphomicrobium EG

Spur 5: Wasserprobe (50 ml) aus Abwassertank der Universitat, versetzt mit 50 ml einer Kultur von
Hyphomicrobium EG

Spur 6: Wasserprobe (3 ml) aus Belebtbecken einer Kldranlage

Spur 7: Wasserprobe (1000 ml) aus einem Gartenteich

Spur 8: Wasserprobe (1000 ml) aus Abwassertank einer chemischen Fabrik

Spur M: Standardlangenmarker (EcoRI/HindIlI-Lysat des A-Phagen)
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3.2 Entwicklung einer Gensonde flir den DMSO-Abbau durch
Hyphomicrobium EG

Das Enzym Methylmercaptan-Oxidase ist das charakteristische Enzym des DMSO-Ab-
baus durch Hyphomicrobium EG (Suylen et al., 1987). AuRer einer erfolgreichen Reini-
gung dieses Enzyms und Messung kinetischer Daten war Uiber dieses Enzym zu Beginn die-
ser Arbeiten nichts bekannt. Sequenzen von Enzymen &hnlicher Funktion lagen ebenfalls
nicht vor.

Zur Entwicklung einer Gensonde fiir den DMSO-Abbau durch Hyphomicrobium EG
sollte daher der gesamte kodierende DNA-Abschnitte der Methylmercaptan-Oxidase oder
Teile davon identifiziert werden.

Dazu wurde das Enzym gereinigt, N-terminal sequenziert und durch das Enzym Trypsin
proteolytisch gespalten. Die isolierten Fragmente der Proteolyse wurden ebenfalls N-ter-
minal sequenziert.

3.2.1 Reinigung und N-terminale Sequenzierung des Enzyms Methylmercaptan-
Oxidase

Das Enzym Methylmercaptan-Oxidase wurde, wie in Kapitel 2.10 beschrieben, mit Hil-
fe der Anionenaustauschchromatographie und der Aceton-Fallung aufgereinigt. Die Da-
ten der einzelnen Anreicherungsschritte zeigt Tabelle 3.2, das Elutionsprofil des Enzyms
von der Séule zeigt Abbildung 3.8.

Tab. 3.2: Anreicherungsdaten der Aufreinigung des Enzyms Methylmercaptan Oxidase

Volumen  Protein  Aktivitdt spez. Aktivitdt Ausbeute Anreicherungs-

[ml] [mg] [U] [U/mg] [%%] faktor
Rohextrakt 4 48 2,29 0,048 100 1
Aceton-Fallung 3 46,2 2,62 0,057 114 1,2
DEAE-Saule 32 1,73 1,62 0,94 71 19,6

Aceton-Fallung 4 0,96 1,38 1,43 60 29,8
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Abb. 3.8 Elutionsprofil der Anionenaustauschchromatographie zur Aufreinigung der
Methylmercaptan-Oxidase (Kap. 2.10)

Die Punkte zeigen den Aktivitatsverlauf der Elutionsproben, die gestrichelte Linie den Salzgradienten
und die durchgezogene Linie das UV-Spektrum bei 256 nm.

Das aufgereinigte Enzym wurde von einem Proteingel auf eine PVDF-Membran ge-
blottet (Kap. 2.13) und N-terminal sequenziert. Es konnten die ersten 20 Aminosauren
bestimmt werden:

DETC/WNSPYTSALIKGQEDFL

Die Aminosdure an der 4. Stelle konnte nicht eindeutig bestimmt werden, es konnte sich
um Cystein oder Tryptophan handeln.

Ein Vergleich dieser Aminosauresequenz mit dem Programm BLASTP gegen die Da-
tenbank zeigte keinerlei Ahnlichkeiten zu bekannten Sequenzen.

3.2.2 Proteolyse des Enzyms Methylmercaptan-Oxidase

Um noch weitere Aminosduresequenzen aus dem Enzym Methylmercaptan Oxidase zu
erhalten, wurde das aufgereinigte Enzym mit dem Enzym Trypsin proteolytisch gespalten
(Kap. 2.14). Aus dem entstandenen Oligopeptidgemisch konnten 4 Fragmente mit Hilfe
eines Gradienten an der HPLC Uber eine ,reversed phase* S&ule (Kap. 2.14.2) getrennt
werden (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Chromatogramm der HPLC-Auftrennung des Oligonukleotidgemisches aus
der Proteolyse der Methylmercaptan-Oxidase durch Trypsin (Kap. 2.14)

Die einzelnen Oligopeptide wurden gesammelt, lyophilisiert und N-terminal sequen-
ziert. Die Sequenz des Fragmentes 1 (SAYPGQITSN) zeigte eine 100%ige Identitét zu der
Sequenz von Trypsin, d.h. bei dieser Fraktion handelt es sich um eine Verunreinigung
durch das bei der Proteolyse eingesetzte Enzym, so dal3 diese Sequenz nicht zur Ableitung
eines Oligonukleotids herangezogen wurde. Die Sequenzen der Fragmente 2 und 4 konn-
ten nicht eindeutig bestimmt werden, da bei der Sequenzierung Nebensequenzen auftra-
ten.

Bei Fragment 3 konnte eine eindeutige Sequenz (GTSYPDVL) bestimmt werden. Die-
se Sequenz zeigte im Datenbankvergleich keine Ahnlichkeiten zu einer bekannten Sequenz.

3.2.3 Amplifizierung und Klonierung eines flr die Methylmercaptan-Oxidase
kodierenden DNA-Abschnittes

Aus der N-terminalen Sequenz der Methylmercaptan Oxidase wurden 2 Oligonukleo-
tide (KKC1 und KKC2; Tab. 2.3) und aus der N-terminalen Sequenz des Fragmentes 3
wurde ein Oligonukleotid (KKC23; Tab. 2.3) zur Amplifizierung eines fur die Methyl-
mercaptan Oxidase kodierenden DNA-Abschnittes abgeleitet.

Zur Ableitung eines Oligonukleotids von 20 Basen wurden aus der N-terminalen
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Sequenz der Methylmercaptan Oxidase solche Bereiche gewéhlt, in denen die Anzahl der
sogenannten ,wobbles* in dem abgeleiteten Oligonukleotid, bedingt durch die Degene-
ration des genetischen Codes, so gering wie moglich war.

Es wurden Amplifikationen mit den Primerkombinationen KKC1/KKC23 und
KKC2/KKC23 durchgefiihrt. Wie in Abbildung 3.10 zu erkennen ist, konnte mit beiden
Primerkombinationen ein etwa 900 bp grofRes Amplifikat bei einer Annealingtemperatur
von 48°C beim Einsatz von DNA aus Hyphomicrobium EG erhalten werden. Diese bei-
den PCR-Produkte wurden in den Vektor pUC18 kloniert und anschlie3end sequenziert.

Die ermittelte DNA-Sequenz und die daraus abgeleitete Aminosduresequenz zeigt Ab-
bildung 3.11.

Dieses 900 bp grof3e PCR-Produkt konnte weder durch den Einsatz von DNA aus den
Hyphomicrobien Stdmmen, die kein DMSO verwerten kdnnen, noch durch Einsatz von
DNA aus den Stdmmen E. coli JIM83, Pseudomonas sp. B13 oder Streptomyces griseus N2-
3-11 in einer PCR erhalten werden.

Abb. 3.10: Gelbild einer Agarosegelelektrophorese von PCR-Experimenten zur Amplifi-
zierung eines fir die Methylmercaptan-Oxidase kodierenden DNA-Abschnit-
tes
In der PCR eingesetzte DNA: Hyphomicrobium EG
Spur 1: Amplifikat einer PCR mit den Primern KKC1 und KKC23

Spur 2: Amplifikat einer PCR mit den Primern KKC2 und KKC23
Spur M: Standardldngenmarker (EcoRI/HindI11-Lysat des A-Phagen)
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171 31/11 61/ 21

DETWNSWPYTSAL I KGOQEWDU FLHVWT L G E V G I

GACGAGACCTGGAATTCGCCGTACACCAGCGCCTTGATTAAGGGGCAGGAGGACTTTCTCCATGT GT GGACCCT TGGAGAGGT CGGAATT
KKC1 KKC2

91/ 31 121/ 41 151/51

G DbESDI KWLV TI DVQPNSWPTYGIK VI HSV SV GG

GGTGACGAAT CCGACAAACTCGTAACCATCGACGT TCAGCCGAACT CGCCCACCTACGGAAAGGTCATCCATTCCGT GTCCGT TGGCGGA

181/ 61 211/ 71 241/ 81
R GE A HHTGZFTDIDIRREFLWAGRLDUDNIKI F I F D
CGCGGCGAGGCGCATCACACCGGCTTCACCGACGACCGCCGCTTCCTGTGGGCAGGT CGTCTCGACGACAACAAGATCTTCATTTTCGAT

271/ 91 301/101 331/111
L vbPSKWPIKVV KTI TDFAEIKTGFVGPHTFY A
CTGGT TGACCCGT CGAAGCCGAAAGT CGT CAAAACCAT TACCGACT TCGCCGAGAAGACCGGCT TCGTCGGACCGCACACGTTCTATGCC

361/121 391/131 421/ 141
T AGRMMI QAL S NPIKTMHWDG QT GI A VY NNAGE
ACGGCAGGCCGCATGATGATTCAGGCCCT GT CGAACCCCAAGACCCACGACGGT CAGACGGGCATCGCCGT CTATAACAACGCT GGCGAA

451/ 151 481/ 161 511/171
L vsTHAMPLVDS GSGDSGYGYDI GI NPAQNVML
CTTGTCTCAACGCAT GCAAT GCCGCT GGT GGAT GGCGGT GACGGCTACGGCTACGACAT CGGT AT CAACCCT GCCCAGAACGT CATGCTG

541/ 181 571/191 601/ 201
T S S F T GWTNYMMDILGAQMV KDUPEAMKRF G K S
ACGT CGAGCT TCACCGGCT GGACGAACTACAT GAT GGACCT CGGCCAGAT GGT CAAAGAT CCTGAAGCAAT GAAGCGCTTCGGCAAATCG

631/ 211 661/ 221 691/ 231
MV MWDYKSMKW®PI KTMEVPGAPTLEI RWSL K P
ATGGT CATGT GGGATTACAAGT CCATGAAGCCCAT CAAGACGAT GGAAGT CCCAGGT GCACCGCTCGAAAT CCGT TGGTCGT TGAAGCCG

721/ 241 751/ 251 781/ 261
E DNGRSPRRSLTSK KL WL V KQDEIKGEWOQAIKD
GAAGATAATGGGCGAT CACCGCGACGGT CACTGACGT CCAAACT TTGGCT TGT GAAGCAGGACGAAAAGGGCGAAT GGCAGGCTAAGGAC

811/ 271 841/ 281 871/ 291
v G NI GDPSKVPLUPVDI SI TADSGIKGLWVNTF
GTCGGCAATATTGGCGATCCT TCGAAAGT TCCGCT GCCGGT CGACAT CTCCATCACCGCT GACGGCAAGGGCCTCTGGGT CAACACCTTC

901/ 301

L DG T S Y P DV L

TTGGACGGCACCT CCTACCCAGATGT
KKC23

Abb. 3.11: DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosduresequenz der klonierten Amplifika-
te aus der PCR mit den Primern KKC1/KKC23 und KKC2/KKC23

Die Lage der verwendeten Primer ist unterstrichen. Die aus der gereinigten Methylmercaptan-
Oxidase N-terminal sequenzierten Aminosduren, sowie die Aminosiuren aus dem sequenzierten
Fragment 3 sind kursiv eingezeichnet.

3.2.4 Ableitung einer flir den DMSO-Abbau durch Hyphomicrobium EG
spezifischen Gensonde

Der in Abbildung 3.11 dargestellte DNA-Abschnitt der Methylmercaptan Oxidase wur-
de in Hybridisierungsexperimenten als Sonde mit Gesamt-DNA aus Hyphomicrobium EG,
Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium sp. 1565 und Hyphomicrobium sp. 1566 ein-
gesetzt.
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Wie in Abbildung 3.12 zu sehen ist, wurden nur bei der DNA aus Hyphomicrobium EG
Hybridisierungssignale erhalten. Dies zeigt eindeutig, dal3 es sich bei dem amplifizierten
DNA-Abschnitt um einen fiir den Stamm Hyphomicrobium EG spezifischen Abschnitt
handelt.

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 3.12: Autoradiogramm einer radioaktiv durchgefiihrten Hybridisierung

eingesetzte Sonde: Amplifikat der PCR mit den Primern KKC1 und KKC23

Spuren 1-4: DNA hydrolisiert mit dem Restriktionsenzym EcoRI

Spuren 5-8: DNA hydrolisiert mit dem Restriktionsenzym Hincll

eingesetzte DNA:

Spur 1 und 5: Hyphomicrobium EG; Spur 2 und 6: Hyphomicrobium sp. 1564; Spur 3 und 7:
Hyphomicrobium sp. 1565; Spur 4 und 8: Hyphomicrobium sp. 1566

Um den fiir den Stamm Hyphomicrobium EG spezifischen Abbau von DMSO auch mit
Hilfe der PCR-Technik nachweisen zu kdnnen, wurden aus der Sequenz aus Abbildung
3.11 zwei Oligonukleotide (KKC29 und KKC30; Tab 2.3) abgeleitet, die dann in einer
PCR bei einer Annealingtemperatur von 57°C mit DNA unterschiedlicher Herkunft ein-
gesetzt wurden (Abb. 3.13). Die Lage der Oligonukleotide liegt zwischen Nukleotid 57-76
(KKC29) und 906-887 (KKC30) des in Abbildung 3.11 dargestellten DNA-Abschnittes
der Methylmercaptan Oxidase. Es konnte nur in den Proben ein Amplifikat von ca. 850
bp erhalten werden, in denen auch der Stamm Hyphomicrobium EG vorhanden war. In
den Wasserproben, die in Kapitel 3.1.4 mit Hilfe der stammspezifischen Gensonde fiir Hy-
phomicrobium EG untersucht worden waren, konnte das Enzym ebenso nicht nachgewie-
sen werden, wie auch nicht in den Stdammen Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium
sp. 1565, Hyphomicrobium sp. 1566, E. coli IM83, Pseudomonas sp. B13 und Streptomyces
griseus N2-3-11.
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Abb. 3.13: Gelbild einer Agarosegelelektrophorese von PCR-Experimenten zum Nachweis
des Enzyms Methylmercaptan-Oxidase in verschiedenen DNA-Proben

Alle Amplifikationen wurden mit der Primerkombination KKC29/KKC30 durchgefiihrt.

In der PCR eingesetzte DNA:

Spur 1: Hyphomicrobium EG

Spur 2: Mischung aus Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium sp. 1565 und Hyphomicrobium sp.
1566 in gleicher Konzentration und Hyphomicrobium EG in einer Verdiinnung von 1:10

Spur 3: Mischung aus Hyphomicrobium sp. 1564, Hyphomicrobium sp. 1565 und Hyphomicrobium sp.
1566 in gleicher Konzentration ohne Hyphomicrobium EG

Spur 4: Wasserprobe (1000 ml) aus Abwassertank einer chemischen Fabrik

Spur 5: Wasserprobe (1000 ml) aus einem Gartenteich

Spur 6: Wasserprobe (100 ml) aus Abwassertank der Universitat

Spur 7: Wasserprobe (3 ml) aus Belebtbecken einer Klaranlage

Spur M: Standardlangenmarker (EcoRI/HindIl1-Lysat des A-Phagen)

3.3 Entwicklung einer Gensonde flir die anaerobe Reduktion von
DMSO durch unspezifische Reduktasen

Im aeroben Abbau von DMSO durch Hyphomicrobium EG oder Thiobacillus MS1 wird
im 1. Schritt DMSO durch eine DMSO-Reduktase zu DMS umgesetzt. Die Reduktion
von DMSO wird aber auch in verschiedenen fakultativ oder obligat anaeroben Mikro-
organismen durch eine unspezifische Reduktase katalysiert, die aber nicht den Abbau von
DMSO einleitet, sondern die dem Organismus lediglich ermdglicht, unter anaeroben Be-
dingungen weiterhin Energie tber Elektronentransportphosphorylierung zu gewinnen.
Diese Reduktase reduziert neben DMSO auch N-Oxide, wie Trimethylamin-N-Oxid. Das
Gen, das diese unspezifische DMSO-Reduktase kodiert, ist bereits in verschiedenen Bak-
terienstdammen untersucht worden. Die aus den Genen abgeleiteten Aminosauresequen-
zen zeigen homologe Bereiche (Abb. 3.14). Diese Bereiche wurden zur Ableitung ver-
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Abb. 3.14: Sequenzvergleich von bekannten DMSO-Reduktasen aus
verschiedenen Rhodobacter Stammen

Sterne zeigen gleiche Aminosauren an, Punkte &hnliche Aminosé&uren. Gedankenstriche
zeigen eine Lucke an. Die zur Ableitung von Oligonukleotiden herangezogenen homologen
Bereiche sind unterstrichen. (A): Rhodobacter sphaeroides 1L106 (Yamamoto et al., 1995);
(B): Rhodobacter sphaeroides 2.4.1T (Mouncey et al., 1997); (C): Rhodobacter capsulatus
37b4 (Shaw et al., 1996)
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schiedener Oligonukleotide herangezogen. Mit Hilfe dieser Oligonukleotide sollte die un-
spezifische Reduktion von DMSO zu DMS unter anaeroben Bedingungen in den Was-
serproben nachgewiesen werden.

Die Oligonukleotide KKC18 und KKC19 (Tab. 2.3), abgeleitet aus dem in Abbildung
3.14 dargestellten DMSO-Reduktasevergleich, wurden in einer PCR bei einer Annea-
lingtemperatur von 56°C mit DNA unterschiedlicher Herkunft eingesetzt (Abb. 3.15).
Mit DNA, welche aus Hyphomicrobien Stdammen isoliert wurde, konnte kein Amplifikat
erhalten werden, ebenso gelang keine Amplifikation mit DNA aus den Stdmmen Pseudo-
monas sp. B13 und Streptomyces griseus N2-3-11. Bei einer Probe, die DNA aus Escheri-
chia coli IM83 enthielt, konnte ein Amplifikat in der zu erwarteten GroRRe von 1200 bp
erhalten werden, ebenso wie aus der DNA, welche aus den Wasserproben aus dem Ab-
wassertank der Universitdt, dem Belebtbecken der Kldranlage und dem Abwasserkanal der
chemischen Fabrik isoliert wurde.

Die Amplifikate aus E. coli IM83 und den Abwasserproben aus der Universitit und dem
Belebtbecken der Klaranlage wurden in pUC18 kloniert und ansequenziert. Alle Sequen-
zen entsprachen einem Teil der bei Bilous et al. (1988) angegebenen Sequenz des dmsABC
Operons fur die DMSO-Reduktase aus E. coli.

Abb. 3.15: Gelbild einer Agarosegelelektrophorese von PCR-Experimenten zum Nachweis
des Enzyms DMSO-Reduktase in verschiedenen DNA-Proben

Alle Amplifikationen wurden mit der Primerkombination KKC18/KKC19 durchgefiihrt.
In der PCR eingesetzte DNA:

Spur 1: Hyphomicrobium EG

Spur 2: Escherichia coli JIM83

Spur 3: Wasserprobe (3 ml) aus Belebtbecken einer Klaranlage

Spur 4: Wasserprobe (100 ml) aus Abwassertank der Universitat

Spur 5: Wasserprobe (1000 ml) aus einem Gartenteich

Spur 6: Wasserprobe (1000 ml) aus Abwassertank einer chemischen Fabrik

Spur M: Standardlangenmarker (EcoRI/Hindl11-Lysat des A-Phagen)



Teil 11
Untersuchungen an den Genen des (3-Ketoadipatweges
In Pseudomonas sp. B13

3.4 Versuche zur Lokalisierung des Gens fur die
3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase aus Pseudomonas sp. B13

Zur Lokalisierung des Gens fur die 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase aus Pseudo-
monas sp. B13 standen die N-terminalen Sequenzen der Untereinheiten A und B aus die-
sem Enzym zur Verfiigung (Kaschabek, personliche Mitteilung). Ein Vergleich dieser Se-
quenzen mit dem Programm BLASTP gegen die Datenbank zeigten die in Abb. 3.16 und
Tab. 3.3 dargestellten Ahnlichkeiten zu verschiedenen CoA-Transferasen.

Untereinheit A

(A) - AE- - LLTLREAVERFVNDGT- VALEGFT-

(B)  MBK- - VMILKDAI AKYVHSGDHI ALGGFTT

(O M NKTYESI ASAVEG- | TDGSTI MWGGFGT

(D) M DKSAATLTEALSQ | HDGATI LI GGFGT
* *

* %

Unt erei nheit B:

(A) - --- SAYSTNEMVITVAAARRL KNGAWWFV-

(B)  MADYTNYTNKEMQAVTI AKQ KNGQWTVG

(C) M- TKKLSRTEMAQRVAADI QEGAYVNLG

(D) M5- Y- HKLTRDQ AQRVAQDI PEGSYVNLG

(E) M - NDKNLAKEI | AKRVARELKNGQLVNLG
*

* *

Abb. 3.16 Sequenzvergleich der N-terminalen Sequenzen der Untereinheiten A und B
verschiedener CoA-Transferasen
Sterne zeigen gleiche Aminoséuren an, Punkte dhnliche Aminosduren. Gedankenstriche zeigen eine
Licke an. (A): Pseudomonas sp. B13 (Kaschabek, personliche Mitteilung); (B): Acidaminococcus fer-
mentans (Mack et al., 1994); (C): Pseudomonas putida (Parales et al., 1992); (D): Acinetobacter calco-
aceticus (Hartnett et al., 1990); (E): Clostridium acetobutylicum (Petersen et al., 1993)

58
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Tab. 3.3: Vergleich der N-terminalen Sequenzen der Untereinheiten A und B der
3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase aus Pseudomonas sp. B13 gegen
andere CoA-Transferasen

% ldentitat zur Untereinheit A der
3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase aus
Pseudomonas sp. B13

Glutaconat-CoA-Transferase aus:

Acidaminococcus fermentans (Untereinheit A) 40
[B-Ketoadipat:Succinyl-CoA-Transferase aus:

Pseudomonas putida (Pcal) 28
Acinetobacter calcoaceticus (Catl) 32

% ldentitat zur Untereinheit B der
3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase aus
Pseudomonas sp. B13

Glutaconat-CoA-Transferase aus:

Acidaminococcus fermentans (Untereinheit B) 44
[B-Ketoadipat:Succinyl-CoA-Transferase aus:

Pseudomonas putida (PcaJ) 16
Acinetobacter calcoaceticus (CatJ) 16
Acetoacetyl-CoA:acetat/butyrat: CoA-Transferase aus:

Clostridium acetobutylicum 32

Aus den N-terminalen Sequenzen der Untereinheiten A und B der 3-Oxoadipat:Suc-
cinyl-CoA-Transferase aus Pseudomonas sp. B13 wurden zwei Oligonukleotide
(SK-A/SK-B; Tab. 2.3) abgeleitet. Aufgrund der bei Harwood et al. (1996) beschriebenen
Anordnung der pca und cat Gene in verschiedenen Bakterien und der bekannten Mole-
kulargewichte der Untereinheiten A und B in Pseudomonas sp. B13 wurde flir den Einsatz
der Primerkombination SK-A/SK-B in einer PCR ein Amplifikat in der Gré3enordnung
von etwa 800 bp erwartet.

Bei einer Annealingtemperatur von 57°C konnte aus genomischer DNA von Pseudomo-
nas sp. B13 ein Amplifikat von 800 bp erhalten werden. Dieses Amplifikat wurde in
pUC18/Smal kloniert und sequenziert (pKSC1; Tab. 2.2).

Die Sequenzanalyse zeigte jedoch, dal3 es sich bei dem PCR-Produkt nicht um ein Am-
plifikat der Untereinheit A der 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase handelte. Das Pro-
dukt wies auf beiden Seiten den Primer SK-A auf.

Im Vergleich dieser Sequenz mit dem Programm BLAST X gegen die Datenbank zeigte
der Anfang der Sequenz groRe Ahnlichkeit zu der Proteinsequenz der
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-Ketoadipyl-CoA-Thiolase aus Acinetobacter calcoaceticus (CatF und PcaF) und Pseudo-
monas putida (PcaF) und das Ende der Sequenz zeigte Ahnlichkeit zu der B-Ketoadipat-
Enol-Lacton-Hydrolase aus Bradyrhizobium japonicum (PcaD; Lorite et al., 1997)

Da die Enzyme [-Ketoadipyl-CoA-Thiolase und B-Ketoadipat:Succinyl-CoA-Trans-
ferase im [3-Ketoadipatweg eine Abbausequenz bilden, wurde davon ausgegangen, daf? ih-
re Gene als Gencluster angeordnet sind. Das oben beschriebene PCR-Amplifikat wurde
deshalb als Gensonde eingesetzt.

3.5 Versuche zur ldentifikation eines Genclusters fur die Gene des
B-Ketoadipatweges in Pseudomonas sp. B13

Das unter 3.4 beschriebene PCR-Amplifikat aus Pseudomonas sp. B13 wurde in einem
Hybridisierungsexperiment als Sonde gegen genomische DNA aus Pseudomonas sp. B13
eingesetzt, welche mit verschiedenen Restriktionsenzymen hydrolisiert wurde. Aus der
DNA, welche mit den Restriktionsenzymen Pstl, Hincll und EcoRI hydrolisiert wurde,
konnten Hybridisierungssignale zwischen 2 kb und 4 kb erhalten werden (Abb. 3.17).

A B

M1 234 56 /7/78910M M1 23456 78910M

Abb. 3.17 Gelbild einer Agarosegelelektrophorese (A) von DNA aus Pseudomonas sp.
B13 wund Autoradiogramm (B) einer radioaktiv durchgeflihrten
Hybridisierung mit PCR-Amplifikat aus Kap. 3.4 als Sonde
DNA wurde hydrolisiert mit: Spur 1: Hindlll; Spur 2: Sphl; Spur 3: Pstl; Spur 4: Hincll; Spur 5:
Xbal; Spur 6: BamHI; Spur 7: Smal; Spur 8: Kpnl; Spur 9: Sstl; Spur 10: EcoRI; Spuren M:
Standardlangenmarker (EcoRI/Hindll1-Lysat des A-Phagen)
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DNA aus Pseudomonas sp. B13 wurde erneut mit den Restriktionsenzymen Pstl, Hincl|
und EcoRI hydrolisiert und mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die Be-
reiche, in denen Hybridisierungssignale aufgetreten waren, wurden aus dem Gel ge-
schnitten und in kleinere Teile unterteilt, um die DNA-Menge pro Gelstlick zu reduzie-
ren. Die DNA wurde mit JetSorb (Kap. 2.17.3) aus dem Gel eluiert und 3 pl aus jeder
Elution wurden zur Denaturierung der DNA mit dem gleichen Volumenanteil NaOH (0,4
M) vermischt. Die denaturierte DNA wurde auf eine Nylonmembran pipettiert und er-
neut einer Hybridisierung mit dem PCR-Amplifikat unterzogen. Mit DNA aus allen drei
Ansatzen wurden Hybridisierungssignale erhalten. Die DNA aus dem Bereich der Hybri-
disierungssignale wurde in den mit den entsprechenden Restriktionsenzymen hydrolisier-
ten Vektor pUC18 ligiert und nach Transformation konnten ca. 450 Transformanden er-
halten werden. Diese Transformanden wurden fuir ein schnelleres Screening auf eine Ny-
lonmembran geblottet (Kap. 2.13.2) und erneut einer Hybridisierung mit dem PCR-Am-
plifikat unterzogen. Es konnte bei einem Transformanden ein positives Signal erhalten
werden. Es handelte sich dabei um ein rekombinantes Plasmid mit einem 2,3 kb grofen
Pstl-Fragment aus Pseudomonas sp. B13 (pKSC2, Tab. 2.2). Dieses rekombinante Plasmid
wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme Hincll, EcoR1 und Smal subkloniert (pKSC2-1
bis pKSC2-7; Tab. 2.2) und vollstdndig sequenziert.

Die Sequenzanalyse deutet darauf hin, daf? das isolierte Pstl-Fragment aus Pseudomonas
sp. B13 das vollstandige Gen fur die Kodierung der (3-Ketoadipyl-CoA-Thiolase enthélt,
sowie Teile der Gene fiir die Kodierung der (3-Ketoadipat:Succinyl-CoA-Transferase und
der 3-Ketoadipat-Enol-Lacton-Hydrolase. Den genauen Aufbau des Genclusters zeigt Ab-
bildung 3.18. Die Leserahmen der mdglichen [3-Ketoadipat:Succinyl-CoA-Transferase
und der [3-Ketoadipyl-CoA-Thiolase tiberschneiden sich in 4 bp, wéahrend sich zwischen
den vermutlichen Genen fiir die Kodierung der B-Ketoadipyl-CoA-Thiolase und der -
Ketoadipat-Enol-Lacton-Hydrolase ein nichtkodierender Bereich von 155 bp befindet.

Einen schematischen Aufbau des 2,3 kb grof3en Pstl-Fragmentes, sowie Aminosaurever-
gleiche der daraus abgeleiteten Proteinsequenz zu bekannten Proteinen zeigt Abbildung
3.19. Die Aminosaurevergleiche zeigen die in Tabelle 3.4 aufgelisteten prozentualen Ahn-
lichkeiten. Mit der Glutaconat-CoA-Transferase aus Acidaminococcus fermentans liegt ei-
ne 36%ige Ahnlichkeit in den letzten 165 Aminosauren dieses Enzyms zu der abgeleite-
ten Aminosauresequenz zu Beginn des 2.3 kb grof3en Fragmentes aus Pseudomonas sp. B13
vor. Die Ahnlichkeiten zu den B-Ketoadipyl-CoA-Thiolasen aus Pseudomonas putida und
Acinetobacter calcoaceticus liegen Uber die gesamten 400 Aminosauren dieser Enzyme zwi-
schen 66% und 83% zu dem kompletten Leseranmen in der Mitte des 2.3 kb grof3en Frag-
mentes aus Pseudomonas sp. B13. Mit den ersten 144 Aminoséuren der (3-Ketoadipat-Enol-
Lacton-Hydrolase aus Bradyrhizobium japonicum liegt eine 52%ige Ahnlichkeit zu dem
letzten Proteinabschnitt des 2.3 kb groRen Fragmentes aus Pseudomonas sp. B13 vor.
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Abb. 3.18: DNA-Sequenz und abgeleitete Proteinsequenz des 2,3 kb groflen Pstl-Fragmentes aus Pseudomonas sp. B13

Die Sequenz des zur Hybridisierung eingesetzten PCR-Amplifikat ist unterstrichen. Sternchen zeigen Stop-Codons an.
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Abb. 3.19: Schematischer Aufbau des 2,3 kb groRRen Pstl-Fragmentes, sowie
Aminosdurevergleiche der abgeleiteten Proteinsequenz aus Pseudomonas sp.
B13 zu bekannten Proteinen

Die Lage der zur Subklonierung verwendeten Restriktionsenzyme sind eingezeichnet. Sterne zeigen
gleiche Aminoséuren an, Punkte &hnliche Aminoséuren. Gedankenstriche zeigen eine Lucke an. (A):
Pseudomonas sp. B13; (B): Glutaconat-CoA-Transferase aus Acidaminococcus fermentans (Mack et al.,
1994); B-Ketoadipyl-CoA-Thiolase aus: (C): Pseudomonas putida (PcaF; Parales et al., 1992); (D): Aci-
netobacter calcoaceticus (PcaF; Hartnett et al., 1990) (E): Acinetobacter calcoaceticus (CatF; Shanley et
al., 1994); (F): B-Ketoadipat-Enol-Lacton-Hydrolase aus Bradyrhizobium japonicum (PcaD; Lorite et
al., 1997)



Experimente und Ergebnisse 64

Tab. 3.4: Prozentuale Ahnlichkeiten der in Abb. 3.19 dargestellten Aminosaurevergleiche

% ldentitédt zur 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase
aus Pseudomonas sp. B13

Glutaconat-CoA-Transferase aus;
Acidaminococcus fermentans 36

% ldentitat zur B-Ketoadipyl-CoA-Thiolase aus
Pseudomonas sp. B13

[B-Ketoadipyl-CoA-Thiolase aus:

Pseudomonas putida (PcaF) 83
Acinetobacter calcoaceticus (PcaF) 66
Acinetobacter calcoaceticus (CatF) 66

% ldentitat zur B-Ketoadipat-Enol-Lacton-Hydrolase
aus Pseudomonas sp. B13

[3-Ketoadipat-Enol-Lacton-Hydrolase aus:
Bradyrhizobium japonicum (PcaD) 52




4 Diskussion

4.1 Nachweisverfahren flir methylotrophe Bakterien

4.1.1 Entwicklung stammspezifischer Gensonden und ihre Anwendungsmoglichkeiten

Die geschichtliche Entwicklung der Untersuchungen am genetischen Material der Bak-
teriengattung Hyphomicrobium I&Rt sich in zwei Abschnitte unterteilen.

Ende der 70er, Anfang der 80er Jahre wurden zahlreiche Hyphomicrobien-Stdmme an-
hand ihres GC-Gehaltes der DNA, der Nukleotidverteilung in der DNA, ihrer Genom-
groRe sowie durch rRNA Cistron-Vergleiche und durch Hybridisierungsexperimente in
verschiedenen Gruppen eingeteilt (Moore, 1977; Gebers et al., 1985; Kolbel-Bolke et al.,
1985; Gebers et al., 1986; Roggentini et al., 1989). Phylogenetische Stammbaume wur-
den Ende der 80er Jahre duch Sequenzierung der 5S RNA, durch Katalogisierung der 16S
rRNA und durch vollstdndige Sequenzierung der 16S rRNA aus Hyphomicrobium vulga-
re erstellt (Stackebrandt et al., 1988; Bulygina et al., 1990; Nikitin et al., 1990). All diese
Untersuchungen dienten zur besseren Einteilung der Gattung Hyphomicrobium in den
phylogenetischen Stammbaum der Bakterien.

In den 90er Jahren wurden erstmals speziesspezifische Genproben zum Nachweis von
methylotrophen Bakterien entwickelt.

Uber 12 Monate lang untersuchten Holm et al. (1996) die Zusammensetzung und die
Veré&nderungen einer Hyphomicrobium-Population in einer Klaranlage durch die most-pro-
bable-number-Methode (MPN). Sie unterschieden 6 morphologische Gruppen und teil-
ten mit Hilfe der dot-blot-Hybridisierung 671 Isolate in 30 Hybridisierungsgruppen ein.

Fesefeldt et al. (1997a) nutzten als Hybridisierungssonde ein mit Hilfe der PCR-Tech-
nik amplifiziertes Fragment der a-Untereinheit der Methanol-Dehydrogenase (mxaF)
zum Nachweis von Hyphomicrobien-Spezies. In Hybridisierungsexperimenten konnten
sie zeigen, dal’ zwischen verschiedenen Hyphomicrobien ein groRRer Sequenzunterschied
innerhalb dieses Gens besteht. Mit Hilfe der denaturierenden Gradienten Gelelektropho-
rese konnten sie einzelne Hybridisierungsgruppen unterscheiden. Es gelang mit dieser Me-
thode jedoch nicht, verschiedene Umweltproben zu analysieren oder stammspezifische
Nachweise zu fiihren. Daflir wére eine Sequenzanalyse des mxaF Gens erforderlich gewe-
sen.

65
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Gliesche et al. (1997) und Fesefeldt et al. (1997b) entwickelten durch den Einsatz der
inversen PCR eine Gensonde aus einer Tn5-132 Insertionsmutante von Hyphomicrobium
sp. B 69, welche einen Defekt in der Methanoloxidation besa3. Mit Hilfe dieser Genpro-
be, welche spezifisch fiir Hyphomicrobium spp. der sogenannten Hybridisierungsgruppe 27
war, soll nun die Okologie der denitrifizierenden Population von Hyphomicrobien in Er-
de und Schlamm beobachtet werden.

Stammspezifische Gensonden lagen zu Beginn dieser Arbeit fiir einen Vertreter der Gat-
tung Hyphomicrobium noch nicht vor. Zur Entwicklung einer stammspezifischen Gen-
sonde flr Hyphomicrobium EG muf3te daher von verschiedenen Hyphomicrobien Stdm-
men die 16 S rDNA analysiert werden.

Die in dieser Arbeit analysierten Sequenzen der 16S rDNA verschiedener Hyphomicro-
bienstdmme kdnnen jedoch nicht nur, wie in der vorliegenden Arbeit geschehen, zur Ent-
wicklung von stammspezifischen Gensonden fur Hyphomicrobien genutzt werden, son-
dern auch zur Erstellung weiterer phylogenetischer Einordnungen dienen. Abb.4.1 zeigt
einen solchen phylogenetischen Stammbaum. Zur Erstellung dieses Stammbaums mit Hil-
fe der Programme CLUSTAL V und PAUP 3.1 wurden die in dieser Arbeit ermittelten
Sequenzen der 16S rDNA (Kap. 3.1.2) der Stdamme Hyphomicrobium EG, Hyphomicrobi-
um sp. 1564, Hyphomicrobium sp. 1565 und Hyphomicrobium sp. 1566, sowie die bereits
beschriebenen 16S rDNA-Sequenzen aus Hyphomicrobium vulgare MC-750 (Stackebrandt
etal. (1988)) und dem Hyphomicrobium-ahnlichen Bakterium US-353 (Becker, 1994) her-
angezogen.

Desweiteren wurden in den Stammbaum noch die vier typischen Vertreter der vier Un-
tereinheiten der Purpurbakterien (s. Abb. 3.3 auf Seite 43) aufgenommen.

Hyphomicrobium EG

Hyphomicrobium sp1565

:— Hyphomicrobium vulgare MC-750

Hyphomicrobium-ahnliches Bakterium US-353
Hyphomicrobium sp1564

Agrobacterium tumefaciens NCPPB2437

Hyphomicrobium sp1566

Thiobacillus thioparus LV43

Beggiatoa sp. ,Bay of Concepcion

Desulfocapsa sulfoexigens SB164P1

Abb. 4.1: Phylogenetischer Stammbaum abgeleitet aus den 16S rDNA-Sequenzen aus
Abbildung 3.3
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Stackebrandt et al. (1988) stellten bei ihrer phylogenetischen Einordnung der knospen-
den und/oder prosthekaten Bakterien die Frage, ob Pedomicrobien eine eigene Gattung
beanspruchen kénnen, da sie in einem 16S rRNA Dendogramm in den Zweigen der Hy-
phomicrobien verschmolzen waren. Diese Fragestellung griffen Cox et al. (1997) bei ihren
phylogenetischen und taxonomischen Untersuchungen an Pedomicrobien Stdmmen wie-
der auf. Sie ermittelten von 6 Pedomicrobien Stdmmen die Sequenz der 16 S rDNA und
erstellten daraus phylogenetische Stammbdume. Es zeigte sich eine Abgrenzung der Pedo-
microbien von den anderen Vertretern der alpha-Untereinheit der Purpurbakterien. Daih-
nen aus der Gattung Hyphomicrobium jedoch nur die Sequenz von Hyphomicobium vul-
gare zur Verfligung stand, weisen die Autoren darauf hin, daf3 erst mit weiteren Daten von
Hyphomicrobien eine klare Aussage beziiglich der Eigenstandigkeit der Gattung Pedo-
microbium getroffen werden kann.

Abb. 4.2 zeigt einen Stammbaum mit den Stdimmen aus Abb. 4.1 erweitert um die von
Cox et al. ermittelten Sequenzen der Pedomicrobien und weiterer Vertreter der Unterein-
heiten der Purpurbakterien.

ﬁ Hyphomicrobium EG
L Hyphomicrobium sp1565

{ Pedomicrobium australicum IFAM ST-1306
Pedomicrobium australicum IFAM WD-1355

Pedomicrobium ferrugineum ACM 3037

Pedomicrobium manganicum ACM 3038

ﬁ Hyphomicrobium vulgare MC-750

Hyphomicrobium-ahnliches Bakterium US-353

/— Hyphomicrobium sp1564
N Hyphomicrobium sp1566

Rhodomicrobium vannielii

/7 Hirschia baltica
N

Hyphomonas jamschiana

Desulfovibrio desulfuricans

Neisseria gonorrhoeae

Campylobacter jejuni TGH 9011

Abb. 4.2: Phylogenetischer Stammbaum abgeleitet aus den 16S rDNA-Sequenzen aus
verschiedenen Hyphomicrobien- und Pedomicrobienstdmmen, sowie weiteren
Vertretern der Untereinheiten der Purpurbakterien
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In diesem Stammbaum ist zwar ein Cluster der Pedomicrobien zu erkennen, es liegt je-
doch eingebettet zwischen den Hyphomicrobien Stdmmen. Insgesamt ist in diesem
Stammbaum keine klare Abgrenzung einzelner Gattungen der a-Untereinheit der Pur-
purbakterien zu erkennen.

4.1.2 Einsatz stammspezifischer Gensonden in verschiedenen Wasserproben
und ihre Nachweisgrenzen

Die in dieser Arbeit entwickelten stammspezifischen Gensonden fur den Stamm
Hyphomicrobium EG wurden zum Nachweis in verschiedenen Wasserproben nach der so-
genannten ,,nested PCR* (Ludwig et al., 1996) eingesetzt. Bei dieser Methode wird erst-
mal ein grél3erer Genabschnitt amplifiziert. Dabei kann es sich durchaus um einen kon-
servativen Bereich handeln, der in vielen Bakterien verbreitet ist. In der vorliegenden Ar-
beit war dies die beinahe vollstandige 16S rDNA, amplifiziert mit den Primern pA und
pH*. Durch die Amplifikation eines solchen Genbereichs kann gezeigt werden, dal3 ge-
nerell eine PCR-Amplifikation aus dem aufbereiteten Umweltmedium mdglich ist. Der
amplifizierte Genbereich wird dann als Target zur stammspezifischen Amplifizierung ver-
wendet. Zum Nachweis von Hyphomicrobium EG wurde die beinahe vollstdndig amplifi-
zierte 16S rDNA mit den Primern pH* und KKC22 umgesetzt. Der Vorteil besteht in der
hohen Spezifitédt dieser PCR. Kapperud et al. (1993) konnten zeigen, dal’ durch diese Me-
thode die nicht-spezifischen Amplifikationen stark zurtickgingen. Dies ist ein wichtiges
Kriterium fur den stammspezifischen Nachweis von Bakterien, besonders aus Umwelt-
medien, da es hier eine grofl3e Konzentration an nicht bekannten Bakterienstdmmen gibt.
Die Nachweisgrenze, der nach dieser Methode durchgefiihrten stammspezifischen Gen-
sondenanalytik fir den Stamm Hyphomicrobium EG lag bei 100 Keimen pro ml Wasser-
probe. Dies liegt im Bereich der in Tabelle 1.2 angegebenen Nachweisgrenze fur die PCR-
Methode. Der natirliche Hintergrund, d.h. die Gesamtkeimzahl in den Wasserproben er-
mittelt durch Bestimmung der Kolonienzahl auf NB-Medium, lag in der vorliegenden Ar-
beit zwischen 103-106 Keime/ml Probe. Diese Varianz in der Gesamtkeimzahl hatte jedoch
keinen Einflul? auf die Nachweisgrenze fir den Stamm Hyphomicrobium EG in den ein-
zelnen Wasserproben. Der Stamm konnte immer dann nachgewiesen werden, wenn eine
Konzentration von 100 Keimen/ml gegeben war.

Der Stamm konnte jedoch nicht in Wasserproben nachgewiesen werden, die der Um-
welt entnommen worden waren. Ein Nachweis gelang nur dann, wenn die Wasserprobe
mit einer definierten Menge an Hyphomicrobium EG versetzt wurde. Dies zeigt, dal3 der
Stamm Hyphomicrobium EG in den untersuchten Wasserproben nicht weitverbreitet ist.
Eine Anreicherung des Stammes zum biologischen Abbau von DMSO aus Abwéssern wé-
re winschenswert.
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Durch diese Anreicherung konnte ein unspezifischer Abbau von DMSO verhindert wer-
den. Der Verbleib des Stammes nach erfolgter Anreicherung in der Wasserprobe kdnnte
durch die in dieser Arbeit entwickelten Gensondenanalytik verfolgt werden.

4.2 Gensondenanalytik flir den Nachweis einer Stoffwechseleigen-
schaft

4.2.1.Nachweis des DMSO-Abbaus unter aeroben Bedingungen

Um die Abbauleistung fir DMSO in einem Abwasser unter aeroben Bedingungen ana-
lysieren zu kdnnen, muBte in der vorliegenden Arbeit ein Gen fur ein typisches Enzym
dieses Abbauweges herangezogen werden. Die Methylmercaptan-Oxidase wurde schon
von Suylen et al. (1987) als ein Schliisselenzym des aeroben Abbaus von DMSO durch
Hyphomicrobium EG beschrieben.

Uber die Anreicherung des Enzyms in der hier vorliegenden Arbeit und die Ermittlung
von Teilsequenzen der Aminosauresequenz konnte das Enzym fast vollstdndig sequenziert
werden. Aus dieser Sequenz konnten dann Gensonden abgeleitet werden, die zum Nach-
weis des aeroben Abbaus von DMSO durch Hyphomicrobium EG eingesetzt werden
konnten.

Kloos et al. (1995) konnten durch eine &hnliche Vorgehensweise die Denitrifikation und
Stickstofffixierung durch Hyphomicrobien in einer Kléranlage nachweisen. Sie zogen
dafir allerdings bekannte Sequenzen von Enzymen dieser Stoffwechseleigenschaften aus
anderen Bakterienstdmmen heran. Aus den Sequenzen der Gene der Nitratreduktase aus
E. coli K12 (narG), der Nitritreduktase aus Pseudomonas aeruginosa DSM 6195 (nirS) und
aus Alcaligenes xylosoxidans NCIMB 11015 (nirK), der Nitrogenase aus Azospirillum bra-
silense Sp7 (nifH), der N,O-Reduktase aus Pseudomonas stutzeri ZoBell (nosZ) und der Am-
moniummonooxygenase aus Nitrosomonas europaea (amoA) wurden Oligonukleotide ab-
geleitet, die in verschiedenen PCRs zur Amplifizierung von grof3eren Fragmenten aus die-
sen Stdimmen verwendet wurden. Diese Gensonden wurden in Hybridisierungsexperi-
menten zum Nachweis der Stoffwechseleigenschaften der Stickstofffixierung und der
Denitrifikation in verschiedenen Hyphomicrobienstdmmen eingesetzt.

Die in dieser Arbeit entwickelte Gensonde fur den vollstandigen Abbau von DMSO un-
ter aeroben Bedingungen durch Hyphomicrobium EG und das oben geschilderte Beispiel
von Kloos et al. (1995) zeigen, dal’ durch eine gezielte Analyse der fur eine Mineralisati-
on von Schadstoffen wichtigsten Enzyme, der Weg des Abbaus in einem Umweltmedium
exakt bestimmt werden kann. Die Abnahme der DMSO-Konzentration aus einem Ab-
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wasser ist nicht ausreichend, um von einer Mineralisation von DMSO sprechen zu kdnnen.
Um genaue Aussagen Uber die Art der Mineralisation treffen zu kénnen, missen die Ab-
baupotentiale im Abwasser Gberpruft werden. Im Fall des DMSO-Abbaus kann der Nach-
weis der Methylmercaptan-Oxidase aus Hyphomicrobium EG durch die hier entwickelte
Gensonde in einem Abwasser ein Beweis flir das Vorhandensein eines aeroben Abbaupo-
tentials und damit eine vollstdndige Mineralisation von DMSO sein.

Weiterhin ist aber auch wichtig, gleichzeitig das anaerobe Abbaupotential flir diesen Stoff
in einem Abwasser zu bestimmen.

4.2.2 Nachweis des DMSO-Abbaus unter anaeroben Bedingungen

Die DMSO-Reduktase aus Hyphomicrobium EG wurde von Hatton et al. (1994) als pe-
riplasmatisches Enzym identifiziert. Die Autoren erhielten Crossreaktionen eines Poly-
petids mit einem Molekulargewicht von ca. 80.000 Dalton aus der periplasmatischen Frak-
tion von Zellen von Hyphomicrobium EG mit Antikdrpern der DMSO-Reduktase aus Rho-
dobacter capsulatus. Dieses Enzym stellt ebenso wie das aus Hyphomicrobium EG ein peri-
plasmatisches Enzym dar mit der Gréf3e von 82.000 Dalton (McEwan et al., 1991). Im
Gegensatz dazu existiert noch die DMSO-Reduktase aus Escherichia coli. Dieses Enzym
stellt ein membrangebundenes Enzym dar mit dem Kkatalytischen Zentrum im Cytoplas-
ma (Bilous et al., 1988). Die Enzyme aus Escherichia coli und Rhodobacter capsulatus un-
terscheiden sich jedoch nicht in ihrer Funktion. Beide Enzyme werden nur unter Sauer-
stoff-limitierten Bedingungen exprimiert und nutzen DMSO als terminalen Elektro-
nenakzeptor bei der anaeroben Atmung. Neben DMSO werden von diesen Enzymen auch
verschiedene N-Oxide wie z. B. Trimethylamin-N-Oxid als Substrate umgesetzt. Das bei
der Verwendung von DMSO als terminalen Elektronenakzeptor entstehende DMS kann
von diesen Bakterien nicht weiter umgesetzt werden und wird ausgeschieden. Die Proble-
matik fur die Umwelt durch das ausgeschiedene DMS beschreibt der Zeitungsartikel in
Abb. 1.1.

Wie aus den Experimenten aus Kapitel 3.3 zu erkennen ist, unterscheiden sich die En-
zyme aus Rhodobacter capsulatus und Escherichia coli zwar durch ihre Lage in der Zelle, da
sie sich jedoch in ihrer Funktionalitdt sehr dhneln, sind auch ihre Aminoséuresequenzen
sehr &hnlich (Abb. 3.14). Dies trifft vermutlich jedoch nicht fur die DMSO-Reduktase
aus Hyphomicrobium EG zu. Dieses Enzym ist zwar wie die DMSO-Reduktase aus Rho-
dobacter capsulatus im Periplasma lokalisiert, es scheint jedoch ein groRer Sequenzunter-
schied zwischen den DMSO-Reduktasen der anaeroben Atmung und der aeroben Atmung
zu bestehen. Es gelang nicht, aus den bekannten Sequenzen von DMSO-Reduktasen aus
der anaeroben Atmung, Oligonukleotide fur die Amplifizierung von Genbereichen aus der
DMSO-Reduktase von Hyphomicrobium EG abzuleiten. Die eingesetzten Oligonukleotide
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zeigten jedoch, wie weit verbreitet die DMSO-Reduktasen der anaeroben Atmung sind.
Sie konnten sowohl im Abwasser der Klaranlage, als auch in Industrieabwasser und dem
Abwasser der Universitat nachgewiesen werden. Lediglich im sauberen Teichwasser konnte
keine DMSO-Reduktase-Aktivitat nachgewiesen werden. Diese Tatsache macht deutlich,
wie problematisch eine als ansonsten harmlos angesehene Substanz wie DMSO in einem
Okosystem werden kann. Durch die unspezifische Verwertung dieser Substanz durch weit-
verbreitete Bakterien wie z. B. Escherichia coli kénnen weitaus giftigere Substanzen in die
Umwelt gelangen. Es ist daher falsch, wenn bei der Freigabe zum Einlassen einer Substanz
wie DMSO in das Abwasser, von behordlicher Seite nur die Giftigkeit dieser Substanz
betrachtet wird, das Zusammenspiel des gesamten Okosystem jedoch vollig ausser Acht
gelassen wird. Das Ergebnis ist in diesem Beispiel ein Ausscheiden einer giftigen Substanz
in die Atmosphére und eine starke Geruchsbeléstigung der Bevolkerung. Der Abtransport
des Abwassers direkt in die Klaranlage macht auch keinen Sinn, da auch hier nachweislich
eine Vielzahl an Mikroorganismen vorhanden ist, die in anaeroben Prozessen DMSO zu
DMS umsetzten. Die einzig sinnvolle Losung der Beseitigung von DMSO aus Indus-
trieabwasser scheint der biologische Abbau durch Bakterien, wie z.B. Hyphomicrobium EG
zu sein. Dal? dies mdglich ist, wurde durch verschiedene Experimente in unserer Arbeits-
gruppe gezeigt (Kassel, 1993).

Das hier beschriebene Beispiel macht deutlich, da durch die Entwicklung von
Gensonden ein schnelles Nachweissystem entwickelt werden kann, um die Zusammen-
hange beim Abbau einer Substanz in einem Okosystem beobachten zu kdnnen. Zeitauf-
wendig ist die Entwicklung der Gensonden, ihr Einsatz ermdglicht spéter jedoch ein
schnelles Analyseverfahren. Es ist daher notwendig, viele Gensonden zu entwickeln, um
sie spater in vielleicht heute noch nicht bekannten Problematiken einsetzen zu kdnnen.
Die Entwicklung von stammspezifischen Gensonden hat in den letzten Jahren durch die
immer weiter fortschreitenden Analysen von 16S rDNA-Sequenzen grof3e Fortschritte ge-
macht. Durch die Sequenzierung von Schlusselenzymen von Abbauwegen, kénnen auch
fur den Abbau eines Xenobioticums spezifische Gensonden entwickelt werden.
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4.3 Die Gene des [3-Ketoadipatweges in Pseudomonas sp. B13

Molekulare Untersuchungen des [3-Ketoadipatweges, durchgefiihrt an den Bakterien-
stdimmen Pseudomonas putida (Frazee et al., 1993; Harwood et al., 1994; Houghton et al.
1995; Parales et al., 1992; Williams et al., 1992), Acinetobacter calcoaceticus (Elsemore et
al., 1994 und 1995; Hartnett et al., 1990 und 1994; Kowalchuk et al., 1994; Neidle et al.
1988, 1991 und 1992; Shanley et al., 1994) und Agrobacterium tumefaciens (Parke, 1995)
haben gezeigt, dal? sich molekulare Unterschiede, wie sie sich z.B. in unterschiedlichen In-
duktionsmustern zeigen, durch unterschiedliche Genorganisation und transkriptionaler
Regulation bedingt sind. Wie schon in Abb. 1.5 gezeigt, liegen die pca- und cat-Gene zwar
in den Mikroorganismen weitestgehend in Clustern vor, die Anordnung der einzelnen Ge-
ne variiert jedoch stark von Bakterium zu Bakterium.

Abb. 4.3 zeigt nochmals besonders die unterschiedlichen Anordnungen der Gene pcaD,
pcaF und pcald sowie der Gene catD, catF und catlJ in den Bakterienstimmen Pseudomo-
nas putida, Acinetobacter calcoaceticus und Agrobacterium tumefaciens. Auch bei diesen 3 Ge-
nen liegen in allen drei Bakterienstdmmen unterschiedliche Muster vor. In Pseudomonas
putida liegen diese drei Gene jeweils auf getrennten transkriptionalen Einheiten. Wahrend
die Gene pcaF und pcaD noch in Nachbarschaft zueinander liegen, ist der Abstand zu den
Genen pcald nicht bekannt. In Acinetobacter calcoaceticus liegen sowohl die cat-Gene als
auch die pca-Gene fir die Gene pcaD, pcaF und pcalJ auf einer transkriptionalen Einheit.
Die Reihenfolge der Gene innerhalb dieser transkriptionalen Einheit unterscheiden sich
jedoch auch in diesem Bakterium. In dem Stamm Agrobacterium tumefaciens sind bislang
nur die Gene pcalJ und pcaD untersucht. Diese Gene liegen auf unterschiedlichen trans-
kriptionalen Einheiten, getrennt durch die pob-Gene. pobA ist das Gen fur die 4-Hy-
droxybenzoat-Hydroxylase und pobR ist ein Regulatorgen.

Das in dieser Arbeit isolierte 2,3 kb grof3e Pstl-Fragment aus Pseudomonas sp. B13 zeigt
in 3 Bereichen groRe Ahnlichkeiten zu den oben beschriebenen Genen. Eine Ahnlichkeit
zwischen 66% und 83% tber 400 Aminosduren zu den pca- bzw. catF Genen aus Pseudo-
monas putida und Acinetobacter calcoaceticus laRt darauf schlieRen, daR das isolierte Frag-
ment das komplette Gen fir die B-Ketoadipyl-CoA-Thiolase aus Pseudomonas sp. B13 ent-
halt. Auch die Ubereinstimmungen der beiden Endbereiche des Fragmentes zu den Ge-
nen aus den beiden genannten Stdmmen weist stark darauf hin, dal? das Fragment noch
Teile der pcaD- und pcaJ-Gene aus Pseudomonas sp. B13 enthilt.

Die Anordnung dieser 3 Gene wiirden dann in Pseudomonas sp. B13 der Anordnung der
cat-Gene in Acinetobacter calcoaceticus entsprechen. Das pcal-Gen Gberschneidet sich in
Pseudomonas sp. B13 jedoch um 4 Basenpaare mit dem pcaF-Gen und der Abstand zwi-
schen dem pcaF-Gen und dem pcaD Gen betréagt 155 bp in Pseudomonas sp. B13. Die Ab-
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Pseudomonas putida

pca-Gene

> > > >
pcaF> pcaT> pcaB> pcaD> pcaC>// pcal> pcal >// pcaG> pcaH>
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Acinetobacter calcoaceticus
pca-Gene
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pcal> pcaJ> pcaF> pcaB> pcaD> pcaK> pcaC> pcaH> pcaG>
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cat-Gene
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catB> catC> catl > catJ> catF> catD>
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Agrobacterium tumefaciens

pca/pob Gene

-

> - > « >
<pcaIJ pcaR><pobR pobA><pcaQ pcaD> pcaC> pcaH> pcaG> pcaB>

Abb. 4.3: pca- und cat-Genorganisation in Pseudomonas putida, Acinetobacter
calcoceticus und Agrobacterium tumefaciens (Harwood et al., 1996)
Die Zahlen zwischen den Genen geben die Abstdnde in bp an, die horizontalen Pfeile symbolisieren

transkriptionale Einheiten. Die beiden Schragstriche (//) stellen unbekannte Genabstande dar. Die
Lage der Gene pcaD, pcaF, pcalJ, catD, catF und catlJ sind hervorgehoben.
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folge der Gene entspricht jedoch genau der Abfolge der cat-Gene in Acinetobacter
calcoaceticus.

Da der biologische Unterschied der Gattungen Acinetobacter und Pseudomonas sehr grof3
ist, wurde friiher angenommen, daf? sich der 3-Ketoadipatweg in jeder biologischen Grup-
pe unabhangig voneinander entwickelt hat (Stanier et al., 1973). Diese Annahme basier-
te auf der unterschiedlichen transkriptionalen Kontrolle der Strukturgene dieses Abbau-
weges (Canovas et al., 1967).

Hartnett et al. (1990) weisen bei einem Vergleich der Aminosauresequenzen der a- und
B-Untereinheiten der Protocatechuat-3,4-Dioxygenase aus Acinetobacter calcoaceticus und
Pseudomonas putida darauf hin, dald diese Theorie nicht I&nger haltbar ist. Der Vergleich
der beiden Enzyme zeigt eine 50%ige Identitdt zueinander.

Hartnett et al. (1990) erwdhnen weiterhin, da Aminosauresequenzvergleiche der y-Car-
boxymuconolacton-Decarboxylase und der Mucconolacton-Isomerase (Yeh et al., 1981;
Yeh et al., 1980a; Yeh et al., 1980b) auf einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung fur
die Isoenzyme aus Acinetobacter calcoaceticus und Pseudomonas putida hinweisen.

Darauf deuten auch die in dieser Arbeit erhaltenen Sequenzen aus Pseudomonas sp. B13
hin. Der Sequenzvergleich zeigt zwar mehr Ahnlichkeit zu Pseudomonas putida (83 % fiir
die B-Ketoadipyl-CoA-Thiolase), die Abfolge der Gene entspricht jedoch der Abfolge der
cat-Gene aus Acinetobacter calcoaceticus.

Eine Mdglichkeit fur einen gemeinsamen Ursprung der Isoenzyme ist das sogenannte
~patchwork assembly*. Reineke (1998) beschreibt darunter eine Mdglichkeit, aus existie-
renden Abbauwegen neue Stdmme zum Abbau von Chloraromaten zu entwickeln. Dies
geschieht durch konjugativen Gentransfer von zusétzlichen Abbaugenen in einen geeig-
neten Wirtsorganismus. Dies wiirde z.B. bedeuten, dal3 Stimme mit den Genen des Aro-
matenabbaus, wie z.B. den cat-Genen, Wirtsstamm fir einen Gentransfer von Chloraro-
matengenen gewesen sein konnten.

Dies kdnnte eine Mdglichkeit gewesen sein, wie es in Pseudomonas sp. B13 zum einem
zu einer hohen Sequenzidentitat zu Pseudomonas putida kommt, zum anderen aber man-
che Genen die gleiche Anordnung wie in Acinetobacter calcoaceticus besitzen.

Abschnitte des in dieser Arbeit untersuchten Fragmentes aus Pseudomonas sp. B13 kdnn-
ten in Zukunft auch daftir genutzt werden, Gensonden zu entwickeln, um das Abbaupo-
tential von Pseudomonas sp. B13 in einer Mischkultur zu verfolgen. Mit Hilfe dieser Gen-
sonden kdnnte man spezifisch den Aromatenabbau durch Pseudomonas sp. B13 verfolgen,
z.B. in Konkurrenz zu anderen aromatenverwertenden Stammen. Mit Hilfe von stamm-
spezifischen Gensonden, entwickelt aus der 16S rDNA, kénnte dann noch der Verbleib
des Stammes in einer Mischkultur verfolgt werden, bzw. es kdnnte untersucht werden, ob
es zu einem Gentransfer kommt.



5 Zusammenfassung

1. Zur Entwicklung einer Gensonde fur den Abbau von DMSQO durch Hyphomicrobium
EG wurden die 16S rDNA von Hyphomicrobium EG, Hyphomicrobium sp1564,
Hyphomicrobium sp1565 und Hyphomicrobium sp1566 amplifiziert, kloniert und
sequenziert.

2. Aus einer variablen Region der Sequenzvergleiche der 16S rDNA konnte ein
stammspezifischer Primer fiir Hyphomicrobium EG abgeleitet werden. Dieser konnte
erfolgreich in PCR-Experimenten zum Nachweis von Hyphomicrobium EG in
verschiedenen Bakterienmischungen eingesetzt werden.

3. Es konnte aus verschiedenen Wasserproben DNA isoliert werden. Diese DNA wurde
in PCR-Experimenten eingesetzt, um Hyphomicrobium EG in den Wasserproben
nachzuweisen. Dies gelang nur, wenn den Abwdssern eine definierte Menge an
Hyphomicrobium EG zugesetzt wurde. Die Nachweisgrenze fir Hyphomicrobium EG
lag bei 100 Keime/ml.

4. Das Schlusselenzym des DMSO-Abbaus durch Hyphomicrobium EG, die
Methylmercaptan Oxidase, konnte aufgereinigt und N-terminal ansequenziert
werden. Desweiteren wurde das Protein mit Trypsin in Peptide gespalten, welche
ebenfalls sequenziert wurden. Aus den Aminosduresequenzen konnten
Oligonukleotide abgeleitet werden, die zur Amplifizierung des beinahe vollstandigen
Methylmercaptan Oxidase Gens eingesetzt wurden. Aus diesem Genabschnitt konnten
Primer abgeleitet werden, die zum Nachweis des spezifischen DMSO-Abbaus durch
Hyphomicrobium EG eingesetzt werden konnten.

5. Zum Nachweis der anaeroben Reduktion von DMSO durch unspezifische Reduktasen
konnten aus bekannten Sequenzen des Enzyms DMSO-Reduktase Oligonukleotide
hergeleitet werden, die in PCR-Experimenten mit DNA aus Abwasserproben
eingesetzt wurden. Dabei konnten unspezifische DMSO-Reduktase Aktivitaten in
verschiedenen Abwassern nachgewiesen werden.

6. Aus dem Stamm Pseudomonas sp. B13 konnte mit Hilfe der N-terminalen Sequenzen
der Untereinheiten der 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase ein 2.3 kbp grof3es
DNA-Fragment isoliert und sequenziert werden. Die Sequenzanalyse deutet darauf
hin, daR das Fragment das Gen der kompletten (3-Ketoadipyl-CoA-Thiolase, sowie
Teile der Gene der [-Ketoadipat:Succinyl-CoA-Transferase und der [3-Ketoadipat-
Enol-Lacton-Hydrolase enthélt.
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Abklrzungen

APS

CAPS
3CB
cpm
CTAB
DEAE
DMS
DMSO
dNTP
DSM
FPLC
GVO
kb

LB
PCR
rDNA
rRNA
SDS
sp.
SSC
TEMED
TFA
Tris
%(v/v)
%(w/v)

Ammoniumpersulfat

Benzoat
3-(Cyclohexylamino)-propan-1-sulfonsdure
3-Chlorbenzoat

Anzahl Umdrehungen pro Minute
Hexadecyltrimethylammoniumbromid
Diethylaminoethyl

Dimethylsulfid

Dimethylsulfoxid

2" -Desoxynukleotid-Mix

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
schnelle Proteinflussigkeitschromatographie
gentechnisch verédnderter Organismus
Kilo-Base

Luria-Broth

Polymerase Ketten Reaktion

ribosomale Desoxyribonucleinsaure
ribosomale Ribonucleinséure
Natriumdodecylsulfat

Art

Natriumchlorid/Trinatriumcitrat
N,N,N’N"-Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsaure
Trishydroxymethylaminomethan
Volumenprozent

Gewichtsprozent
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