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Referat

In den letzten Jahren wurde eine Menge iiber den enzymatischen Hintergrund des Phenoxyal-
kanoat-Abbaus durch Bakterien bekannt. Es sind sowohl Stimme mit hoher Spezifitit fiir
Phenoxyacetate, wie Ralstonia euthropha IMP134 (Pieper et al., 1988) und Delftia acidovo-
rans P4a (Hoffmann et al., 1996, 2003), oder flir Phenoxybutyrate, wie Aureobacterium sp.
K2-17 und Rhodococcus erythropolis K2-3 (Mertingk et al., 1998; Striuber et al., 2003), als
auch solche mit breiterem Herbizidverwertungsspektrum wie Sphingobium herbicidovorans
MH (Horvath et al., 1990; Zipper et al., 1996), Rhodoferax sp. P230 (Ehrig et al., 1998) und
Delftia acidovorans MC1 (Miiller et al., 1999) gefunden und charakterisiert worden. Letztere
drei Stimme sind Objekt der vorliegenden Untersuchungen. In diesen Bakterien wurden je-
weils zwel enantioselektive Phenoxyalkanoat-spaltende Enzyme gefunden. Es handelt sich
um a-Ketoglutarat-abhingige Dioxygenasen, die die Spaltung der Etherbindung der Pheno-
xyalkanoate in die jeweiligen substituierten Phenole und 2-Oxoalkanoate katalysieren. Die
Enzyme sind streng enantioselektiv, die (R)-2-(2,4-Dichlorphenoxy)propionat/a-Ketoglutarat
Dioxygenasen (RdpA) spalten die (R)-, nicht aber die (S)-Enantiomeren der
2-Phenoxypropionate, die (S)-2-(2,4-Dichlorphenoxy)propionat/a-Ketoglutarat Dioxygenasen
(SdpA) spalten analog dazu die (S)-, nicht aber die (R)-Enantiomeren. Weniger streng ist die
Selektivitit jedoch hinsichtlich der Alkanoat-Seitenkette und der Substituenten am aromati-
schen Ring. Das rdpA-Gen ist in den drei unterschiedlichen Stimmen identisch. Erstaunlich
ist jedoch, dass die Genprodukte unterschiedliche kinetische Eigenschaften aufweisen. Als
Ursache dafiir konnten multiple Enzymformen nachgewiesen werden, die auf Monomere mit
unterschiedlichen pI-Werten zurlickgefiihrt werden konnen. Die Monomeren unterscheiden
sich in ihrem Spektrum in den jeweiligen Stimmen. Wie am Beispiel von RdpAmc| gezeigt,

weisen die Enzymformen Unterschiede in ihren kinetischen Konstanten auf. Die sdp4-Gene
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sind im Gegensatz dazu in den einzelnen Stimmen verschieden. Das fiihrt zu grundsitzlich
unterschiedlichen Substratverwertungsprofilen bzw. kinetischen Konstanten. Das Enzym aus
MCI zeigt gute Spaltungsaktivititen fiir die (S)-Enantiomeren der Phenoxypropionate und die
Phenoxyacetat-Derivate; das SdpApasp setzt dagegen diec Phenoxyacetate nicht um. Wie fiir
RdpA konnten auch hier multiple Enzymformen nachgewiesen werden, die sich wiederum in
ihren kinetischen Eigenschaften unterscheiden.

Die Art der Modifizierungen an den RdpA- und SdpA-Enzymen konnte bislang nicht endgiil-
tig gekldrt werden. Am SdpAwme; wurden Hydroxylierungen an Trp-Resten gefunden, die in
Nihe zum aktiven Zentrum stehen und eher typisch fiir 0-KG-abhingige Enzyme sind. Sie
bewirken eine reversible Inaktivierung des Enzyms und sollten daher mit den hier beobachte-
tet kinetischen Effekten weniger in Verbindung gebracht werden. Eher sind Massendifferen-
zen von Interesse, die auf eine Modifizierung an Cys-Resten hinweisen. Die Spezifizierung
dieser Molekiile sollte weiteren Aufschluss geben, bleibt aber weiteren Untersuchungen vor-

behalten.
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Einleitung Dioxygenasen

1 Einleitung

In der Agrarwirtschaft werden Phenoxyalkanoat-Herbizide zur Bekdmpfung von dikotyledo-
nen Unkriutern eingesetzt, womit sie zum Schutz von monocotyledonen Kultur- und Nutz-
pflanzen beitragen. Phenoxyalkanoate imitieren die Wirkung pflanzlicher Auxine und verur-
sachen auf diese Weise ein unkontrolliertes Wachstum, das zu einer abnormen Entwicklung
von zweikeimblittrigen Pflanzen und letztendlich zu deren Absterben flihrt (Loos, 1975).
Wird mafivoll mit diesen Verbindungen umgegangen, ist das Potential zur Entgiftung in bio-
logischen Systemen so groB, dass die Stoffe nicht zum umweltpolitischen Problem werden.
Phenoxyalkanoate sind biologisch abbaubar; das latente Potential zum Abbau ist in Mikroor-
ganismen verpackt. Spezifiziert bedeutet dies, dass Enzyme an der Degradation von Phenoxy-

alkanoaten beteiligt sind. Dafiir kommen Mono- und Dioxygenasen in Frage.

1.1 Dioxygenasen mit Nicht-Hdm-gebundenem Eisen

Dioxygenasen sind Enzyme, die beide Atome des Sauerstoffmolekiils in das Substrat einbau-
en. Erscheinen die beiden Sauerstoffatome dabei im selben Produkt, so spricht man von einer
intramolekularen Dioxygenase. Analog werden die Sauerstoffatome bei intermolekularen Di-
oxygenasen in zwei verschiedenen Reaktionsprodukten wiedergefunden. Dioxygenasen lassen
sich nicht nur anhand dieses Merkmals unterscheiden, sondern kénnen basierend auf der un-
terschiedlichen Koordination des Metallions im aktiven Zentrum des Enzyms in drei Gruppen
unterteilen werden: 1.) Him-koordiniertes Metallion, 2.) Nicht-Him-koordiniertes Metallion
und 3.) Eisen-Schwefel-Cluster.

Im folgendem sollen Dioxygenasen mit einem Nicht-Hidm-koordiniertem Metallion im akti-
ven Zentrum niher betrachtet werden. Diese Gruppe der Dioxygenasen ist, wie auch die durch
sie katalysierten Reaktionen, sehr vielfiltig. Sie spalten aromatische Ringstrukturen, oxidieren
ungesittigte Fettsduren, schlieflen Ringstrukturen, spalten Ether-Bindungen und vieles mehr.
In diese Gruppe gehoren sowohl die Lipoxygenase (Nelson et al., 1994), die Isopenicillin-N-
Synthase (Baldwin et al., 1991) als auch die a-Ketoglutarat-abhingigen Dioxygenasen (Pres-
cott et al,, 1993), die Catechol-Dioxygenasen und die Rieske-Oxygenasen. Innerhalb dieser
Gruppe sind die Metallionen wiederum in sehr unterschiedlichen rdumlichen Anordnungen
koordiniert: bei den intradiolisch spaltenden Catechol-Dioxygenasen (Fe(llI)-lon iiber 2 Tyr
und 2 His, [Ohlendorf et al., 1988/94]) trigonal bipyramidal, im Falle der extradiolisch spal-
tenden Catechol-Dioxygenasen (Fe(II)-Ion, selten auch Mn(II), [Que et al., 1981; Bold et al.,
1995; Whiting et al., 1996] iiber 2 His, Glu, [Han et al., 1995; Senda et al., 1996]) in Form
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einer quadratischen Pyramide und in der Anordnung eines verzerrten Oktaeders bei der Lip-
oxygenase (Fe(III) {iber 3 His, Ile-CO; und Asn, [Boyington et al. 1990; Minor et al., 1996])
der Isopenicillin-N-synthase (Fe(Il) tiber 2 His und Asp, Gln, [Roach et al., 1995a]) und den
a-Ketoglutarat-abhéngigen Dioxygenasen (Fe(Il) iiber 2 His und Asp, [Hegg et al., 1999;
Elkins et al., 2002]). Bei all diesen Enzymen ist das Metallion im aktiven Zentrum so koordi-
niert, dass mindestens eine der vier Bindungsstellen frei oder mit Losungsmittel (H20) besetzt
ist, also frei verfugbar fiir die Substratbindung bleibt. Dies ist ein groBer Unterschied zu den
Ham-Dioxygenasen, bei denen das Eisen iiber alle vier Bindungsstellen komplexiert ist, und
sollte ein entscheidender Grund fiir die Vielfiltigkeit der Reaktionsmechanismen in der Grup-
pe der a-Ketoglutarat-abhingigen Dioxygenasen darstellen (Que und Ho, 1996). Der Angriff
des Sauerstoffs auf das Substrat kann sowohl elektrophil (intradiolische Catechol-
Dioxygenasen), nucleophil (extradiolische Catechol-Dioxygenasen) als auch radikalisch er-

folgen (Lipoxygenase [de Groot et al., 1973; Egmond et al., 1977]).

1.2 a-Ketoglutarat-abhéngige Dioxygenasen
Die a-Ketoglutarat-abhingigen Dioxygenasen bilden die gréBte Gruppe der Nicht-Him-Ei-

sen-Dioxygenasen (Hegg et al., 1999). Es handelt sich um intermolekulare Dioxygenasen. Sie

katalysieren Reaktionen nach dem in Gleichung 1 dargestellten allgemeinen Mechanismus:

o-Ketoglutarat + O, + S — Succinat + CO; + SO

Gleichung 1: Allgemeiner Reaktionsmechanismus von durch o-Ketoglutarat-abhiingige Dioxygenasen
katalysierte Reaktionen, S: Substrat, SO: Produkt

Dioxygenasen dieser Familie sind in vielen Bereichen anzutreffen, sie katalysieren die
posttranslationale Hydroxylierung von Aminosiure-Seitenketten withrend der Collagensyn-
these (Prolyl-4-Hydroxylase [Hutton et al., 1966; Kivirikko und Prockop, 1967], Lysyl-
Hydroxylase [Hausmann, 1967; Kivirikko und Prockop, 1972], Aspartyl-Hydroxylase [Kori-
oth et al., 1994]), die Umsetzung von Thymin zu 5-Hydroxymethyl-uracil im Pyrimidin-
Stoffwechsel (Thymin-7-Hydroxylase [Abbot et al., 1967]), den oxidativen Ringschluss von
Proclavaminat in der Biosynthese von Clavaminat (Clavaminat-Synthase [Salowe et al.,
1990]), die Spaltung der Phenoxyalkanoaten an der Etherbindung (2,4-Dichlorphenoxyacetat-
Dioxygenase [Fukomori und Hausinger, 1993b]), die Hydroxylierung von &-N-Trimethyl-L-
Lysin und die Umwandlung von y-Butyrobetain zu L-Carnitin im Carnitinstoffwechsel (g-N-
Trimethyl-L-Lysin-Hydroxylase [Hulse et al., 1978], y-Butyrobetain-Hydroxylase [Lindstedt
et al., 1970/77]), die Reparatur von DNA durch die oxidative Entgiftung alkylierter Basen
(AlkB [Aravind und Koonin, 2001]) und vieles mehr. Aufgrund der katalysierten Reaktionen
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unterteilten deCarolis und deLuca (1994) die Familie der a-Ketoglutarat-abhéngigen Dioxy-
genasen in die Untergruppen Hydroxylasen, Hydroxylasen/Epoxidasen, Cyclasen, Desatura-

sen und Ring-Expandasen.

Eine weitere Klassifizierung der a-Ketoglutarat-abhingigen Dioxygenasen nimmt Hogan
(1999) vor. Sie unterteilte die Enzyme aufgrund von konservierten Elementen in der Primir-
struktur der Proteine in drei Gruppen.

Die Gruppe(l), die Isopenicillin-N-Synthase-dhnlichen Enzyme, bildet dabei die groBte
Gruppe dieser Dioxygenasen. Thr gehtren unter anderem Enzyme der Collagen-Biosynthese
(Prolyl-4-, Aspartyl- und Lysyl-Hydroxylase), Enzyme des Gibberellin- (z.B. Gibberellin-7-
Oxidase, Giberellin-13-Oxidase oder Giberellin-23-Hydroxylase [Hedden, 1997]) und des
Flavon-Stoffwechsels an (Flavone-Synthase I [Britsch, 1990], Flavanol-Synthase [Holton et
al., 1993], Flavanon-3-Hydroxylase [Saito et al., 1999]). Die Aminosiure-Sequenz H-X-D-
Xss-H kann in allen diesen Dioxygenasen gefunden werden (Borovok et al., 1996) und ist
daher das Charakteristikum dieser Gruppe. Es wurde gezeigt, dass die konservierten Amino-
sduren in dieser Folge an der Bildung des Metallbindungs-Zentrums (Roach et al., 1995b;
Valegard et al., 1998) beteiligt sind und in Verbindung mit dem ebenfalls konservierten
C-terminal davon gelegenen Sequenzabschnitt R-X-S die Bindung von a-Ketoglutarat vermit-
teln (Kreisberg-Zakarin et al., 1999; Lukacin und Britsch, 1997).

Die Dioxygenasen der Gruppe(Il) zeichnen sich durch Sequenz-Ahnlichkeiten zu der
2.4-Dichlorphenoxyacetat/a-KG Dioxygenase (TfdA) aus. Vertreter dieser Gruppe sind unter
anderem die Taurin/a-KG Dioxygenase (TauD) (Eichhorn et al., 1997), die Sulfonat/a-KG
Dioxygenase (Hogan et al.,, 1999), die Clavaminat-Synthase (Salowe et al., 1990) und die
v-Butyrobetain-Hydroxylase (Lindstedt et al., 1970/77). Das konservierte Sequenz-Motiv die-
ser Gruppe lautet H-X-D-X36.205-D-N-X4-H-X;o-R. Dieses Motiv enthilt unter anderem auch
die Sequenz H-X-D, die als Bindungsstelle des Metallzentrums der Gruppe(l)-Dioxygenasen
ausgemacht wurde. Diese Aminoséduren sind folglich auch in den TfdA-dhnlichen Enzymen
an der Fe(I)-Bindung beteiligt (Hegg et al., 1999; Elkins et al., 2002).

Die Gruppe(IlII) der a-Ketoglutarat-abhdngigen Dioxygenasen, die bislang kleinste Gruppe,
zeichnet sich durch nur geringe Homologie zu den anderen beiden Gruppen aus. Die Amino-
sduren fur die Fe(II)-Komplexierung (H-X-D) sind jedoch auch in dieser Gruppe konserviert.
Das zuordnende Sequenz-Motiv dieser Dioxygenasen lautet H-X-D-X34.33-P-G-H-X34.65-H-
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X4s-N-Xs-R. Mitglieder dieser Enzymgruppe sind zum Beispiel die Prolin-4-Hydroxylase
(Shibasaki et al., 1999) und die Phytanoyl-CoA-Hydroxylase (Jansen et al., 1998).

Die a-KG-abhéingigen Dioxygenasen unterscheiden sich nicht nur in ihrer Primér-Struktur
erheblich, sondern auch in ihrer Quartér-Struktur. Man findet sowohl monomere Enzyme,
deren Molmassen zwischen 26 kD (Giberellin-23-Hydroxylase) und 56 kD (Aspartyl-
Hydroxylase) liegen, als auch dimere (y-Butyrobetain-Hydroxylase) und tetramere Proteine
(Prolin-4-Hydroxylase). Die di- und tetrameren Enzyme wiederum kdnnen aus identischen
(4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase [Wada et al., 1975]) oder unterschiedlichen Unter-
einheiten (Prolin-4-Hydroxylase) zusammengesetzt sein. Ebenso verschieden wie das struktu-
relle Spektrum fallen die kinetischen Konstanten aus, so variiert der Ky-Wert flir das Substrat
zwischen 0,01 uM (Prolyl-4-Hydoxylase [Kivirikko et al., 1989]) und 720 pM (Cephalospo-
rin-7a-Hydroxylase [Xiao et al., 1991]), also um etwa vier Zehnerpotenzen. Fiir a-KG, dem
zweiten Substrat, ist die Mehrzahl der Dioxygenasen hochspezifisch. Nur wenige Enzyme
sind bislang bekannt, die auch andere 2-Oxosduren als Elektronendonor nutzen konnen
(TfdA, 4-Hydroxypyruvat-Oxidase). Der Ky-Wert fiir a-KG schwankt innerhalb der

a-Ketoglutarat-abhangigen Dioxygenasen um etwa drei Gréfienordnungen.

1.2.1 Reaktionsmechanismus
In Abbildung 1 ist der postulierte Reaktionsmechanismus fiir 2.4-Dichlorphenoxy-

acetat/a-Ketoglutarat Dioxygenase (TfdA) (Hegg et al., 1999) dargestellt. Nach diesem Me-
chanismus binden die Substrate in der Reihenfolge a-KG, 2,4-Dichlorphenoxyacetat (2,4-D)
und Sauerstoff. Als erstes Produkt verldsst CO; das aktive Zentrum; in einem weiteren Schritt’
werden die iibrigen Produkte Dichlorphenol (DCP), Glyoxylat und Succinat freigesetzt. Die
gleiche Reihenfolge der Bindung der Substrate an das Enzym wurde auch fiir TauD (Elkins et
al., 2002) und fiir die Thymin-7-Hydroxylase (Holm et al., 1975) beschrieben. Eine zweite in
der Literatur beschriebene Bindungsfolge lautet: a-KG, Sauerstoff und Substrat. Diese Folge
der Substratbindung wurde fiir die Prolyl-4-Hydroxylase (Kivirikko et al., 1989), die Lysyl-
Hydroxylase (Kivirikko, 1972) und die Deacetoxyvindolin-Hydroxylase (deCarolis und de-
Luca, 1993) postuliert. Die Abldsung der Substrate ist nicht niher untersucht worden, jedoch
konnte fiir die Enzyme Prolyl-4-Hydroxylase (Kivirikko et al.,, 1989), Lysyl-Hydroxylase
(Puistola et al., 1980), Thymin-7-Hydroxylase (Holme, 1975) und Deacetoxyvindolin-4-
Hydroxylase (deCarolis und deluka, 1993) mit enzymkinetischen Methoden ein ordered
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TerTer-Mechanismus nachgewiesen werden. Die 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase

weist dagegen einen ordered BiBi-Mechanismus auf (Rundgren, 1977b).

Asp A
His., | .His . His. Tsp His His.,,, [sp His
~Fe wKG e 24D _Fell’
- >
H0™ | “oH, 07 | o, P
g oﬁf\/(o Oa\(
DCP R R
Glyoxylat
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Asp Asp Asp
His His His., | . His His., | . His
o ;

R = CH;—G—CoO-
2

Abbildung 1: Reaktionsmechanismus des 2,4-Dichlorphenoxyacetat/o-Ketoglutarat Dioxygenase (TfdA)
nach Hegg et al. (1999)

1.2.2 Multiple Enzymformen und o-Ketoglutarat-abhdngige Dioxygena-
sen

Das Phidnomen vom Auftreten multipler Enzymformen ist seit vielen Jahren bekannt und
wurde fiir eine Vielzahl von Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren beschrieben (Shaw,
1969). Dem Vorhandensein verschiedener Formen eines Enzyms bzw. analoger Enzymreakti-
onen koénnen unterschiedliche molekulare Ursachen zu Grunde liegen (Naessens und Van-
damme, 2003). Es kann sich dabei um

e voneinander genetisch unabhingige Proteine

e genetische Varianten

e Heteropolymere von mindestens zwei nicht kovalent verkniipften Polypeptidketten

e Polymerisierung von identischen Untereinheiten

e posttranslationale Modifizierungen

o unterschiedliche Konformations-Zustinde
handeln. Die Faktoren, die das Auftreten von Enzymformen beeinflussen, kénnen ebenso
vielfiltig sein (Naessens und Vandamme, 2003):

e Artund Menge der Kohlenstoff- und Stickstoffquelle

e Temperatur

e Aggregatzustand des Mediums

e Redoxverhiltnisse

e Wachstumsphasen
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e Einfluss von Induktoren oder Inhibitoren.
Multiple Enzymformen unterscheiden sich zumeist in ihrer zelluldren Lokalisation, ihrer Re-
gulation oder in ihrem kinetischen Verhalten. Sie bieten dem Organismus eine Mdéglichkeit

der Feinregulation des Stoffwechsels.

1.3 Optische Aktivitdt und die Umwelt

Optisch aktive Molekiile sind asymmetrisch, sie sind mit ihrem Spiegelbild nicht in Deckung
zu bringen, d.h. sie verhalten sich, sinnbildlich gesehen, wie die rechte zu der linken Hand.
Zwei Molekiile, die sich wie Bild und Spiegelbild verhalten, werden als Enantiomere be-
zeichnet. Derartige Molekiile zeichnen sich in der Regel durch das Vorhandensein eines Koh-
lenstoffatoms (asymmetrisches oder chirales Zentrum) mit vier verschiedenen Substituenten
unterschiedlicher rdumlicher Anordnung aus. Chiralitdt ist in der Natur eher Regel als Aus-
nahme, so sind die DNA, RNA und Proteine aus chiralen Verbindungen aufgebaut. Proteine
bestehen aus L-Aminosduren, DNA und RNA aus den D-Enantiomeren der Desoxyribose und
Ribose.
Reine Enantiomere chiraler Verbindungen haben identische physikochemische Eigenschaften
(diskutiert in Eliel und Wilen, 1994), kénnen sich jedoch in ihrem biochemischen Verhalten
unterscheiden. Die méglichen physiologischen Wirkungen wurden vor allem im Zusammen-
hang mit der Anwendung von Arzneimitteln untersucht und von Ariéns (1989) wie folgt zu-
sammengefasst:
e Stereoisomere weisen den gleichen Reaktionsmechanismus auf, unterscheiden sich
aber in ihrer Affinitit zum Enzym (Rezeptor)
e das inaktive Enantiomer wirkt als kompetitiver Inhibitor
e die Enantiomere haben entgegen gesetzte Wirkungen (z.B. Barbiturate)
e cin Enantiomer zeigt den gewiinschten physiologischen Effekt, das andere einen un-
gewollten (z.B. Contergan [Bentley, 1995])
e beide Enantiomere zeigen unerwiinschte Nebeneffekte, aber nur eins den gewiinschten
Effekt
e oder, die negativen Wirkungen des aktiven Enantiomers werden durch das inaktive
Stereoisomer neutralisiert.
Chiralitét spielt nicht nur in der Pharmazie eine entscheidende Rolle, sondern iiberall dort, wo
bioaktive Verbindungen genutzt werden. Chirale Pestizide wurden beispielsweise iiber viele
Jahrzehnte in groflen Mengen als Racemate auf die Felder ausgebracht. Heute schrinkt man,

zumindest in den industrialisierten Lindern, den Einsatz auf das wirksame Enantiomer ein. In
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vielen Fillen ist die Wirkung der Herbizide auf die Pflanzen enantiospezifisch und gut unter-
sucht (Hassal, 1990; Roberts, 1998), das Schicksal der Enantiomeren im Boden dagegen
nicht. Bislang ist wenig tiber den enantiospezifischen Abbau von Herbiziden und dessen bio-
chemische Hintergrinde bekannt. Das Phinomen des Verschwindens eines Enantiomeres
oder die Verschiebung des Enantiomeren-Verhltnisses in biologischen Proben wurde jedoch
schon hidufig beobachtet (Zipper et al., 1998/99; Romero et al., 2000; Schulz et al., 2000;
Riigge et al., 2002; Harrison et al., 2003).

1.3.1 Stereospezifische Enzyme
In Korrelation mit dem oben Gesagten schliefit der Stoffwechsel von optisch aktiven Verbin-

dungen stereoselektive Schritte, die die Aufnahme und Katalyse umfassen, mit ein. Zur Erkli-
rung der Enantioselektivitit von Enzymen wird oft das Drei-Punkte-Modell (Ogston, 1948;
Easson und Stedman, 1993) genutzt. Dieses besagt, dass das aktive Enantiomer an das Enzym
bindet, da die Anordnung dreier Substituenten am asymmetrischen Zentrum des Substrats
komplementir zum aktiven Zentrum ist. Fiir das andere Enantiomer trifft dies dann nicht zu.
Dieses Modell erklért die Spezifitdt aber nur solange, wie vorausgesetzt wird, dass das aktive
Zentrum nur von einer Seite zugénglich ist. Eine Erweiterung des Drei-Punkte-Modells wird
durch die Einfithrung einer vierten Bindungsstelle erreicht (Mesecar und Koshland, 2000a/b).
Wird z.B. das Apoenzym der Isocitrat-Dehydrogenase (in Abwesenheit von Mg** mit seinem
racemischen Substrat konfrontiert, so bindet ausschlieBlich L-Isocitrat, in Anwesenheit von
Mg®* bindet das D-Isomer. Die Kristall-Struktur des Enzyms zeigte, dass drei der vier Grup-
pen (das -H vom C,, das auf das NAD" tibertragen wird, die B-COO™-Gruppe, die als CO,
abgespalten wird und das C;) des Isocitrates sowohl beim L- als auch beim D-Isocitrat an die
gleichen Stellen des aktiven Zentrums gebunden werden. Der Bindungsort fiir die vierte
Gruppe, dem OH-, ist im Apoenzym komplett verschieden zu dem Bindungsort im Metall-
beladenen Enzym. Mit anderen Worten: es sind vier und nicht drei Punkte zur enantioselekti-
ven Bindung nétig.
Der Abbau der Enantiomeren chiraler Verbindungen kann auf unterschiedlichem Wege erfol-
gen (Miiller und Kohler, 2004):

e es existieren zwei enantioselektive Enzyme fiir die Interaktion mit der optisch aktiven

Substanz
e beide Enantiomere werden vom gleichen Enzym simultan, aber mit unterschiedlichen
Umsatzraten verwertet

e beide Enantiomere werden vom gleichen Enzym nacheinander verwertet
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e cin Enantiomer wird enantioselektiv abgebaut, das andere durch eine Isomerase umge-

setzt

1.3.2 Mikrobieller Phenoxyalkanoat-Abbau
Bekannte  Vertreter der Phenoxyalkanoat-Herbizide sind die  Phenoxyacetate

2.4-Dichlorphenoxyacetat (2.4-D) und 4-Chlor-2-methylphenoxyacetat (MCPA), die optisch
aktiven Phenoxypropionate (R,S)-2-(2,4-Dichlorphenoxy)propionat ([R,S]-DP, Dichlorprop)
und (R,S)-2-(4-Chlor-2-methylphenoxy)propionat ([R,S]-MCPP, Mecoprop) und die Pheno-
xybutyrate 4-(2,4-Dichlorphenoxy)butyrat (2,4-DB) und 4-(4-Chlor-2-methylphenoxy)butyrat
(MCPB). Diese Herbizide sind die am hiufigsten eingesetzten Unkrautbekimpfungsmittel
(Worthing und Hance, 1991). Weltweit wurden 1999 allein in der Weizenproduktion etwa
15-10° kg 2,4-D verwendet; vom Mecoprop wurden allein in den USA 2.3 - 10° kg ausge-
bracht (Donaldson et al., 2002). Die Phenoxypropionate besitzen ein asymmetrisches Zent-
rum, d.h. sie sind chiral und es existieren je zwei Enantiomere, von denen nur die
(R)-Enantiomere biologisch a_ktiv sind (Matell, 1953). Trotzdem werden in einigen Lidndern

der Welt immer noch die Racemate dieser Herbizide in der Landwirtschaft eingesetzt.

Der mikrobielle Abbau der achiralen Phenoxyacetate (2,4-D und MCPA) ist in Ralstonia
eutropha JMP134 (pJP4) gut untersucht. Zunichst werden die Phenoxyacetate von einer
o-KG-abhingigen Dioxygenase (TfdA) an der Etherbindung in das substituierte Phenol
(2,4-Dichlorphenol [DCP] oder 4-Chlor-2-methylphenol [MCP]) und Glyoxylat gespalten
(Streber et al., 1987; Fukumori und Hausinger, 1993a/b). Im Anschluss wird das Phenol-
Derivat von der Phenolhydroxylase (TfdB) zum korrespondierenden Catechol
(3,5-Dichlorcatechol, 5-Chlor-3-methylcatechol) hydroxyliert (Liu und Chapman, 1984), wel-
ches dann tiber den modifizierten ortho-Weg (Reineke, 1986; Reineke und Knackmuss, 1988)
weiter metabolisiert wird: Aus der Ringspaltung (Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase [TfdC],
Bath et al., 1993) resultiert das Muconat (2,4-Dichlor-cis,cis-muconat, 4-Chlor-3-methyl-
cis,cis-muconat), welches dechloriert und cycloisomerisiert wird (TfdD und TfdE, Kuhm et
al., 1990). Im weiteren Verlauf wird der zweite Substituent abgespalten und das Kohlenstoff-
geriist {iber 3-Ketoadipat zu Succinat und Acetyl-CoA abgebaut.

Variationen dieses Abbauweges betreffen meist die Dehalogenierungsreaktionen (Evans et al.,
1971a/b). Neben a-Ketoglutarat-abhidngigen Dioxygenasen wurden in seltenen Fillen noch
andere Enzyme gefunden, die die Spaltung der Etherbindung der Phenoxyalkansduren kataly-

sieren. Im Stamm Pseudomonas cepacia AC1100 wurde eine Monooxygenase identifiziert,
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die die Spaltung von 2,4,5-Trichlorphenoxyacetat katalysiert (Xun und Wagnon, 1995). Fiir
die Spaltung des 2,4-DB wurde in Rhodococcus erythropolis K2-3 ein Cytochrom P450
(Strduber et al., 2003) gefunden.

Fiir die chiralen Phenoxypropionate wird ein gleicher oder zumindest sehr dhnlicher mikro-
bieller Abbauweg postuliert. So konnten nach der Etherspaltung zu den Phenoxyacetaten i-
dentische substituierte Phenole (DCP, MCP) nachgewiesen werden. Ebenfalls wurden die
Gene (#/dB, tfdC, tfdD) fir die Enzyme des modifizierten ortho-Weges in den Phenoxypropi-
onat-spaltenden Stimmen gefunden (Zipper et al., 1996; Miiller et al., 2001; Smejkal et al.,
2001). Versuche mit Rohextrakten haben bereits gezeigt, dass analog zum TfdA eine Stimu-
lierung der Reaktion durch a-KG, Fe** und Ascorbat erfolgt (Miiller et al., 2001), was nahe
legt, dass der Reaktionsmechanismus zur Spaltung der Phenoxypropionate dem der Phenoxy-
acetate entspricht.

Erste Hinweise auf eine enantiospezifische Spaltung der Phenoxypropionate folgen aus Sub-
stratverwertungsprofilen und Induktionsversuchen. So wurde fiir Alcaligenes denitrificans
gezeigt, dass er in der Lage ist, prototroph auf dem (R)-Enantiomer des MCPP zu wachsen,
(8)-MCPP wird hingegen nicht verwertet (Tett et al., 1994/97). Im Falle von Rhodoferax sp.
P230 (P230) konnte gezeigt werden, dass fiir die Verwertung der (R)-Enantiomere ein konsti-
tutives Enzym verantwortlich ist. Das Enzym der (S)-Enantiomeren-Spaltung ist induzierbar
(Miiller et al., 2001). Sphingobium herbicidovorans MH (MH) ist in der Lage, beide Enanti-
omere der Phenoxypropionate komplett zu verwerten (Horvath et al., 1990). Induktionsversu-
che haben gezeigt, dass Enantiospezifitit fiir den ersten Spaltungsschritt vorliegt, das
(S)-spezifische Enzym in MH ist konstitutiv, das (R)-spezifische induzierbar (Nickel et al.,
1993). Ebenso konnte eine enantiospezifische Aufnahme der Herbizide nachgewiesen werden
(Zipper et al., 1998). Fiir Delftia acidovorans MC1 (MC1) konnte erstmals der Beweis fiir die
Existenz von zwei Enzymen erbracht werden. Durch die Aufreinigung des Rohextraktes am
Anionenaustauscher (Source30Q) konnten enantioselektive Enzyme voneinander getrennt

werden, kinetische Eigenschaften blicben weitgehend offen (Miiller und Babel, 1999).
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1.4 Problemstellung

Es sind bislang nur wenige Stimme bekannt, die iiber ein breites Substratverwertungsspekt-
rum fiir Phenoxyalkanoate verfiigen. Viele Bakterien-Stimme sind dazu in der Lage, die Phe-
noxyacetate zu verwerten, spalten aber die Phenoxypropionate und -butyrate nicht oder nur in
sehr geringem Umfang. Anders ist dies bei Delftia acidovorans MC1, Rhodoferax sp. P230
und Sphingobium herbicidovorans MH, sie spalten sowohl die Phenoxyacetate als auch dic
Enantiomere der Phenoxypropionate (z.T. auch die Phenoxybutyrate).

Ziel dieser Arbeit ist es, den initialen Schritt der bakteriellen Spaltung substituierter Phenoxy-
alkanoate biochemisch zu beschreiben. Hierzu sollen die initialen Enzyme gereinigt und pro-
teinbiochemisch hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften, ihrer Primar- und Quar-
tar-Struktur sowie eventueller Modifikationen untersucht werden. Die enzymkinetische Be-
schreibung der Enzyme soll die Aufnahme und Diskussion von Substratverwertungsspektren,
kinetischer Kennlinien und Konstanten umfassen. Auf enantioselektive Eigenschaften soll
eingegangen und die erhaltenen Ergebnisse sollen iiber die Spezies-Grenzen hinaus vergli-

chen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Mikroorganismen
Als Quelle zur Isolierung von Delfiia acidovorans MC1 (Miiller et al., 1999a) und Rhodofe-

rax sp. P230 (Ehrig et al,, 1997) diente Herbizid-kontaminierter Bauschutt. Sphingobium
(Sphingomonas) herbicidovorans MH (Zipper et al., 1996; Takeuchi et al., 2001) (frither Fla-
vobacterium) wurde aus einer Bodenprobe isoliert (Horvath et al., 1990).

Delftia acidovorans MC1 (MC1) ist ein bewegliches, gramnegatives Stibchen mit einer Lin-
ge von 3-12 pm und einem Durchmesser von 0,7-1 pm. Es ist in der Lage, die Herbizide
(R,S)-DP und (R,S)-MCPP produktiv zu verwerten; er wichst prototroph auf den Herbiziden
und zeigt zudem einen signifikanten MCPA- und 2,4-D-Umsatz. Im Genom von MC1 konn-
ten die codierenden Gene (#/dB, tfdC, tfdD) fir die Enzyme des modifizierten ortho-Weges
nachgewiesen werden, welche plasmidal codiert sind. Untersuchungen mit #/d4-spezifischen
Sonden zeigten dagegen kein Signal (Miiller et al., 2001).

Bei Rhodoferax sp. P230 (P230) handelt es sich um einen gramnegatives, bewegliches, stiib-
chenformiges Bakterium. Der Stamm P230 ist in der Lage, sowohl (R,S)-DP und
(R,S)-MCPP als auch 2,4-D und MCPA zu verwerten. Prototrophes Wachstum mit Phenoxy-
alkanoaten als einzige Kohlenstoff und Energiequelle ist dagegen nicht méglich. Es werden
unterschiedliche Vitamine (Thiamin, Biotin), besser noch Hefeextrakt fiir ein optimales
Wachstum benétigt. Im Genom von P230 konnten die Gene (#/dA, tfdB, tfdC, tfdD) der degra-
dativen Enzyme des ortho-Weges nachgewiesen werden (Miiller et al., 2001).

Sphingobium herbicidovorans MH (MH) weist ebenfalls eine Stdbchenform auf (Linge 1,0-
2,1 pm; Durchmesser 0,4-0,7 pm) und ist in der Gram-Farbung negativ. Es ist ein unbewegli-
ches, gelb pigmentiertes Bakterium. Der Stamm ist in der Lage, auf den Phenoxypropionaten
und -acetaten zu wachsen, kann aber auch Phenoxybutyrate verwerten (Horvath et al., 1990).
Auch im Genom von MH konnten die Gene #/dB, fdC und #/dD nachgewiesen werden (Zip-
per et al., 1996).

2.2 Kultivierung

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Geri-
te zur Kultivierung inklusive Zubehor und alle Nahrmedien wurden 20 Minuten im Autoklav
bei 121°C und 1,1 kPa sterilisiert. Herbizide wurden steril filtriert (Porenweite der Filter:
0,2 pm).

11



Material und Methoden Mikroorganismen und Kultivierung

2.2.1 Medien

e Spurensalzlosung: 71,2 mg/l MgSO, - 7 H,0; 0,615 mg/l MnSOy - 1 H20; 0,44 mg/l
ZnS0Oy - 7 Hy0; 0,785 mg/l CuSO; - 5 H;0; 49,8 mg/l FeSO, - 7 H,0; 0,252 mg/l
Na;MoQ;, - 2 H,O; pH-Wert mit IN H,SO, auf < 1,5 einstellen

e Mineralsalzmedium: 1/10 Spurenelementlésung (v/v); 1,523 g/l NH4Cl; 0,6805 g/l
KH,PO,; 0,8709 g/1 K;HPO4; 0,011 g/l CaCl, - 6 H2O; pH 8

e Selektivagar: 2 g/l OXOID®-Agar; 50 % Mineralsalzmedium in Wasser; 0,4 g/l
(R,S)-DP; pH 8,5

e PYE-Medium: 3 g/l Bacto®-Pepton; 3 g/l Hefeextrakt; 1,802 g/ Fructose; pH 8,5

o PYE-Agar: PYE-Medium; 1,8 g/l Bacto®-Agar; pH 8,5

o Substrat: 20 g/l (R,S)-DP in 0,1 M NaOH

e LB-Medium: 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/l NaCl; pH 7,0

2.2.2 Batch-Kultivierung
Die Bakterienstimme MCI1, P230 und MH wurden im Batch-Verfahren in 0,5 | Kulturen in

1 1 Erlenmeyerkolben rangezogen. Angeimpft wurden die Kolben jeweils mit etwa zehn Bak-
terienkolonien, die zuvor auf Selektivagar mit (R,S)-DP als cinziger Kohlenstoff- und Ener-
giequelle angezogen wurden. Kultiviert wurde iiber Nacht in PYE-Medium, bei 30°C unter
aeroben Bedingungen auf einer Schiittelbank (Swip SM 25 DIGI, Edmund Biihler, BRD) mit
einer Frequenz von 155 rpm. Anschlieffend wurden zur Induktion von Enzymen des
(R.S)-DP-Abbauweges 100 mg/l (R,S)-DP zugegeben. Der Abbau des Herbizides wurde mit-
tels HPLC-Analyse (sieche Abschnitt 2.8.2) kontrolliert und die Kultur nach vollstdndigem
Abbau der Herbizide geerntet oder im Falle von MC1 als Inokulum fiir eine anschliefende
Fed-Batch-Kultivierung eingesetzt. Die Reinheit der Kultur wurde durch Ausstriche auf PYE-
Agar-Platten gepriift.

2.2.3 Batch-Kultivierung genetisch veranderter Mikroorganismen
Die Vorkultur genetisch verdnderter Mikroorganismen wurde iiber Nacht in LB-Medium

(0,05 g/l Ampicillin) (30°C, 180 rpm) im 300 ml-Mafstab angezogen. Mit diesen Bakterien
wurde die Hauptkultur (LB-Medium + 0,1 g/l Ampicillin) mit einer QD4 = 0,1 angeimpft
und bei 27°C und 220 rpm inkubiert. Das Wachstum der Kultur wurde fortwihrend tiber die
optische Dichte verfolgt. Bei einer OD7p = 0,5 wurden zur Induktion der Proteinsynthese des
zu liberexprimierenden Enzyms 2 ng/l Anhydrotetracyclinhydrochlorid zugesetzt. Nach drei

Stunden wurden die Zellen geerntet.
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2.2.4 Fed-Batch-Kultivierung
Die Fed-Batch-Kultivierung der Hauptkultur erfolgte in einem Fermenter (INFORS AG,

Bottmingen, Schweiz, Typ ALGU 503) im 17 1 MaBstab unter sterilen Bedingungen. Ange-
impft wurde mit 2 | der Vorkultur in 15 1 Mineralsalzmedium. Die Kultivierung erfolgte bei
30°C, pH 8 und 800 rpm. Die Bakterienkultur wurde mit 1,5 I/h Luft beliiftet. Die Spurenele-
mentldsung wurde stindig mit einer Flussrate von 0,77 ml/h zugegeben. Die Schaumbildung
wurde bei Bedarf durch Zugabe von Entschiumer (5%ige Silikon-Antischaum-Emulsion)
unterdriickt. Der Biomassezuwachs sowie der Substratverbrauch wurden verfolgt, so dass der
Zufluss des Substrates fortwihrend dem Wachstum der Bakterien angepasst werden konnte.
Ab dem vierten Tag der Kultivierung wurden tiglich 8 | Bakteriensuspension geerntet und der
Fermenter anschlieBend mit Mineralsalzmedium wieder auf 17 1 aufgefiillt. Die Reinheit der

Kultur wurde téaglich durch Ausstriche auf PYE-Agar-Platten kontrolliert.

2.3 Enzymreinigung

2.3.1 Zellernte und Zellaufschluss

Die Emte der Zellen erfolgte durch 15-miniitige Zentrifugation (Hettich Sepatech Varifuge
20RS, BRD) der Zellsuspension bei 4°C und 8875xg. Die Zellen wurden dreimal mit
Tris/HCl-Puffer (10 mM, pH 7,5) gewaschen und anschlieBend zur Lagerung bei -20°C im
gleichen Puffer aliquotiert eingefroren.

Der Zellaufschluss erfolgte mit Hilfe der French-Pressure Cell Press Technik (American In-
strument Company, Silver Spring, Maryland, USA) in Tris/HCI Puffer (10 mM, pH 7,5). Die
optische Dichte der Zellsuspension bei 700 nm betrug zwischen 80 und 140. Die Desintegra-
tion erfolgte iiber drei Passagen bei einem angelegten Druck von 20000 psi (1379 bar). An-
schlieend wurde der Extrakt 25 min bei 4°C und 20000xg zentrifugiert (ZK 380, Berthold
Hermle GmbH & Co—Zentrifugen, Gosheim, BRD). Der Uberstand stellt den Rohextrakt dar.

2.3.2 Reinigung der nativen Enzyme

2.3.2.1 Protaminsulfat- und Ammoniumsulfat-Fillung

Dem aus dem Zellaufschluss gewonnenen Rohextrakt wurde 1%ige Protaminsulfatldsung
(pH 7) bis zu einer Konzentration von 0,15% zugesetzt und unter stindigem Riihren 20 min
bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurden die gefillten Bestandteile durch Zentrifugation (4°C,
20 min, 20000xg, ZK 380, Hermle, Gosheim, BRD) von der ldslichen Fraktion abgetrennt.
Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand einer fraktionierten Ammoniumsulfatfillung

unterzogen. Dazu wurde unter stindigem Riihren bei 4°C festes Ammoniumsulfat bis zu einer
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Konzentration von 1,25 M zugegeben. Nach 20 min wurde das ausgefallene Protein abzentri-
fugiert (4°C, 20 min, 20000xg, ZK 380, Hermle, Gosheim, BRD) und verworfen. Dem Uber-
stand wurde wiederum festes Ammoniumsulfat zugesetzt, bis eine Konzentration von 2,5 M
erreicht wurde. Das nach Zentrifugation erhaltene Pellet wurde in konzentrierter Form in
Tris/HCl-Puffer (10 mM, pH 7.5) aufgenommen und einer Entsalzung unterzogen (siche
2.4.1).

2.3.2.2 Ionenaustausch-Chromatographie

Die sdulenchromatographischen Reinigungen erfolgten an dem GradiFrac System (Amersham
Pharmacia Biotech, Schweden) mit der Pumpe P1 (LKB-Pumpe P-1, Pharmacia LKB, Uppsa-
la, Schweden), dem Fraktionssammler (Gradi-Frac-Fraktionssammler, Pharmacia LKB, Upp-
sala, Schweden) und dem UV-Detektor UV-1. Alle Reinigungsschritte wurden bei 4°C durch-
gefiihrt.

2.3.2.2.1 an Source300

Die lonenaustauschchromatographie erfolgte an einer Source30Q Séule (& 2,5 cm, Linge
14 cm, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, BRD). Die Sidule wurde mit
Tris/HCI-Puffer (10 mM, pH 7,5) equilibriert. Nach dem Probenauftrag wurde das nicht ge-
bundene Protein mit dem gleichen Puffer abgewaschen. Eluiert wurde das SdpAmc mit einem
linearen Gradienten von 0-0,15 M NaCl in Tris/HCI-Puffer (10 mM, pH 7,5) in einem Ge-
samtvolumen von 240 ml. Es wurden Fraktionen zu 8 ml gesammelt. Das RdpApmc) wurde mit
einem Gradienten von 0,15-0,4 M NaCl in Tris/HCI (10 mM, pH 7,5) in einem Gesamtvolu-
men von 320 ml eluiert. Auch hier betrug die FraktionsgroBe 8 ml. Der Gradient wurde mit
Hilfe eines Gradientenmischers generiert. Als Puffer kamen Tris/HCI-Puffer (10 mM, pH 7,5)
und 1 M NaCl in Tris/HCI-Puffer (10 mM, pH 7,5) zum Einsatz. Die Flussrate betrug
1 ml/min. Die Fraktionen wurden auf Enzymaktivitit und Proteingehalt untersucht. Regene-
riert wurde die Sdule durch Waschen mit 1 M NaCl in Tris/HCI (10 mM, pH 7.5) und Equi-
librierung mit Tris/HCI-Puffer (10 mM, pH 7,5).

2.3.2.2.2 an PBEY4

Die Enzyme aus MH und P230 wurden einer Aufreinigung an dem Anionenaustauscher
PBE94 (80 ml Bettvolumen, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, BRD) unterzo-
gen. Das Sédulenmaterial wurde zundchst mit Tris/HCl-Puffer (10 mM, pH 7,5) equilibriert
und nach Probenauftrag mit 0,1 M NaCl in Tris/HCI (10 mM, pH 7,5) gewaschen. Das Prote-
in wurde mit einem NaCl-Gradienten von 0,10-0,35 M NaCl in Tris/HCI-Puffer (10 mM,
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pH 7.5) in einem Gesamtvolumen von 800 ml eluiert. Die Flussrate betrug 1 ml/min, es wur-

den 8 ml-Fraktionen gesammelt.

2.3.2.3 Hydrophobe Chromatographie
Die hydrophobe Chromatographie erfolgte an einer Butyl-Sepharose-Siule (Amersham Bios-

ciences Europe GmbH, Freiburg, BRD) mit einem Bettvolumen von 20 ml. Die Siule wurde
fiir die Reinigung der Enzyme mit der jeweiligen Konzentration Ammoniumsulfat in
Tris/HCl-Puffer (10 mM, pH 7,5) equilibriert. Eluiert wurde das Protein mit den in Tabelle 1
aufgefiihrten Gradienten. Der Gradient wurde aus den Puffern 1,5 M (NH;4),SO, in Tris/HCI
(10 mM, pH 7,5) und Tris/HCI (10 mM, pH 7,5) gemischt. Es wurden 8 ml-Fraktionen ge-
sammelt, die auf Enzymaktivitit und Proteingehalt untersucht wurden. Die Flussrate betrug

1 ml/min.

Tabelle 1: Elutionsbedingungen fiir die (S)- und (R)-spezifischen Enzyme der Stimme MC1, MH und
P230 an Butyl-Sepharose

Enzym Ammoniumsulfatgradient
RdpAwc 1,07-0,35 M in 480 ml
RdpAwn 1,125-0,45 M in 480 ml
deApz_m 1,07-0,3 M in 240 ml
SdpAwci 0,3-0 M in 300 ml

SdpAmu 1,125-0,45 M in 480 ml
SdpApase-1 0,975-0 M in 360 ml
SdpApgm-z 0,975-0 in 360 ml

2.3.2.4 Priparative Gelelektrophorese
Die Separation der isomeren Enzymformen des SdpAwc, und des RdpAyc; erfolgte mittels

priparativer Elektrophorese mit der Prep Cell (Modell 491) von Bio-Rad (Miinchen, BRD).
Kombiniert wurde das Gerét mit einem UV-Detektor (Modell EM-1), einem Fraktionssamm-
ler (Modell 2110), einem Flachbettschreiber (Model 1327) und einer Econo-Pumpe (Modell
EP-1), ebenfalls von der Firma Bio-Rad (Miinchen, BRD).

2.3.2.4.1 Trennung der RdpAyci-Enzymformen
Die Auftrennung der nativen RdpAmci-Enzymformen erfolgte im kontinuierlichen nativen

Elektrophoresesystem. Bei dieser Methode muss auf die Vorteile eines Sammelgels verzichtet
werden, daher ist es wichtig, die Proteinprobe so konzentriert wie moglich auf das Gel aufzu-
bringen. Es wurde das Imidazol/HEPES-Puffersystem (pH 7,4) genutzt. In Tabelle 2 ist die
Zusammensetzung der Puffer und des Gels dargestellt. Die Abmessungen des Gels sowie die
Laufbedingungen sind der Tabelle 3 zu entnehmen. Die Elution der Enzyme erfolgte mit
Tris/HCI-Puffer (10 mM, pH 7,5) und einer Geschwindigkeit von 0,5 ml/min. Es wurden

3 ml-Fraktionen gesammelt.
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Tabelle 2: Zusammensetzung der Gele und Puffer der kontinuierlichen Elektrophorese

Gel 5% T/2,6%C
8,6 mM Imidazol, 7 mM HEPES, pH 7,4
Puffer Laufpuffer Probenpuffer
4.3 mM Imidazol

43 mM Imidazol 3,5 mM HEPES

35 mM HEPES pH 7.4
pH 7.4 40% Glycerin (v/v)

0,02% Bromphenolblau (w/v)

2.3.2.4.2 Trennung der SdpAyci-Enzymformen
Die priparative Trennung der SdpAmci-Enzymformen erfolgte in einem diskontinuierlichem

nativen Acrylamidgel unter Verwendung des Tris/Glycin-Puffersystems nach Laemmli et al.
(1970). Es wurde der native Probenpuffer der Firma Invitrogen genutzt. Das Protein wurde
mit Tris/HCI (10 mM, pH 7,5) und einer Geschwindigkeit von 0,5 ml/min eluiert und in 3 ml

Fraktionen aufgefangen. Die gesamte Priparation erfolgte bei einer Temperatur von 4°C.

Tabelle 3: Trennbedingungen der SdpAyc,-Enzymformen mittels priparativer Elektrophorese

Sammelgel 4% T/2%C
Sammelgelhihe 1,5cm

Trenngel 6% T/2%C
Trenngelhohe 10,3 em
Gelrohrengrolie 37 mm ID
Probenmenge 18,5 mg SdpAmc, HIC
Laufbedingungen 200 V konstant
Laufzeit ca. 48 h

2.3.3 Reinigung der rekombinanten Enzyme RdpAyci-rec und SdpApycs-
rec

2.3.3.1 Affinitdtschromatographie

Mittels der Affinitdtschromatographie ist es moglich, markierte Proteine in einer Einschritt-
reinigungsprozedur in hochreiner Form darzustellen. Diese Methode wurde in der vorliegen-
den Arbeit dazu verwendet, die liberexprimierten Enzyme SdpAwmci-rec und RdpAwmc-rec,
welche N-terminal um eine Strep-tag(Il) Sequenz (NH,-WSHPQFEK-COOH, Schmidt et al.,
1996) verldngert wurden, aufzureinigen. Als Siulenmaterial wurde Strep-Tactin Superflow
(10 ml) (Voss und Skerra, 1997) der Firma IBA (Géttingen, BRD) genutzt. Das Chroma-
tographiematerial wurde zunédchst mit Tris/HCI (100 mM, pH 8,0) equilibriert. Nach dem
Probenauftrag wurde das nicht spezifisch gebundene Protein mit dem gleichen Puffer mit ei-
ner Flussrate von 1 ml/min eluiert. Anschlielend wurde die Sdule mit Tris/HCl-Puffer
(100 mM, pH 8,0) + 500 mM NaCl gewaschen. Die Elution der rekombinanten Proteine er-
folgte mit 2,5 mM Desthiobiotin in Tris/HCI (100 mM, pH 8,0). Es wurden Fraktionen zu
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10 ml gesammelt. Zur Regeneration des Sdulenmaterials wurde | mM HABA in Tris/HCI
(100 mM, pH 8,0) verwendet.

2.3.3.2 Abspaltung der Strep-tag(11)-Sequenz
Zur Abspaltung der Strep-tag(Il)-Sequenz wurde das Eluat der Affinitdtsreinigung mittels

Vivaspin 20 (MWCO 30000) in Tris/HCI-Puffer (50 mM, pH 8,0) + 100 mM NaCl + 1 mM
CaCl umgepuffert (siche 2.4.2). Pro mg Fusionsprotein wurden 50 pg des proteolytischen
Enzyms Faktor Xa (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, BRD) zugesetzt. Die
Spaltung erfolgte tiber 18 h bei 13°C. Nicht gespaltenes Protein sowie die abgespaltenen
Strep-tag(Il)-Sequenzen wurden durch eine Passage tiber die Affinititssidule mit Strep-Tactin

abgetrennt.

2.4 Aufkonzentrieren, Umpuffern und Entsalzen

2.4.1 Saulenchromatographisch mittel Gelfiltration

Die Entsalzung der Proteinlésung erfolgte mit Hilfe der Grofienausschlusschromatographie an
einer HiPrep ™26/10 Desalting-Siule (Sephadex® G-25 Fine, Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg, BRD). Equilibriert wurde die Sdule mit dem Laufpuffer Tris/HCI1 (10 mM,
pH 7,5). Die Probe wurde mit einer Geschwindigkeit von 3 ml/min aufgetragen und mit dem
Laufpuffer in gleicher Geschwindigkeit eluiert. Es wurden Fraktionen von 10 ml Grife ge-

sammelt. Die Fraktionen wurden auf Leitfahigkeit (2.8.5) und Proteingehalt (2.8.1) gepriift.

2.4.2 Ultrafiltration

Die Entsalzung, Aufkonzentrierung und Umpufferung von Proteinldsungen wurde bei gerin-
gen Proteinmengen mittels Ultrafiltration erreicht. Hierzu wurden Vivaspineinheiten der Fir-
ma Vivascience (Hannover, BRD) unterschiedlichen Fassungsvermégens und einer Aus-
schlussgréfie von 10 oder 30 kD verwendet. Die Ultrafiltration erfolgte mittels Zentrifugation
im Swingout-Rotor bei 3000xg und 10°C (ZK 380, Hermle, Gosheim, BRD). Das Protein

wurde mit reichlichen Mengen des jeweilig benétigten Puffers gewaschen.

2.5 Proteinbiochemische Untersuchungen

2.5.1 Saulenchromatographische Bestimmung der Molmasse

Die Molmasse (MM) der nativen Enzyme wurde mittels GréBenausschlusschromatographie
an der Bio-Sil™ SEC-250 Siule (300 mmx7,8 mm von Bio-Rad, Miinchen, BRD) bestimmt.
Die Erstellung der Eichkurve erfolgte mit einem Standard, der fiinf Komponenten enthielt:

Thyroglobin 670 kD, Bovin gamma globin 158 kD, Chicken ovalbumin 44 kD, Equine my-
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oglobin 17 kD, Vitamin Bi12 1,35 kD. Als Laufpuffer wurde 0,05 M NaH>PO4/Na;HPO4
(pH 6,8) mit 0,15 M NaCl verwendet. Die Gelfiltration erfolgte an einer HPLC-Anlage (Shi-
madzu, Kyoto, Japan) bei 23°C, einem Druck von 70 bar und einer Flussrate von 1 ml/min. Es
wurden 20 pl Probe auf die Sdule aufgetragen. Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

Die Bestimmung der MM von Monomeren der untersuchten Enzyme erfolgte nach Denaturie-
rung der Proteine. Dazu wurde 1% SDS (w/v) zum Protein gegeben und der Ansatz einer
10-miniitigen Inkubation bei 95°C unterzogen. Dem Laufpuffer wurde 0,5% SDS (w/v) zuge-

setzt.

2.5.2 Bestimmung der Anzahl funktionell aktiver Zentren

Die Fraktion des funktionell aktiven Enzyms in den einzelnen Enzympriparaten wurde iiber
die Bindung von «-KG ermittelt. Dabei wurde angenommen, dass die Bindung hoch spezi-
fisch am aktiven Zentrum erfolgt. Dazu wurde das Enzym mit einer adéiquaten Menge von
a-Ketoglutarat in entgastem Tris/HCI (10 mM, pH 7,5) fiir 15 min bei 30°C unter Stickstoff-
Atmosphére und stindigem Schiitteln im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, BRD) inku-
biert. Anschlielend wurde das Protein durch Ultrafiltration mittels Vivaspin 2 (Polyethersul-
fon, MWCO 30000, Vivascience, Hannover, BRD) bei 10°C und 3000xg (Hermle Tischzent-
rifuge) von der a-Ketoglutaratlsung getrennt. Nicht gebundenes a-Ketoglutarat wurde

chromatographisch bestimmt (siehe 2.5.2).

2.5.3 Gelelektrophoretische Methoden

2.5.3.1 SDS-PAGE
Die SDS-gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine zur Reinheitskontrolle erfolgte unter

nicht reduzierenden Bedingungen in einem 12%ige Acrylamidgel. Es wurden pro Spur 1-2 pg

Protein in Probenpuffer aufgetragen. Die Stromstirke betrug 10 mA/Gel.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Gele und Puffer der SDS-Gelelektrophorese

Gel Trenngel Sammelgel
12% T/2,67% C 4% T/2,67% C
Tris/HCL (0,375 M, pH 8,8) Tris/HCI (0,125 M, pH 6,8)
0,1% SDS (w/v) 0,1% SDS (w/v)
0,05% APS (w/v) 0,05% APS (w/v)
10 pl Temed 10 pl Temed
Puffer Laufpuffer Probenpuffer
2,0 ml Glycerol
2.9 g/l Tris 0,5 ml 1% Bromphenolblau (w/v)
14,4 g/l Glycin 2,5ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
1,0 g/l SDS 4,0 ml 10% SDS (w/v)
mit Wasser auf 10 ml auffiillen
Standard: Mark 12™ Wide Range Protein Standard (Novex, San Diego, USA) Myosin 200 kD;

B-Galactosidase 116,3 kD; Phosphorylase B 97.4 kD; Rinderserumalbumin 66,3 kD; Glutamatdehydrogenase
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55,4 kD; Laktatdehydrogenase 36,5 kD; Carboanhydrase 31 kD; Trypsininhibitor 21,5 kD; Lysozym 14.4 kD;
Aprotinin 6 kD; Insulin-p-Kette 3,5 kD; Insulin-a-Kette 2,5 kD

2.5.3.2 Native Gelelektrophorese

2.5.3.2.1 Kontinuierliche Gelelektrophorese
Die Auftrennung der nativen RdpA-Enzymformen erfolgte im Minigel, wie in 2.3.2.4.1 be-

schrieben.

2.5.3.2.2 Diskontinuierliche Gelelektrophorese
Um das SdpA nativ aufzutrennen, wurde das Tris/Glycin-Puffersystem benutzt. Es wurden

6% T/2% C-ige Gele verwendet. Die Zusammensetzung der Gele und Puffer ist in Tabelle 4
dargestellt. SDS wurde in diesem Fall weggelassen. Die Laufbedingungen wurden nicht ver-

dndert.

Standard: High molecular weight calibration kit (Amersham Pharmacia, Freiburg, BRD), Thyroglobin
667 kD; Ferritin 440 kD; Katalase 232 kD; Laktatdehydrogenase 66 kD

2.5.3.3 Peptid-Gelelektrophorese
Die Peptid-Gelelektrophorese wurde, wie von Schigger und Jagow (1987) beschrieben im

Tris/Tricin-Puffer durchgefiihrt (Tabelle 5). Die Stromstirke betrug fiir 0,5 h zunichst
10 mA/Gel und wurde dann fiir 4 h auf 20 mA/Gel erhoht.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Gels und der Puffer fiir die Peptidelektrophorese

Gel Sammelgel wpacer®-Gel Trenngel
4% T /3% C 9,6% T/3% C - M‘:}% /T}?Cf’ CH i
0,75 M Tris/HCI, pH 8,45 | 1 M Tris/HCI, pH 8,45 ¥ g G“f ot fv Yy
0,25% SDS (w/v) 1% SDS (w/v) 0 80"/ gDS (i)
0,01% APS (w/v) 0,01% APS (w/v) 2270 ki

0,01% APS (w/v)

0, 0
0,001% TEMED (v/v) 0,001% TEMED (v/v) 0,001% TEMED (v/v)
Puffer Anoden-Puffer Kathodenpuffer Proben-Puffer
0,05 M Tris/HCI, pH 6,8
o1 T et
0,2 M Tris/HC, pH 8,9 0,1 M Tricine R M

4% SDS (w/v)
0,1% Coomassie-Brillant-
blauG250 (w/v)

0,1% SDS (w/v)

Standard: Ultra low range standard (Sigma, BRD), Triosephosphatisomerase 26,6 kD; Myoglobin 17
kD; a-Lactalbumin 14,2 kD; Aprotinin 6,5 kD; Insulin-p-Kette 3,5 kD; Bradykinin 1,06 kD

2.5.3.4 2D-Gelelektrophorese

Die isoelektrische Fokussierung wurde in der /PG Phore Electrophorese-Einheit von Phar-
macia (Uppsala, Schweden) durchgefiihrt, die anschlieBende SDS-PAGE in der Hoefer Dalt
Elektrophorese-Einheit (Pharmacia, Uppsala, Schweden). Die Gele wurden im Geldir Dryer
(Bio-Rad, Miinchen, BRD) getrocknet.
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2.5.3.4.1 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung
Die entsalzten Proben fiir die 2D-Gelelktrophorese wurden zunéchst mit 10% TCA behandelt

und das gefillte Protein 3mal mit Aceton gewaschen. Anschliefend wurde das Protein in
80 pl Probenpuffer aufgenommen und 10 min unter stindigem Schitteln inkubiert
(1400 rpm). Nach Zugabe von 320 ml IEF-Puffer (Tabelle 6) und 5 min Inkubation wurden
die unldslichen Bestandteile abzentrifugiert (30 min, 10000xg, 20°C). Es wurden 350 pl des
Uberstandes pro DryStrip aufgetragen und anschlieBend mit 2 ml DryStrip Cover Fluid iiber-

schichtet.
Tabelle 6: Pufferzusammensetzung und Laufbedingungen fiir die IEF
Puffer Probenpuffer IEF-Puffer
600 mg Harnstoff
250 pl [EF-Puffer 800 pl. dest. Wanser
5 mg CHAPS 25 pl Triton X-100
2,5 ul Bromphenolblau (1mg/ml) 65 plING-Burtr g 3-10
? (Pharmacia)
3,5 mg DTT
Laufbedingungen Schritt U [V] t [h] Vh
Rehydratisierung 0 10 0
1 500 0,01 2,5
analytisch 2 500 1 500
3 8000 5 21250
4 8000 10 80000
Rehydratisierung 0 10 0
l 500 0,01 2,5
priparativ 2 500 10 5000
3 8000 5 21250
4 8000 25 200000

Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden die DryStrips mit Wasser gespiilt und dann
15 min in 2 ml Reduktionspuffer (50 mM Tris/HCI, pH 8,8, 6M Harnstoff, 30% Glycerol
(v/v), 4% SDS (w/v), 2% DTE (w/v)) equilibriert. Im Anschluss wurden die DryStrips 15 min
in 2 ml Modifizierungspuffer (50 mM Tris/HCI, pH 8,8, 6M Harnstoff, 30% Glycerol (v/v),
4% SDS (w/v), 2,5% lodacetamid (w/v), eine Spatelspitze Bromphenolblau) inkubiert.

2.5.3.4.2 Zweite Dimension: SDS-PAGE
Die Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension erfolgte in einem grofien 12%igen

SDS-Gel. Die Zusammensetzung des Gels und der Puffer entspricht den Angaben in Tabel-
le 4. Der Lauf erfolgte bei 100 V (16-20 h) unter stindiger Kiihlung durch einen externen

Thermostaten bei 12°C.
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2.5.3.5 Western-Blot
Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel 5 min in Wasser gewaschen und anschlieBend

10-15 min in 10 mM CAPS/NaOH-Puffer (pH 11) equilibriert. Die PVDF-Membran (Bio-
Rad, USA) wurde zuniichst in reinem Methanol gut befeuchtet, durch Wasserzugabe wurde
der Methanolgehalt langsém verringert und anschliefend wurde die Membran in
CAPS/NaOH-Puffer mit 20% Methanol (v/v) equilibriert. Ebenso wurde ein Stiick Filterpa-
pier behandelt. Ein weiteres Stiick Filterpapier wurde in CAPS/NaOH mit 5% Methanol (v/v)
getrdnkt. Anschlieend wurden die Komponenten sandwichartig von der Anode zur Kathode
wie folgt geschichtet: Filterpapier (5% Methanol (v/v)), Gel, PVDF-Membran, Filterpapier
(20% Methanol (v/v). Der Proteintransfer erfolgte als sogenannter semidry-blot in einer Trans
Blot Semi-Dry Cell (Bio-Rad, USA) fiir 2 h bei 2 mA/cm®. Im Anschluss wurde die Membran

mit Coomassie gefirbt (siehe 2.5.4.2) und getrocknet.

2.5.4 Farben, Scannen und Auswerten

2.54.1 Silber-Fiarbung

Tabelle 7: Protokoll zur Herstellung und Durchfiihrung der modifizierten Silberfirbung nach Blum et al.
(1987)

Losung Herstellung Firbezeit

Fixierer 50% Methanol (v/v), 10% Essigsdure (v/v) in Wasser lh

Waschlosung I 30% Ethanol (v/v) in Wasser 3 % 20 min

Thiosulfatlosung 2.5 ml 1%ige Natriumthiosulfatlgsung mit Wasser auf 250 ml auf- I s
fiillen

Wasser - 3x20 s

Imprignierer 25 ml 2%ige Silbernitratlésung und 100 pl 37%ige Formaldehyd- 20 min
16sung mit Wasser auf 250 ml auffiillen

Wasser - 2x2 min

Entwickler 15 g Na;CO; in Wasser losen, 60 pl 37%ige Formaldehydlgsung,
100 pl 1%ige Thiosulfatlosung zugeben und mit Wasser auf 250 ml  5-20 min
auffiillen (erst kurz vor der Verwendung herstellen)

Wasser - 1,5 min
Stopper 50% Methanol (v/v), 10% Essigsdure (v/v) in Wasser 10 min
Preservelosung  12% Glycerin (v/v) in Wasser 20 min

2.5.4.2 Coomassie-Firbung
Die Gele wurden fiir 15 min in der Firbelosung (9% Eisessig (v/v), 45% Methanol (v/v),

0,2% Coomassie-Brillantblau G250 (w/v) in Wasser) inkubiert und anschlieBend durch Schiit-
teln in der Entfirbelosung (7,5% Eisessig (v/v), 5% Methanol (v/v) in Wasser) aufbereitet.

Die Entférbelosung wurde dabei mehrmals gewechselt.
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2.5.4.3 Kolloidale Coomassie-Firbung
Die Gele wurden iiber Nacht in der Firbelosung (1,6% ortho-Phosphorsidure (v/v), 20% Me-

thanol (v/v), 0,6 M Ammoniumsulfat, 0,08% Coomassie Brilliantblau G250) (w/v) in Wasser)
geschwenkt. AnschlieBend wurde der Hintergrund durch mehrmaliges Waschen mit Wasser

wieder entfarbt.

2.5.4.4 Scannen und Auswerten
Getrocknete Gele und Blot-Membranen wurden mit cinem Flachbettscanner (Powerlook

2000, Umax) eingescannt. Die erhaltenen Bitmap-Dateien wurden fiir die weitere Verarbei-
tung mit Bildauswertungssoftware im TIF-Dateiformat gespeichert. Die in der Software Ma-
gicScan 4.1 genutzten Einstellungen sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Einstellungen der Software MagicScan 4.1 bei der Bildaufnahme mit dem Flachbettscanner
(Powerlook 2000, Umax)

Einstellung Silber-/Coomassie-Firbung Western Blots

Vorlage Durchsicht Aufsicht
Betriebsart Graustufen/ Echtfarben Graustufen
Auflésung 200 dpi 200 dpi
Entrastern aus aus
Filter ohne Filter ohne Filter
Lichter 0 Auto
Schatten 255 Auto
Gamma 1 Auto

2.5.5 Enzymatischer und chemischer Verdau von Proteinen
Die proteolytische Spaltung der Proteine erfolgte nach dem Protokoll von Shevchenko et al.

(1996), modifiziert nach Kinter und Sherman (2000).

Tabelle 9: Arbeitsschritte zur Durchfithrung der enzymatischen und chemischen Spaltung von Proteinen
im Gel

Schritt Durchfiihrung Zeit
1 200 pl 50% Methanol (v/v), 5% Essigsiure (v/v), 45% dest. Wasser (v/v),
- " 3x3h
schiitteln, Uberstand verwerfen
2 200 pl Acetonitril, schiitteln, Uberstand verwerfen 5 min
3 Vakuumzentrifugation 5 min
4 30 pl 10 mM 1,4-Dithioerythritol in 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat, :
5 - 30 min
schiitteln, Uberstand verwerfen
5 30 pl 100 mM lodacetamid in 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat, schiit- .
- 30 min
teln, Uberstand verwerfen
6 200 pl Acetonitril, schiitteln, Uberstand verwerfen 5 min
7 200 pl 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat, schiitteln, Uberstand verwer- 10 min
fen
8 200 pl Acetonitril, schiitteln, Uberstand verwerfen 5 min
9 Vakuumzentrifugation 5 min
10 a Gelstiick mit Enzymlasung* ' tiberschichten, 37°C tiber Nacht
10b 30 pl BNPS-Skatollgsung (500 pg in 500 ul 75%ige Essigsiure), 47°C lh
11 + 30 pl 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat, schiitteln, Uberstand sammeln 10 min
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12 30 ul Extraktionspuffer, schiitteln, Uberstand sammeln 2x 10 min
13 Vakuumzentrifugation bis zur Trockene

*'N-terminale Sequenzierung: 2,5 pg LysC/50 ul 25 mM Tris/HCI pH 8,5; 1 mM EDTA; 0,05% SDS
**MS-Analyse: 0,1 pg Trypsin/pl Ammoniumcarbonatlésung (100 mM)

*3MS-Ana]yse: 0,05 pg AspN/pul Ammoniumcarbonatlésung (100 mM)

N-terminale Sequenzierung: BNPS: 3-Bromo-3-methyl-2-(2-nitrophenylmercapto)-3H-indol (Sigma, BRD)
Extraktionspuffer: 10 ml Acetonitril, 5 ml dest. Wasser, 1,176 ml 85%ige Ameisensiure

2.5.6 N-terminale Sequenzierung von Proteinen und Datenbankrecher-
che

Die N-terminale Sequenzierung von Proteinen erfolgte instrumentalisiert nach dem Prinzip
des Edman-Abbaus. Nach dem Blotten der Proteine auf eine PVDF-Membran wurden diese
ausgeschnitten und direkt auf der Membran fixiert im Proteinsequenzer (Applied Biosystems
Procise 491 cLC) analysiert.

Zur Einordnung der Proteine in bestehende Enzymklassen wurde eine Datenbanksuche mit
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/), die auf bakterielle Proteine beschriinkt wurde,
durchgefiihrt. Zur Suche wurde die Matrix Blosum62 verwendet.

Zum direkten Vergleich von Proteinen wurde das Programm MultAlign
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html), das auf der Basis des multiple sequence

hierarchical clustering (Corpet, 1988) basiert, genutzt.

2.5.7 Massenspektrometrische Methoden

2.5.7.1 Identifizierung von Proteinen

Zur Identifizierung von Proteinen wurden diese zunichst im Gel tryptisch verdaut (2.5.5).
Anschlieffend wurden die Peptidgemische mittels Ziptip (Millipore, Billerica, USA) entsalzt.
Das Auftragen auf die MALDI-Matrize/Target/Platte erfolgte durch Elution der Peptide aus
der Gel-Matrix mit 2 pl einer Lésung aus Acetonitril (60% (v/v)), TFA (0,1% (v/v)) und
CHCA (10 mg/ml) in Wasser. Die Proteinidentifizierung wurde mittels des ,,AP (atmospheric
pressure)-MALDI/TRAP XCT* von Agilent Technologies durchgefiihrt. Mit diesem Gerit ist
es unter Einsatz einer Ionenfalle auch méglich, MS-MS-Spektren aufzunehmen. Die Auswer-
tung erfolgte mit der Trap Software 4.2 SR1 Data Analysis v2.2 (Bruker Daltonik GmbH,
Leipzig, BRD). Mit den erhaltenen Daten wurde dann zur Zuordnung von Peptiden eine Da-

tenbanksuche mit MASCOT (www.matrixscience.com, (Perkins et al., 1999) durchgefiihrt.

2.5.7.2 Untersuchung von Modifizierungen
Die Untersuchungen zu posttranskriptionalen Modifizierungen erfolgten nach tryptischer In-

Gel-Spaltung der Monomere mittels MALDI-TOF-TOF (MS/MS) Analysen mit dem 4700
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Proteomics Analyzer (Applied Biosystems) und ESI-qQ-TOF (MS/MS)-Analysen am Gerit
QStar Pulsar von PE Sciex (Applied Biosystems).

2.5.8 Internet-Links
http://www._expasy.org/cgi-bin/protparam  Ermittlung physikochemischer Eigenschaften

aus der Primérstruktur
http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html Alignment von Primérstrukturen
auf der Basis von Aminosiure-Ahnlichkeiten
http://i.moltalk.org/ Alignment von Primérstrukturen auf der Basis
bekannter Sekundirstrukturen
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ Datenbank zur Suche nach Sequenzhomologien
zu bekannten Proteinen und Genen
http://www.matrixscience.com/search_form select.html Datenbank zur Suche nach bekann-
ten Peptidmassen-Fingerprints von Proteinen und

MS/MS-Ionen

2.6 Enzymkinetische Untersuchungen

2.6.1 Bestimmung der Phenoxyalkanoat-Spaltungsaktivitat

Der Enzymtest umfasst zwei Schritte, erstens die Spaltungsreaktion und zweitens die Indika-
torreaktion. Bei der Spaltung lduft folgende Reaktion ab:
2.4-DP + a-Ketoglutarat + O, —_— DCP + CO; + Succinat + Pyruvat
In der Indikatorreaktion wird das entstandene DCP durch die Reduktion von
4-Aminoantipyrin (Emerson, 1943 und 1948) im Alkalischen und der daraus folgenden Bil-
dung eines roten Antipyrin-Farbstoffes nachgewiesen. Die Aktivitdt des Enzyms wurde mit
dem Spektrophotometer (U-2000 Spektrophotometer, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) durch Mes-
sung der 4-Aminoantipyrin-Reduktion bei einer Wellenldnge von A = 510 nm bestimmt (Fu-
kumori und Hausinger, 1993b).
Inkubationsansatz (IKA): 10 mM Imidazol/ HCI (pH 6,0)
1 mM Substrat
1 mM a-Ketoglutarat
200 pM Ascorbinsiure
200 uM Ammoniumeisen-(II)-sulfat

x pl Enzymlosung
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Die Inkubation erfolgte fiir 5 min bei 30°C (RdpA) oder bei 25°C (SdpA) unter stindigem
Schiitteln in einem Thermomixer (Thermomixer Comfort 5355, Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg, BRD). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl 20 mM EDTA-LGsung
abgestoppt. Die Farbreaktion erfolgte im Testansatz nach der Modifikation von Fukumori und
Hausinger (1993a).
Testansatz: 1 ml IKA
100 pl Borsdure-KCl-NaOH-Puffer (pH10)

10 pl 2%iges 4-Aminoantipyrin

10 ul 8%iges Kaliumhexacyanoferrat-(I1I)
Nach 5 min Reaktion wurde die Extinktion bei A = 510 nm (U-2000 Spektrophotometer, Hi-
tachi Ltd., Tokyo, Japan) bestimmt.
Zur Ermittlung kinetischer Daten wurde der zeitliche Verlauf der Produktbildung durch das
Abstoppen von vier IKA innerhalb von zwei Minuten ermittelt. Es wurden Enzymaktivititen
zwischen 2 und 5 mU eingesetzt. Die Enzymkonzentration wurde so gewihlt, dass die ermit-
telten Umsatzraten zwischen 1 und 14 nmol/min lagen. In diesem Geschwindigkeitsbereich
und dem Zeitfenster von zwei Minuten konnte eine steady state-Kinetik gewéhrleistet werden.

Es wurden lineare Kurvenziige mit einem R* > 0,99 erhalten.

2.6.2 Ermittlung der Extinktionskoeffizienten von DCP und MCP
Die Ermittlung der Extinktionskoeffizienten erfolgte durch die Variation der DCP- und MCP-

Konzentrationen im Inkubationsansatz der Enzymbestimmungsmethode. Dieser enthielt bis
auf das Enzym alle Komponenten des Inkubationsansatzes (siche 2.6.1). Die Extinktion wur-
de bei 510 nm gemessen und der Extinktionskoeffizient aus dem Anstieg der Geraden

Esip = f{(cDCP bzw. MCP) bestimmt.

2.6.3 Auswertung der ermittelten Daten
Die kinetische Auswertung erfolgte iiber die linearisierenden Verfahren nach Lineweaver und

Burk, Hanes sowie Eadie und Hofstee. Da es bei diesen Verfahren zu einer Messfehlerverzer-

rung kommt, wurden die Messwerte nach folgenden Kriterien gewichtet:

1 4
Lineweaver-Burk:  xi = 1/Csubstrats yi= /v, Wi =V
i — = / s 4/ 2
Hanes: Xi = Csubstrat, Yi = CSubstrat/ Vi Wi = Vi /CSubstrat
: _ 4 2
Eadie-Hofstee : X; = Vi/Csubstrats Yi= Vi Wi = Vi + Csubstrat
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Z(W.‘x;Yf )* Z W= Z (W;J’.‘ )* Z(wixi )
Z(W:'x;z )* Z Wy = (Z WX, )2
Gleichung 2: Gleichung zur Berechnung des gewichteten Anstiegs der Regressionsgeraden
2 wy,) 2 (wx,)
X S

Gleichung 3: Gleichung zur Berechnung des gewichteten Abschnitts der Regressionsgeraden

Anstieg =

Abschnitt = — Anstieg *

Ebenfalls wurde eine Auswertung der Daten iiber nichtlineare Regression durchgefiihrt. Dabei
wurden die Messwerte mit Hilfe von SigmaPlot 8 zum einen in die Michaelis-Menten-

Gleichung (4) und zum anderen in die Hill-Gleichung (5) gefittet.

Vs *[5] Vs *[5]
a) pr s L b) y=
Ku +18] K, +[1+E§]]*[S]

i

Gleichung 4: Michaelis-Menten-Gleichung a) ohne und b) mit Substratiiberschusshemmung
Vinss *[S]

2 +(1 +%J*[s]"

i

§ . yo—mmlto b) v=

Gleichung 5: Hill-Gleichung a) ohne und b) mit Substratiiberschusshemmung

2.7 Gentechnische Arbeiten

2.7.1 Nahrmedien fiir gentechnische Arbeiten
e LB-Medium: 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/l NaCl; pH auf 7,0 einstellen

e Selektivagar: LB-Medium; 15 g/l Agar; 0,1 g/l Ampicillin; 0,004% X-Gal in DMF;
0,2 g/l IPTG

e SOC-Medium: 5 g/l Hefeextrakt; 20 g/l Trypton; 0,6 g/l NaCl; 0,2 g/l KCl; 0,203 g/l
MgCl; - 6 H,O; 0,246 g/l MgSQOs - 7 H20; 0,02 M Glucose; pH auf 7,0 einstellen

2.7.2 Isolation von Nukleinsduren

2.7.2.1 Priparation von genomischer DNA

Die genomische DNA von Bakterien wurde durch Hitze-Desintegration der Zellen erhalten.
Dazu wurden die Zellen in sterilem Wasser suspendiert und 10 min in einem 100°C Wasser-
bad belassen. Die Zellfragmente wurden abzentrifugiert (15 min, 15000xg, 4°C). Im Uber-

stand ist sowohl die genomische als auch die plasmidale DNA enthalten.
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2.7.2.2 Priparation von plasmidaler DNA
Zur Isolation der Plasmide wurden das Invisorb™ Spin Plasmid Mini Kit (Invitek GmbH, Ber-

lin) und das Quiagen Midi-Priparation Kit (Qiagen, Hilden) eingesetzt. Die Priparation er-

folgte entsprechend den Angaben des Herstellers.

2.7.3 Ableitung von Primern fiir die Gene rdpAnci und sdpApci
Die spezifischen Primerpaare flir die Gene sdpA und rdpA wurden aus ihren Nukleinsiure-

Sequenzen (Schleinitz et al., 2004) abgeleitet. Die Primerpaare wurden so generiert, dass die
kompletten Gene amplifiziert werden. Gleichzeitig wurden den Primemn Sequenzen fiir die
Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen Eco311 (GGTCTC) und Bpil (GAAGAC) zuge-

fiigt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Primersequenzen der Gene rdpAwc; und sdpAyc:

Primer-Bezeichnung Sequenz

IBA7RS, rdpA forward 5 -ATGGTAGGTCTCAGCGCATGCATGCTGCACTGTCCCCC-3”
IBA7Rr, rdpA reverse 5" -ATGGTAGGTCTCATATCAGCGCGCCGGGCGCACGCC-3 7
IBAT7S{, sdpA forward 5 -ATGGTAGRAGACAAGCGCATGCAGACGACGCTGCAGATC-3’
IBA7Sr, sdpA reverse 5" -ATGGTAGAAGACAATATCACACCAGGGCGGCGCCCTCG-3”

Die iiber die Primer eingefiihrten Erkennungsstellen fiir die Restriktionsendonukleasen Eco311 bzw. Bpil sind
markiert.

2.7.4 PCR-Reaktion zur Amplifizierung der rdpAmcs- und sdpAyci-Gene
Die Gene rdpAuyc; und sdpA e, wurden mit speziellen Primern (siehe 2.7.3) durch PCR aus

dem Genom von Delftia acidovorans MC1 amplifiziert. Um eine geringe Fehlerrate bei der
DNA-Synthese zu gewdhrleisten und eine TA-Klonierung der Produkte zu ermdglichten,
wurden das Expand Long Template PCR-System (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) mit
einer Proof-reading-DNA-Polymerase eingesetzt.

Die PCR-Reaktion wurde im 20 pl-Ansatz mit dem Multicycler PTC-200 (Biozym Diagnos-
tik GmbH, Hess. Oldendorf) durchgefiihrt. Als template wurde 4 pl genomische oder plasmi-
dale DNA, je 10 pmol Primer, 0,175 pM dNTP-Mix, 1 U Polymerase in | xPCR-Puffer einge-

setzt. Die PCR wurde unter den in Tabelle 11 spezifizierten Bedingungen durchgefiihrt.

Tabelle 11: PCR-Programm zur Amplifizierung der Gene rdpAyc; und sdpAyc, es wurden 14 Zyklen unter
Nutzung des Programmschrittes Elongation 1 und 16 Zyklen unter Verwendung von Elongation 2 durchgefiihrt

Programmschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 96°C 3 min
Denaturierung 94°C 10s
Anlagerung der Primer 55°C 30s
Elongation 1 68°C 45s
Elongation 2 68°C 45 s + 5 s/Zyklus
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Die Kontrolle der PCR-Amplifikate erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung im Agaro-
segel (1,5% in TAE: 0,02 M TrisBase, 0,01 M Eisessig, 0,5 mM EDTA) bei einer Spannung
von 100 V.

2.7.5 Ligation der Gene rdpAycs und sdpApycy mit dem pGEMT-Vektor
Die erhaltenen PCR-Produkte wurden direkt unter Nutzung der iiberhdngenden 3°-A-Enden

mit dem pGEMT"-Vektor-System (Promega, Madison, USA) entsprechend den Angaben des
Herstellers kloniert. Die Ligation von Vektor- und Insert-DNA erfolgte bei 14°C (iber Nacht
in einem 10 pl Ansatz. Der Ansatz enthielt Insert-DNA und Vektor-DNA im Verhiltnis 1:2,
sowie 1 U T4-DNA-Ligase (New England Biolabs GmbH, Schwalbach) in 1xLigasepuffer.

2.7.6 Ligation der Gene rdpAycs und sdpAycq mit dem pASK-IBA7-Vektor
Zur Expression der Gene wurde das Plasmid pASK-IBA7 (IBA GmbH, Géttingen) benutzt. In

diesem Vektor stehen die Gene unter Kontrolle des starken fet4-Promotors (Skerra, 1994), der
eine effizient regulierbare Expression durch Induktion mittels Anhydrotetracyclin erméglicht.
Durch die Verwendung von pASK-IBA7 wird eine Strep-tag(Il)-Sequenz, welche durch die
Spaltung mit der Protease Faktor Xa nach Reinigung des Proteins wieder entfernt werden
kann, N-terminal an das Protein synthetisiert.

Die Ligation erfolgte mit dem Eco31l-geschnittenen Vektor pASK-IBA7 und dem mittels
Bpil aus dem Vektor pGEMT geschnittenen Gen nach der Vorschrift siehe 2.7.5.

2.7.7 Ubertragung der DNA durch Transformation

2.7.7.1 Transformation
Zur Transformation wurden 100 pl einer Suspension des Stammes E. coli (Topl0F-Zellen,

Quiagen) mit 2 pl der ligierten Plasmid-DNA (siehe 2.7.6) vermischt. Die Probe wurde
30 min auf Eis gelagert, der Hitzeschock zur Aufnahme der DNA erfolgte fiir 2 min bei 42°C.
Im Anschluss wurden die Zellen zur Auspriagung der vektorcodierten Antibiotika-Resistenz
60 min bei 37°C in LB-Medium inkubiert, bevor sie auf Selektivagar ausplattiert und {iber
Nacht bei 37°C inkubiert wurden.

2.7.7.2 Elektrotransformation

Die Elektroporation wurde mit dem Easyject Plus Elektroporator (peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen) durchgefiihrt. Die Anwendung erfolgte entsprechend den Informationen des
Herstellers. Es wurde der Stamm Rosetta(DE3)pLysS (Novagene, Madison, USA) verwen-
det.
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Die zur Elektroporation eingesetzte ligierte DNA wurde zunichst nach Marusyk und Sergeant
(1980) iiber Mikrodialyse entsalzt, die Herstellung elektrokompetenter Zellen erfolgte nach
Nickoloff (1995).

Fiir die Elektroporation wurden 40 pl der elektrokompetenten Zellen und 1 ul DNA einge-
setzt. Die Elektroporation erfolgte in einer 2 mm-Kiivette (peqlab Biotechnologie GmbH)
entsprechend dem Elektroporationsbericht (Eurogentec, 1995) bei eciner Spannung von
2500 V, einer Kapazitit von 40 pF, einem Widerstand von 125 Q und einem Impuls von
5 ms. Sofort nach der Transformation erfolgte die Zugabe von 1 ml SOC-Medium (2.7.1) zur

Suspension. Danach wurde das Zellmaterial fiir 60 min bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

2.7.8 Selektion rekombinanter Klone

Nach der Transformation wurden die Zellen auf Selektivagar ausplattiert und iiber Nacht bei

37°C inkubiert. Die rekombinanten Klone wurden iiber blau/weif3-Selektion erfasst.

2.7.9 DNA-Sequenzierung
Die Kontroll-Sequenzierung erfolgte nach Sanger et al. (1977) und wurde unter Verwendung

des ABI Prism BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready reaction Kits (PE Applied Bio-

systems) durchgefiihrt.

Tabelle 12: PCR-Programm (25 Zyklen) und Primersequenzen zur Sequenzierung
Programmschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 96 °C 30s
Anlagerung der Primer 55°C 155
Elongation 60 °C 4 min
Primer Sequenz
M13 forward 5-GACCGGCAGCAAAAT-3"

M13 reverse 5-GTCCTTTGTCGATACTG-3"

Die Sequenzierungsreaktion erfolgte in einem 10 pl-Ansatz, der 2 pl BigDye™ Terminator
Ready Reaction Mix (PE Applied Biosystems), 4 pl denaturierte DNA (5 min bei 98°C),
10 pmol Primer, 2 pl 5xPuffer und 1 ul DMSO enthielt. Die Reaktion erfolgte im Multicycler
PTC 200 (Biozym Diagnostik GmbH) nach dem in Tabelle 12 aufgefiihrten Programm.

2.8 Analytik
2.8.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford (1976) anhand einer Eichkurve mit Rinderse-
rumalbumin als Referenzprotein. Die Proben wurden entsprechend mit Wasser verdiinnt und
dann im Verhiltnis 1:10 mit Bradfordreagenz versetzt. Nach genau 5 min Inkubation wurde

die Esos gemessen und anhand der Eichkurve die Proteinkonzentration errechnet.
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2.8.2 Bestimmung der Phenoxyalkanoat-Konzentration
Die Phenoxyalkanoate wurden mit HPLC-Analyse detektiert und mit Hilfe eines Standards

quantifiziert. Dazu wurden 20 ul der zu analysierenden Losung an einer Nucleosil-100-C18-
Chromatographie-Siule (250 mm x 4 mm, 5 pm Korngréfie (Knauer-Sdulentechnik, Berlin,
BRD)) aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde ein 40% (v/v) Acetonitril enthaltender Phosphat-
puffer (131,5 mM, pH 2,8) verwendet, mit dem die Probe mit einer Flussrate von 1 ml/min
kontinuierlich eluiert wurde. Detektiert wurden die Phenoxyalkansiduren bei A = 283 nm mit

einem Diodenarray-Detektor (Shimadzu, Duisburg, BRD).

2.8.3 Bestimmung der o-Ketoglutarat-Konzentration

Die a-Ketoglutaratkonzentration wurde in einer proteinfreien Losung mittels Ionenchroma-
tograph (DX-100) unter Verwendung der Supressor-Technik bestimmt. Die Ionen wurden am
Anionenaustauscher lonPacAS14 (Dionex) getrennt. Als Laufpufter diente Na,CO3/NaHCO;-
Puffer (5,2 mM, pH10), die Laufgeschwindigkeit betrug 2,5 ml/min. Die Ionen wurden an-
hand ihrer Leitfdhigkeit detektiert.

2.8.4 Bestimmung der optischen Dichte
Die optische Dichte (OD+qp) der Zellsuspension wurde am Spektrometer (U-2000 Spektrome-

ter, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) bei einer Wellenlinge von A = 700 nm gemessen. Die Bio-

oD
masse wurde nach folgender Formel berechnet:  Biomasse(g/1) = =,

Diese Gleichung gilt dabei nur fiir die Vorraussetzung, dass ODyy < 0,3. Bei Bedarf wurde

die Zellsuspension entsprechend mit Wasser verdiinnt.

2.8.5 Bestimmung von Leitfahigkeit, Sauerstoffkonzentration und
pH-Wert

Die Leitfihigkeit von Lésungen wurde mit Hilfe des Leitfihigkeitsmessgerites LF 96 (WTW

Microprocessor Conductivity Meter LF 96, 82362 Weilheim) gemessen. Anhand von Eich-

kurven konnte dann die Salzkonzentration in den wissrigen Losungen ermittelt werden.

Die Sauerstoffkonzentration wurde mit dem Messgerit Multi line P4 mit der Elektrode Oxi-

Cal®-SL (WTW, 82362 Weilheim) bestimmt.

Mittels des pH-Meters 765 Calimatic Knick (WTW, 82362 Weilheim) wurden die Protonen-

konzentrationen in den Puffern eingestellt.
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3 Ergebnisse
3.1 Enzymreinigung

3.1.1 Reinigung der Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus Delftia
acidovorans MC1

3.1.1.1 S#ulenchromatographische Enzymreinigung

Vor dem Einsatz der chromatographischen Trennmethoden wurden die Nukleinsiduren mittels
0,15%ger Protaminsulfat-Fallung aus dem Rohextrakt entfernt. Anschliefend konnte mit ei-
ner Ammoniumsulfat-Féllung ein Anreicherungsfaktor von 1,5 fiir die Herbizidspaltsaktivitit
erreicht werden. Dabei prizipitierten die Enzyme fiir die Spaltung von (R,S)-DP,
(R,S)-MCPP und 2,4-D in dem Konzentrationsbereich zwischen 1,0 und 2,5 M Ammonium-
sulfat fast vollstindig (Tabelle 13). Die Auftrennung des aus der Ammoniumsulfat-Fillung
resultierenden Proteingemisches am Anionenaustauscher Source30Q fiihrte zum Vorliegen
von zwei Phenoxyalkanoat-spaltenden Fraktionen mit enantioselektiven Eigenschaften beziig-

lich der Phenoxypropionate (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Elutionsprofil der Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus Delftia acidovorans MC1 an
Source300. (S)-DP (0), (S)-MCPP (=), 2.4-D (o), (R)-DP (A), (R)-MCPP (x), NaCl (gestrichelt)

Die Proteinfraktion, die bei 0,1 M NaCl von der Saule eluiert (SdpAmci), enthélt die Spal-
tungsaktivitit fur die (S)-Enantiomeren der Phenoxypropionate sowie etwa 90% der 2,4-D-
Spaltungsaktivitit. Bei einer Salzkonzentration von 0,2 M NaCl wird die zweite Enzymfrakti-
on (RdpAwmc)) von der Sidule gewaschen. Sie enthidlt das Enzym zur Metabolisierung der
(R)-Enantiomeren der Phenoxypropionate und daneben noch etwa 10% der Spaltungsaktivitit
fiir 2,4-D. An dem lonenaustauscher Source30Q konnte eine Anreicherung von rund 2.5 fiir
die Spaltungsaktivititen des RdpAwmc) und von 7,5 fiir das SdpAwmc erreicht werden. Bei die-

sem Reinigungsschritt gingen 40% bzw. 45% der Enzymaktivititen verloren.

31



Ergebnisse Enzymreinigung

Mittels hydrophober Chromatographie an Butyl-Sepharose konnte das Enzym SdpAwmc: (Elu-
tion zwischen 0,43 und 0,38 M (NH.);SO4; Abbildung 3A) auf das 38-fache und das Enzym
RdpAmci (Elution zwischen 0,85 und 0,8 M (NH4)>S04, Abbildung 3B) auf das 5,6-fache der
urspriinglichen spezifischen Aktivitit angereichert werden. Die Enzymausbeute lag fiir beide

Dioxygenasen bei 40% (Tabelle 13).
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Abbildung 3: Elutionsprofil des SdpAyc; (A) und RdpAyc, (B) an Butyl-Sepharose (5)-DP (0), (S)-MCPP
(=), 2,4-D (D), (R)-DP (A), (R)-MCPP (x), (NH,),SO, (gestrichelt)

Im Anschluss an die hydrophobe Chromatographie wurde das RdpAmc; mittels Grofienaus-
schluss-Chromatographie entsalzt und an dem Anionenaustauscher PBE94 gereinigt. Bei die-
sem Reinigungsschritt konnte nochmals eine Anreicherung des Enzyms um den Faktor 2 er-

reicht werden. Enzymaktivitit ging nicht verloren.
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Abbildung 4: Gelelektrophoret-i_s-che Darstellung der s:'iulenchromatog;;phischéﬁ Reinigung von SdpAyc,
und RdpAyci. A: SdpAyc 1: Rohextrakt, 2: Standard, 3: IEX (Source30Q), 4: HIC, B: RdpAwnc, 1: Standard,
2: Rohextrakt, 3: IEX (Source30Q), 4: HIC, 5: IEX (PBE?4)

In Abbildungen 4A+B sind die Anreicherungen der Dioxygenasen anhand der Auftrennung
der Prdparate im Acrylamidgel dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass das SdpAwmc)
nach der hydrophoben Chromatographie nahezu 100%ig rein ist. Fiir das RdpAwic: konnte
nach der Anionenaustausch-Chromatographie an PBE94 eine ausreichende Reinheit erzielt

werden.
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Tabelle 13: Dokumentation der Reinigung des SdpAvc; und RdpAyc, aus Delftia acidovorans MC1, die
Ermittlung der spezifischen Aktivitdten erfolgte unter Einsatz von | mM (R)-DP, (R)-MCPP, MCPA bzw. 2.4-D
oder 0,5 mM (S)-DP bzw. (S)-MCPP

rel. Prote- spez. Ak- Gesamt-  Anrei-

Re;t;;lgrlgtr;gs- Substrat  in-gehalt tivitit aktivitit cherung Auls'!;elme

[%] [U/mg] [U] [-fach] i

(R)-DP 0,238 156 1 100

(R)-MCPP 0,166 109 1 100

2,4-D 0,09 59 1 100

Rohextrakt ——,rop 4 100 0,128 83 ] 100

(S)-DP 0,158 103 1 100

(S)-MCPP 0,129 85 1 100

Ammonium- (R)-DP : 0,347 151 1,5 97
sulfat-Fil- 2,4-D 88 0,133 57 1.5 97
lung (S)-DP 0,221 100 1,4 97
IEX (R)-DP 0,584 91 25 58
RdpAwmci 2,4-D 24 0,067 10 0,7 18
(Source30Q)  (S)-DP - - - -
L (R)-DP 1,333 67 5,6 43
Rty 2,4-D 8 0,072 2 0,8 4
(S)-DP . : L i

IEX (R)-DP 2,803 62,4 11,8 40
RdpAwmci 2,4-D 3 0,421 1.8 4,7 3
(PBE94) (S)-DP 2 : . 2
IEX (R)-DP : 1 i N
‘SdpAmci 24D e 0586 6,5 4]
(Source300)  (S)-DP Fiilles 7.4 46
: (R)-DP ' t vad i m

. d‘s;im 24D 1 e 31 28
(S)-DP 6,064 3000 40

3.1.1.2 Gelelektrophoretische Trennung von Enzymformen

3.1.1.2.1 Separation der SdpAyc;-Enzymformen
Durch die sdulenchromatographische Reinigung des SdpApc; erhilt man bei hoher Anreiche-

rung ein offensichtlich reines Priaparat (Abbildung 4A). Ergebnisse aus weiteren analytischen
Verfahren (2D-, native Gelelektrophorese) zeigen aber, dass eine Auftrennung in multiple
Enzymformen moglich ist. So konnten im SdpAwc;-Préparat nach HIC bis zu drei Formen der
(S)-spezifischen Dioxygenase nachgewiesen werden (Abbildung 6A). Zwei der drei Enzym-
formen konnten mit Hilfe der préparativen Gelelektrophorese voneinander separiert werden.
In Abbildung 5 ist die Elution sowohl des Proteins als auch der Enzymaktivitit zu sehen. Man
kann deutlich die Auftrennung des HIC-Priparates in einen Proteinpeak mit Ausbildung einer
Schulter erkennen. Nach Analyse der gesammelten Fraktionen im analytischen nativen Gel
wurden die Fraktionen so vereinigt, dass zwei Priparate, in denen jeweils eines der nativen

Proteine stark angereichert vorliegt, gewonnen wurden (Abbildung 6A). Unter denaturieren-
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den Bedingungen erscheinen beide Priparate wieder als homogene Proteinbande bei 32 kD

(Abbildung 6B).
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Abbildung 5: Elutionsprofil der SdpAyci-Enzymformen aus dem préparativen Gel (S)-DP (0), (S)-MCPP
(=). 2,4-D multipliziert mit 2 (o), Protein (@), die Bereiche 11 und 12 kennzeichnen die vereinigten Fraktionen

Nach diesem Reinigungsschritt konnten nur noch 50% des eingesetzten Proteins wiederge-
funden werden, von dem etwa 18% der gereinigten Enzymform SdpAmci-I12 und 35% der
gereinigten Enzymform SdpAmci-I11 zugeordnet werden konnten. Damit liegt das Verhéltnis
von 12 zu I1 bei etwa 1:2. Von der Gesamtenzymaktivitit konnten ebenfalls nur 50% wieder-

gefunden werden (Tabelle 14).
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Abbildung 6: Kontrollgele der Separation der SdpAmc,-Enzymformen A: nativ 1: Standard, 2: SdpAaici-12,
3: SdpApici-11, 4: SdpAyc, (HIC), B: denaturierend 1: Standard, 2: SdpAyc;-I1, 3: SdpAmc-12, 4: SdpAuc:
(HIC)

Dabei ist die Spaltungsaktivitit fiir die untersuchten Herbizide gleichermalien verloren ge-
gangen. Eine weitere Anreicherung der Enzymaktivitit war durch diesen Reinigungsschritt
nicht mehr méglich. Die gereinigten Priparate wurden im Folgenden sowohl kinetisch als

auch proteinbiochemisch charakterisiert.
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Tabelle 14: Reinigungsprotokoll der SdpAwyc;-Enzymformen an der priparativen Elektrophorese, die
Ermittlung der spezifischen Aktivititen erfolgte unter Einsatz von 1 mM MCPA bzw. 2,4-D oder 0,5 mM (S)-
DP bzw. (S§)-MCPP

Enzympriiparat Herbizid Spezifische Aktivitiit Anreicherung Gesamtaktivitit

[U/mg] [fach] [%]
HIC

(S)-DP 7.96 1 100
(S)-MCPP 7,13 1 100
SdpAvci 2,4-D 4,45 1 100
MCPA 6.81 1 100

Priparative Elektrophorese
(S)-DP 10,76 1,35 15.7
] (S)-MCPP 9,85 1,38 13,5
SdpAmcr-11 2,4-D 4.49 1,01 14.6
MCPA 8,04 1,18 14,3
(S)-DP 6,60 0,83 74
] (S)-MCPP 6,61 0,93 5.0
SdpAmci-I2 2,4-D 3.93 0.88 77
MCPA 5.99 0,88 7.9

3.1.1.2.2 Separation der RdpAyc;-Enzymformen
Nach der klassischen Reinigung des RdpAwmc; mittels sdulenchromatographischer Techniken

erhilt man ein Enzympriparat, welches drei native Enzymformen der Dioxygenase enthilt
(Abbildung 8A). Wie beim SdpAwmc) wurde versucht, diese Enzymformen mittels préparativer
Elektrophorese voneinander zu trennen. Abbildung 7 zeigt das Elutionsprofil der Enzymakti-

vitidt und des Proteins aus dem Acrylamidgel.
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Abbildung 7: Elutionsprofil der RdpAyc,;-Enzymformen aus dem priiparativen Gel (R)-DP (A), (R)-MCPP
(x), 2,4-D (o), Protein (®), die Bereich I1, 12 und 13 markieren die vereinigten Fraktionen

Es ist ein mehrphasiger Verlauf in der Elution der Enzymaktivitit zu erkennen, der als An-
haltspunkt fiir die Vereinigung der Fraktionen zur Gewinnung der einzelnen Enzymformen
genutzt wurde. In Abbildung 8A sind die jeweiligen RdpAwmci-Préparate, die unter nativen
Bedingungen im Gel elektrophoretisch aufgetrennt wurden, zu sehen. Es wird deutlich, dass

es gelungen ist, die Enzymformen RdpAwmci-I1 und -I3 zumindest in angereicherter Form dar-
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zustellen, denn es sind immer noch Anteile der Enzymform I2 in beiden Préparaten vorhan-
den. Bei der zweiten Proteinbande in der Spur 2 (Praparat RdpAwmc)-13) handelt es sich um die
1,2-Catechol-Dioxygenase (Identifizierung mittels MS-Fingerprint), die unter den gewihlten
Bedingungen nicht quantitativ vom RdpAmc zu trennen war. Ein Anreicherungspriparat

RdpAwici-I12 konnte nicht gewonnen werden.
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Abbildung 8: Gelelektrophoretische Auftrennung der RdpA-Enzymformen im Acrylamidgel A: native
Bedingungen 1: Standard, 2: RdpAyc;-13. 3: RdpAwnc-12, 4: RdpAye-11, 5: RdpAye-IEX (PBEY4) B: dena-
turierend 1: RdpAyc:-13, 2: RdpAmc-12, 3: RdpAwci-I1, 4: RdpAwci-IEX (PBE94), 5: Standard

Bei den RdpAwci-Priparaten handelt es sich nicht um reine Enzyme. Neben den verschiede-
nen Enzymformen sind noch weitere Fremdproteine in den Fraktionen enthalten, wie die Auf-
trennung im SDS-Gel (Abbildung 8B) zeigt. Die priparative Elektrophorese brachte keine
weitere Anreicherung der RdpA-Spaltungsaktivititen (Tabelle 15). Es konnten 69% der En-
zymaktivitdt und des Proteins wiedergefunden werden, von denen 50% in den Priparaten

RdpApici-11 und -I3 vereinigt wurden.

Tabelle 15: Reinigungsprotokoll der RdpAyic;-Enzymformen an der priiparativen Elektrophorese
Spezifische Aktivitit Anreicherung Gesamtaktivitit

Enzympriparat Herbizid

[U/mg] [-fach] [%]
IEX (PBE94)

(R)-DP 2,80 1 100

(R)-MCPP 2,02 1 100

RdpAwci 2,4-D 0.42 I 100
MCPA 0,32 1 100

Priparative Elektrophorese

(R)-DP 2,99 1,01 214

(R)-MCPP 1,345 0,67 14,2

s 2,4-D 0,51 121 25,8
MCPA 0,40 1.25 26.5

(R)-DP 2,09 0,75 9,1

) (R)-MCPP 1,54 0,77 9.3
Repuer1d 2,4-D 0,42 I 12,1
MCPA 0,34 1.2 14,5
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3.1.2 Reinigung der Phenoxypropionat-spaltenden Enzyme aus Rhodofe-
rax sp. P230

Die Biomasse, die zur Gewinnung der Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus Rhodoferax
sp. P230 (P230) eingesetzt wurde, wurde durch Batch-Kultivierung erzeugt. Auf die Behand-
lung des Rohextraktes mit Protaminsulfat-Fillung sowie auf eine Ammoniumsulfat-Fillung
wurde in diesem Fall verzichtet, da durch diese beiden Schritte bereits bis zu 60% der

(S)-spezifischen Enzymaktivitit verloren gehen (Ruhland, 2003).
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Abbildung 9: Elutionsprofil der Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus P230 an PBE94 (S)-DP*10 (0),
(S)-MCPP*10 (—), 2.4-D (), (R)-DP (A), NaCl (gestrichelt)

Nach der Passage des Rohextraktes iiber den Ionenaustauscher PBE94 lagen drei Phenoxyal-
kanoat-spaltende Fraktionen vor (Ruhland, 2003), eine mit hoher (R)-spezifischer Aktivitit
(RdpAp230), die bei einer NaCl-Konzentration von 0,28 M von der Séule eluiert, und in der
Lage ist, sowohl die (R)-Enantiomere der Phenoxypropionate, als auch die Phenoxyacetate zu
spalten, und zwei Fraktionen mit (S)-spezifischer Aktivitit, von denen eine bei 0,23 M
(SdpApa30-1) und die andere bei einer NaCl-Konzentration von 0,29 M (SdpApaso-2) eluiert
(Abbildung 9). Die (S)-spezifischen Fraktionen enthalten die Spaltungsaktivititen fir die
(S)-Enantiomere der substituierten 2-Phenoxypropionate und, durch eine offensichtliche U-
berlagerung mit dem RdpApaso im Elutionsprofil, gewisse Anteile der Spaltungsaktivitit fiir
die Phenoxyacetate und (R)-Enantiomere der Phenoxypropionate (Tabelle 16, Abbil-
dung 11A). Die Trennung der Proteine am Ionenaustauscher ging mit einem Verlust von
(R)-spezifischer Spaltungsaktivitit von etwa 20% und von (S)-spezifischer Spaltungsaktivitiit
von 30% einher. Es konnte eine Anreicherung des RdpApy;p um das 17-fache und der
(S)-spezifischen Dioxygenasen um das 9-fache erreicht werden. Mit der sich anschlielenden
Reinigung an Butyl-Sepharose wurde eine weitere Anreicherung der Dioxygenasen aus P230

mdglich. Das RdpApasp eluiert bei einer Salzkonzentration von 0,73 M Ammoniumsulfat.
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Abbildung 10: Elutionsprofile der Enzyme aus P230 an Butyl-Sepharose A: RdpApsz0, B: (S)-spezifische
Enzyme, Substrat: (S)-DP 2.4-D (o), (R)-DP (A), SdpApase-1 (9), SdpApasg-2 (¢ ) (NH,)2SO4 (gestrichelt)

Es wurde - bei einem Aktivitdtsverlust von ca. 40% - auf das 50-fache der Aktivitit des Roh-
extraktes angereichert. Von der (S)-spezifischen Spaltungsaktivitit gehen an der hydrophoben

Chromatographiesiule 83% der aufgetragenen Aktivitit verloren. Dennoch ist bei diesem

Tabelle 16: Dokumentation der Reinigung der (S)- und (R)-spezifischen Dioxygenasen aus Rhodoferax sp.
P230 Die Ermittlung der spezifischen Aktivititen erfolgte unter Einsatz von | mM (R)-DP, (R)-MCPP, MCPA
bzw. 2,4-D oder 0,5 mM (S)-DP bzw. (S)-MCPP

rel. Protein- spez. Gesamt- Anrei-

Re'“‘hg‘.';gs' Substrat  gehalt  Aktivitat aktivitit cherung A“Stf/’e“te

sehri (%] [Umgl  [U]  [fach] 7

(R)-DP 0,161 136,5 1 100

(R)-MCPP 0,12 101,2 1 100

2,4-D 0,034 31,5 1 100

Rohextrakt — \rop g 100 0,036 334 1 100

(S)-DP 0,03 212 1 100

(S)-MCPP 0,05 41,5 1 100

1EX (R)-DP 2,843 11,3 17,6 82
RdpApzs 2,4-D 5 0,6 234 16,1 75
(PBE94) (S)-DP 0,027 1,1 1,1 5
- (R)-DP 8,369 825 52 60
RdpAess 2,4-D 12 1,856 18,3 50 58
(S)-DP : - - -
IEX (R)-DP i ;i i !
SdpApnu-l _2,4-D ] = = o T
(PBE94) (S)-DP 0,467 75 9.5 43
HIC e I i I I
SabALL Y 2,4-D 0,4 : i U !
(S)-DP 0,463 1.6 18,5 8

IEX (R)-DP R T 36 104 26
SdpApzz-2 2,4-D 3 0339 . 73 9,1 23
(PBE94)  (S)-DP 0252 | 54 10,1 26
HIC (R DE 7 7 i i
SdpAP230_2 2y4"'D 053 a i srbahenll b
(S)-DP 0,438 1 17,5 5
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Schritt noch eine Anreicherung erreicht worden; das SdpApssp-1 wurde auf das 19-fache und
das SdpAps3-2 auf das 25-fache des Rohextraktes angereichert. Die Enzympriparate enthal-
ten in dieser Reinigungsstufe noch erhebliche Mengen Fremdprotein, dennoch wurden keine
Reinigungsschritte durchgefiihrt, da ansonsten die Enzymausbeute fiir weiterfithrende Unter-
suchungen zu klein geworden wire. Abbildung 11A und Tabelle 16 dokumentieren den Rei-

nigungserfolg.
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Abbildung 11: Gelelektrophoretische Darstellung der saulenchromatographlschen Reinigung der Pheno-
xyalkanoat-spaltenden Enzyme aus A: P230 1: Rohextrakt, 2:IEX-SdpApao-1, 3: IEX-RdpApzg, 4: [EX-
SdpAp230-2, 5: Standard, 6: HIC-SdpApggg-l, 7: HIC-deApz;o, 8: HIC-SdpAngo-z B: MH (R.,S)—DP'iTlduZiert
1: Rohextrakt, 2: IEX-RdpApyy, 3: IEX-SdpAuy, 4: Standard, 5: HIC-RdpApy, 6: HIC-SdpAyy

Aus P230 konnten drei Phenoxyalkanoat-spaltende Enzyme gereinigt werden, ein
(R)-spezifisches Enzym mit Spaltungsaktivititen fiir die (R)-Enantiomeren der Phenoxypro-
pionate und fiir die Phenoxyacetate sowie zwei (S)-spezifische Enzyme, die jeweils nur die

(S)-Enantiomere des Dichlorprop und Mecoprop spalten.

3.1.3 Reinigung der Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus Sphingo-
bium herbicidovorans MH

Biomasse von Sphingobium herbicidovorans MH (MH), die mit unterschiedlichen Herbiziden
induziert wurde, zeigt beim Reinigungsschritt an PBE94 unterschiedliche Elutionsprofile fiir
die Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme. Werden die Herbizid-spaltenden Enzyme nach
Wachstum der MH-Zellen auf PYE (iiber Nacht) mit einem Gemisch aus (R,S)-DP/2,4-DB
(5:1) induziert, so erhilt man nach Auftrennung des Rohextraktes am Ionenaustauscher drei
Proteinfraktionen, die sich durch unterschiedliche Substratverwertungsspektren auszeichnen
(Abbildung 12A). Bei einer Salzkonzentration von 0,27 M NaCl eluiert zuerst eine Enzym-

fraktion vom Saulenmaterial, die sowohl die (S)-Enantiomere der 2-Phenoxypropionate, die
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Phenoxyacetate, als auch die Phenoxybutyrate spaltet. Dieses Enzym wird vom zweiten Akti-
vititspeak des Profils stark iiberlagert. Als zweites eluiert ein Enzym von der Sdule (0,28 M
NaCl), das neben den (R)-Enantiomeren der 2-Phenoxypropionate auch Phenoxyacetate als
Substrate akzeptiert: das RdpAyy. Nach dem RdpAwmy eluiert (0,3 M NaCl) wiederum ein
(S)-spezifisches Enzym (SdpAwn), welches die Herbizide (S)-DP und (S)-MCPP, aber auch
2,4-D und MCPA spaltet. Phenoxybutyrat wird von diesem Enzym nicht umgesetzt.

Konfrontiert man die MH-Zellen nur mit dem Herbizid (R,S)-DP, so kénnen am lonenaustau-

scher nur noch zwei Proteinspezies separiert werden. Die Proteinfraktion, welche unter
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Abbildung 12: Elutionsprofil der Phenoxyalkanoat-Spaltungsaktivititen aus MH an PBE9%4 A: (R.S)-
DP/2,4-DB-konfrontierte Zellen, B: (R,S)-DP-konfrontierte Zellen. (S)-DP (0), (S)-MCPP (=), 2,4-D (o),
(R)-DP (A), 2,4-DB (#), NaCl (gestrichelt)

anderem die Spaltungsaktivitiit fiir das 2,4-DB enthilt, kann in diesen Zellen nicht nachge-
wiesen werden. Da die Enzymaktivititen bei nur mit (R,S)-DP induzierten Proteinen deutlich
iiber denen von (R,S)-DP/2,4-DB induzierten liegen (Faktor 100) und aus den mit 2,4-DB-
konfrontierten Zellen nicht gentigend Enzym fiir kinetische und proteinbiochemische Unter-
suchungen gewonnen werden kann, wurde im folgenden nur mit den (R,S)-DP-induzierten
Proteinen weitergearbeitet.

An Butyl-Sepharose konnte hier eine weitere Anreicherung der (S)-und (R)-spezifischen En-
zyme erreicht werden. So konnte das RdpAmy in diesem Reinigungsschritt auf das 44-fache
des Rohextraktes angereichert werden. Bei der Reinigung gingen allerdings etwa 85% der
Enzymaktivitit verloren. Das (S)-spezifische Enzym wurde 11-fach angereichert; es gingen
iiber 90% der Spaltungsaktivitit verloren. Abbildung 11B zeigt die elektrophoretische Auf-
trennung der einzelnen Reinigungsschritte und veranschaulicht so den Reinigungserfolg. Das

Reinigungsprotokoll dieses Schrittes ist der Tabelle 17 zu entnehmen.
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Tabelle 17: Dokumentation der Reinigung der (S)- und (R)-spezifischen Dioxygenasen aus Sphingobium
herbicidovorans MH, die Ermittlung der spezifischen Aktivititen erfolgte unter Einsatz von 1 mM (R)-DP,
(R)-MCPP, MCPA bzw. 2.4-D oder 0,5 mM (S)-DP bzw. (S)-MCPP

Reini p rel.' spez. Gesamt- Anrei-
em:]grlftntgs— Substrat r:l:‘:::" Aktivitit  aktivitit  cherung Austl;eute
= o [Umg] U] [-fach] 7]
(R)-DP 0,04 33,99 1 100
(R)-MCPP 0,038 31,34 1 100
2,4-D 0,016 13,2 1 100
Rohextrakt —,/op 100 0,034 28,04 1 100
(S)-DP 0,135 111,34 1 100
(S)-MCPP 0,231 190,51 1 100
IEX (R)-DP 0,87 24,57 22 75
RdpAwn 2,4-D 3 0,851 2,40 5.3 18
(PBE94) (S)-DP 0,313 8,84 23 8
e (R)-DP 1,757 45 44 14
et 2,4-D 0,3 0,201 0,515 13 4
(S)-DP i ; I .
IEX (R)-DP T 0,163 5,97 4 18
SdpAmmu 2,4-D 4 0,112 4,10 7 31
(PBE94) (S)-DP 1,76 64,47 13 58
" (R-DP TP i : i
. ;;Ifw Ll D7 L 0iss i oo 53 3,74
! (S)-DP 1,532 g 8ol g 8

3.1.4 Reinigung der rekombinanten Enzyme RdpAycs-rec und SdpAycq-
rec

Die Reinigung der recombinanten Enzyme erfolgte an Strep-Tactin, einer Affinititsmatrix.
Die Enzyme konnten auf diese Weise in einer Einschrittprozedur bis zur Homogenitit ange-
reichert werden (Abbildung 13). Das RdpAmci-rec wurde 117-fach angereichert, das
SdpAwmci-rec 46-fach (Tabelle 18); bis zu 35% der eingesetzten Enzymaktivitit gingen
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Abbildung 13: Elektrophoretische Auftrennung der gereinigten rekombinanten Enzyme RdpAyc;-rec
und SdpAyc-rec unter denaturierenden Bedingungen. 1+4: Standard, 2: RdpAyc-rec-tag, 3: RdpAyc-rec,
5: SdpAmc)-rec-tag, 6: SdpAyc-rec
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verloren. Bei beiden Enzymen wurde eine Aktivititssteigerung durch die Abspaltung des
Strep-tag(1l) beobachtet. Die Ausbeute der Uberexprimierten Proteine RdpAci-rec und
SdpAmci-rec war allerdings nur gering. Im Falle des RdpAwmci-rec konnte im Rohextrakt des
Uberexpressionsstammes nur etwa die Hilfte der im Rohextrakt von MC1 gefundenen En-
zymaktivitit nachgewiesen werden. Fiir das SdpAwc-rec war sie doppelt so hoch wie im

Wildtyp.

Tabelle 18: Reinigungsprotokoll fiir die Gewinnung der recombinanten Enzyme RdpAy,-rec und
SdpAnci-ree

Fraktion Substiat spez. Akt. Anreicherung Ausbeute

[U/mg] [-fold] [%o]
(R)-DP 0,1061 1 100
Rohextrakt 2,4-D 0,011 1 100
R)-DP 9,368 93 2

RdpAmci-rec-tag (2)4_ D 1,015 92 50
(5)-DP 11,66 110 =

RdpAwci-rec 2,4-D 1087 117 65
(S)-DP 0,527 1 100
Rohextrakt 2,4-D 0,164 1 100

i 17

SdpAMCl-rec—tag (§)4f)DP 6’?3 | | 33 Hihm gg
I (S)-DP 2igy D o

SdPAMCI rec 2,4-D 7,591 46 64
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3.2 Proteinbiochemische Charakterisierung
3.2.1 Primarstruktur

3.2.1.1 Primirstrukturen der RdpA- und SdpA-Enzyme aus MC1, P230 und MH
Die Primérstrukturen der RdpA- und SdpA-Enzyme aus Delftia acidovorans MCI1, Rhodofe-

rax sp. P230 und Sphingobium herbicidovorans MH wurden aus den Sequenzdaten der betref-
fenden Gene hergeleitet. Um die Gene fassen zu konnen, wurden Primer aus den mittels Ed-
man-Abbau gewonnenen N-terminalen bzw. internen Aminosduresequenzen (Tabelle 19) ab-
geleitet'. Mit Hilfe der von den RdpAyici-Aminosiuresequenzen abgeleiteten Primern war es

moglich, das rdpA-Gen in Delftia acidovorans MC1 zu finden und zu sequenzieren.

Tabelle 19: Sequenzdaten des RdpA- und des SdpA-Enzyme (ermittelt mittels Edman-Abbau), die
N-Termini sind kursiv, unsichere Aminoséuren in Klammern dargestellt. Unterstrichene Aminosduren wurden
zur Primer-Herleitung genutzt

Protein Sequenz Primer
MHAALSPLSQRFERIAVQPLTGV

RdpA SIEGYPEVQMIRREANESGRVIGDDXHTXILX

PAMCL  ETI SPTMQATIEGLN 3-ACGTYCGNTGNTAICTYCC-5

NEILDAFHTYQVIYFPGQAITNEQHIAFSR 5-GCITTYCAYACNTAYCAGGT-3'

SdpAwcr MOTTLQITPTGATLGATVTGVHLAT 5-ATGCARACIACICTGCARATYC-3’

’ LGHVQQAGSAYT 3-GTACANGTYGTYCGNCC-5
- TIRRIR(Q)SPAFSIAPLNATFGAVVIGVXTA 5-GGNGCNGTNGTNACNGG-3’

TMALPLVVEAS

SdpArase-1 KSLLIG(N)(S)AHAIPG 5-GCNCAYGCNATHCCNGG-3
DAVLWNDR 5'-GAYGCNGTNYTNTGGGAYAA-3’

Identische rdpA-Gene konnten auf dieser Basis auch in den Stimmen Rhodoferax sp. P230
und Sphingobium herbicidovorans MH nachgewiesen werden. Flir das‘ RdpApa30 konnte die
Ubereinstimmung der Primérstruktur des Enzyms mit dem RdpAwmc) auch auf Proteinebene
mittels Spaltmustervergleichs nach tryptischem Verdau erbracht werden (Ruhland, 2003). Die
abgeleiteten Primer des SdpAwmc; ermdglichten gleichermallen die Sequenzierung des sdpA-
Gens in MC1. In MH und P230 konnten dagegen, anders als beim RdpA, keine identischen
sdpA-Gene gefunden werden. Das sdpA yy konnte unter Nutzung von Sequenzdaten von MC1
gefasst und sequenziert werden. Fiir P230 stehen der Nachweis und die Identifizierung der

Gene fiir die (S)-spezifischen Enzyme bislang noch aus (A. Gétz, personliche Mitteilung).

Y Aminosiuresequenzierung, 2D-Gelelektrophorese und Proteinidentifizierung mittels Massenspektrometrie
erfolgte in enger Zusammenarbeit mit Dr. D. Benndorf (UFZ, Leipzig). Das Enzympriparat SdpAp;;o-1 wurde
im Rahmen der Diplomarbeit von A. Gotz (UFZ, Leipzig) gewonnen. Die Primer sowie die Nukleinsdurese-
quenzen fiir die Enzyme aus MCI1 wurden von K.M. Schleinitz (UFZ, Leipzig) im Rahmen einer Promotion
erarbeitet. Die Primer des SdpApa;e-1 wurden von Dr. 8. Kleinsteuber (UFZ, Leipzig) entwickelt. Die Nuklein-
siluresequenzen der Dioxygenasen aus MH wurden von T.A. Miiller (EAWAG, Diibendorf) im Rahmen einer
Promotion ermittelt.
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Die Tabelle 20 fasst die aus den Nukleinsiuresequenzen abgeleiteten Primirstrukturen der

a-KG-abhingigen Phenoxypropionat-spaltenden Dioxygenasen zusammen.

Tabelle 20: Aminosiiuresequenzen der Phenoxypropionat-spaltenden Dioxygenasen' aus MC1, MH, P230

Protein Aminosiuresequenz
RdpAmc: | MHAALSPLSQ RFERIAVQPL TGVLGAEITG VDLREPLDDS TWNEILDAFH
(Q8KSDI) TYQVIYFPGQ AITNEQHIAF SRRFGPVDPV PLLKSIEGYP EVQMIRREAN
RdpAp;3 | ESGRVIGDDW HTDSTFLDAP PAAVVMRAID VPEHGGDTGF LSMYTAWETL
(Q8KSC9) SPTMQATIEG LNVVHSATRV FGSLYQAQNR RFSNTSVKVM DVDAGDRETV
RdpAwmn HPLVVTHPGS GRKGLYVNQV YCQRIEGMTD AESKPLLQFL YEHATREDET
(Q8KSCS) CRVRWKKDQV LVWDNLCTMH RAVPDYAGKF RYLTRTTVGG VRPAR
MQTTLQITPT GATLGATVTG VHLATLDDAG FAALHAAWLQ HALLIFPGQOH
LSNDQQITFA KRFGAIERIG GGDIVAISNV KADGTVRQHS PAEWDDMMEKV
SdPAMC1 IVGNMAWHAD STYMPVMAQG AVFSAEVVPA VGGRTCFADM RAAYDALDEA
(Q8KSD0) | TRALVHQRSA RHSLVYSQSK LGHVQQAGSA YIGYGMDTTA TPLRPLVKVH
PETGRPSLLI GRHAHATPGM DAAESERFLE GLVDWACQAP RVHAHQWAAG
DVVVWDNRCL LHRAEPWDFK LPRVMWHSRL AGRPETEGAA LV
MSPAFDIAPL DATFGAVVTG VKLADLDDAG WLDLQAAWLE YALLVEPDQH
LTREQQIAFA RRFGPLEFEM AAISNVRPDG SLRVESDNDD MMKILKGNMG
SdpAmu | WHADSTYMPV QAKGAVFSAE VVPSVGGQTG FADMRAAYDA LDEDLKARVE
(Q700X4) TLQARHSLHY SQSKLGHQTK AADGEYSGYG LHDGPVPLRP LVKIHPETGR
KSLLIGRHAH AIPGLEPAES ERLLQQLIDF ACQPPRIYHH DWAPGDAVLW
DNRCLLHQAT PWDMTQKRIM WHSRIAGDPA SETALAH
TIRRIR (Q)SPA FSIAPLNATF GAVVTGVXL A
GNMGWHADST YMPVQAK
SdpApiy-1 | AAYDALDEDL KAR
SdpApzs-2 | TMALPLVVEA S
KSLLIG (N)HAH AIPGLEPAES ERLLQQLID FACQPPRIY HHDWAPGDAV
LWDNR

3.2.1.2 Sequenzvergleiche und konservierte Regionen
Der Vergleich der Aminosiduresequenzen der Phenoxypropionat-spaltenden Enzyme mit be-

reits bekannten Sequenzen anderer a-Ketoglutarat-abhiangiger Dioxygenasen zeigt eine hohe
Ahnlichkeiten zu bekannten 2,4-Dichlorphenoxyacetat- (TfdA) und Taurin-Dioxygenasen
(TauD). So weist das RdpA eine Sequenzidentitit von 39% (55% Ahnlichkeit) mit TauD und
von 32% (47% Ahnlichkeit) mit TfdA aus Ralstonia eutropha JIMP134 auf. Sequenzverglei-
che mit dem SdpAwmc; zeigen eine 29%ige Identitit (47% Ahnlichkeit) zum TauD und eine
35%ge Identitit (50% Ahnlichkeit) zum TfdA aus dem Stamm JMP134. Die (S)-spezifische
Dioxygenase aus MH zeigt sowohl zum TauD als auch zum TfdA aus IMP134 eine 40%ige
Identitit (56% Ahnlichkeit). Ein Vergleich der bekannten Sequenzen der Phenoxypropionat-
spaltenden Dioxygenasen zueinander und zum TauD ist in Abbildung 15 zu sehen. RdpA ist
in seiner Primirstruktur zu nur etwa 28% identisch und zu nur 47% dhnlich mit den beiden
(S)-spezifischen Dioxygenasen aus MCI1 und MH, die zueinander wiederum nur zu 60% iden-
tisch und zu 70% #hnlich sind. Allen untersuchten Enzymen ist allerdings das Motiv H-X-D-
X136205-D-N-X4-H-X o-R gemeinsam, das Merkmal der Gruppe(Il) der a-KG-abhidngigen
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Dioxygenasen. Alle Aminosduren, die in TfdA und TauD zur Bindung des Fe(Il) und des
o-KG identifiziert wurden, finden sich auch in den RdpA- und SdpA-Proteinen aus MC1 und
MH als konservierte Regionen wieder. Die Aminosiuren, die zur Substratbindung in TauD
identifiziert wurden, sind dagegen in den bekannten RdpA- und SdpA-Sequenzen wenig bis
nicht konserviert. Die Primérstruktur des SdpApasg ist bislang nicht vollstindig bekannt, so

dass zu diesem Enzym keine Aussage gemacht werden kann.

3.2.2 Sekundarstruktur
Die Erkenntnisse zur Sekundérstruktur der untersuchten Enzyme beruhen auf dem Vergleich

der Primérstrukturen mit der Aminoséuresequenz des TauD unter Einbeziehung der 3D-
Struktur dieses Proteins. Fiir dieses Enzym ist die 3D-Struktur aus Réntgenkristallstrukturana-
lysen bekannt. Dies steht fiir die Enzyme RdpA und SdpA noch aus. Es ist jedoch bereits ge-
lungen das RdpAr. zu kristallisieren (in Kooperation mit Prof. N. Striter, BBZ, Leipzig)
(Abbildung 14).

Abbildung 14: Proteinkristall des RdpAyc,-ree, die Kristallisations-Bedingungen waren: Einsatz von 12%
Polyethylenglycol 3350 als Fillungsreagenz, pH 7,0, 19°C

In Abbildung 15 ist das Sekundédrstruktur-basierende Alignment der RdpA- und SdpA-
Enzyme der drei Stimme mit dem TauD aus E. coli zu sehen. Es ist zu entnehmen, dass sich
die Aminoséduresequenzen der Phenoxypropionat-spaltenden Enzyme gut mit der Primér- und
Sekundérstruktur des TauD decken. Viele der konservierten und fast alle der hoch konservier-
ten Aminosiuren der Proteine sind in den periodischen Elementen wie a-Helices und
B-Faltblittern zu finden. Die Aminosdureabschnitte mit geringerer Ubereinstimmung der Pri-
mérstrukturen, wo zur besseren Anpassung der Aminosduresequenz an die Sekundirstruktur
des TauD Liicken in diese eingeflihrt werden mussten, sind zumeist in den nichtperiodischen

Sekundirstruktur-Elementen (coils, turns) zu finden. Durch Modellierung der Aminoséure-
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TauD QFEQLYHBVI RHQVVEFLR 50
RdpA S TWNEILDEFH TYQVIYFP 60
SdpA-MC GFAALHAMWL QHALLIFP 50
SdpA-MH GWLDLOAMWL EYALLVFEFP 50
SdpA-P230
TaubD PVYPHAEGVD EIIVL--DTH ND------ NP ----PDNDN- a7
RdpA PLLKSIEGYP EVQMIRREAN ES------ GR ----VIGDD- 109
SdpA-MC1 IVAIS--NVK ADGTVRQHSP -—-—--AEWDDM 98
SdpA-MH GSLRV--ESD ND------ DM MKILKGNMG- 101
SdpA-P230 GNMG-
| 3
TauD 1 SYPFRQLLSG 148
RdpA V] SPTMQATIEG 160
SdpA'HCl DEATRALVHQ 158
SdpA-MH DEDLKARVET 152
SdpA-P230
¥
1 | =) =)

TauD LRAERDFRKS FP---EYKYR —-KTEEEHQRW REAVAKNPPL 204
deA LNVVRISATRY FGSLYQAQNR —-RFSNTSVKV MDVDAGDRET G 219
SdpA-MC1 RS SLVYS QS---KLGH- VQQAGSAYIG YGMDTTATP- 11 213
SdpA-MH LOARBISLEYS QS---KLGHQ -TKAADGEYS GYGLHDGPVPE 12 208
SdpA-P230 ™

s useas} L >
TauD SF MEFAHITKPEE QVRW Ph 262
RdpA OF WYEHATREDF TCRVREGKK 277
SdpA-MC EG DWACQAPR VHAH 272
SdpA-lﬁ'I 00 MIDFACQPPR IYEH B 265
SdpA-P230 00 WIDFACQPPR IYHHDAP
TauD ATMHRAT ILEDKPEYRA G 283
RdpA 295
SdpA-MC RPETEGA ALV 292
SdpA-MH DPASETA LAHT 289
SdpA-P230

Abbildung 15: Sekundiirstruktur-basierendes Alignment der Primiirstrukturen vom RdpA, SdpAyci,
SdpAnm und SdpAp:s-1 in Relation zur bekannten Sekundirstruktur des TauD, c-Helices sind als waage-
recht liegende, graue Zylinder, B-Faltblitter als graue Pfeile dargestellt. Hochkonservierte Aminosduren (100-
80%) sind schwarz, konservierte Aminoséuren (60-80%) grau unterlegt. Das Sequenzmotiv der Gruppe(Il) Dio-
xygenasen ist gelb hervorgehoben. Mit Sternchen markierte Aminoséuren sind im TauD an der Fe(1I)- und
«-KG-Bindung, mit Pfeil markierte Reste an der Taurinbindung (Substrat) beteiligt. Fiir die roten Tryptophan-
reste sind Oxydationen gefunden worden; fiir die blauen Aminosiurereste wurden Modifikationen nachgewie-

sen.
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sequenzen des RdpA und des SdpAwc; in die 3D-Struktur des TfdA und TauD konnte eine
sehr gute Ubereinstimmung der Sekundirstrukturen der Enzyme gezeigt werden (K.M.
Schleinitz, persénliche Mitteilung). Das Protein besteht danach aus 17 B-Faltblittern, von
denen 8 das jellyroll-Motiv bilden, und aus 6 o-Helices. Der Aminosiuresequenz-Abschnitt
Glu66-Val79 wurde im TauD als Substratbindetasche identifiziert. In diesem Bereich sind

wenige bis keine Homologien zu den Phenoxypropionat-spaltenden Enzymen zu finden.

3.2.3 Physikochemische Eigenschaften und Quartarstruktur

3.2.3.1 Enzyme aus Delftia acidovorans MC1
Das RdpAwc besteht aus 295 Aminoséuren, die aus der Primérstruktur errechnete Molmasse

des Enzyms betriigt 33,2 kD, der pl des Proteins ergibt sich zu 6,06. Die Molmasse des 292
Aminosiduren umfassenden SdpAmc; ist 32,7 kD, der pl wurde mit 6,45 berechnet.

3.2.3.1.1 Gelchromatographische Bestimmung der Molmasse
Die siulenchromatographische Auftrennung des SdpAyci-Priparates (HIC) an BioSil™ ist in

Abbildung 16 zu sehen. Unter nativen Bedingungen wird das im SDS-PAGE homogen er-
scheinende Enzympréparat in drei Proteinpeaks (63 kD, 23,7 kD, 4,5 kD) fraktioniert. Fiir das
23,7 kD-Protein konnte enzymatische Aktivitit nachgewiesen werden. Die Proteine der Peaks
1 und 3 lagen nur in sehr geringen Konzentrationen vor; fiir sie konnte keine katalytische Ak-
tivitdt gezeigt werden. Die Auftrennung der gleichen Enzymprobe unter denaturierenden Be-
dingungen zeigt ein dhnliches Bild. Wieder sind drei Proteinpeaks zu erkennen, deren Massen
sich jedoch aufgrund der verinderten Trennbedingungen leicht zu héheren Massen verscho-
ben haben. Am Elutionsprofil dndert die Anwesenheit von SDS jedoch nichts Grundsitzli-
ches. Als Ergebnis der Gelfiltration bleibt also festzuhalten: das SdpAwmc erscheint unter den
gewihlten Bedingungen zum iiberwiegenden Teil als monomeres Protein der Masse 23,7 kD.
Eine definitive Aussage iiber das Vorhandensein eines geringen Anteils eines Homodimers
der Masse 63 kD kann wegen der fehlenden Zuordnung von Enzymaktivitit zu diesem Prote-
inpeak nicht gemacht werden. Da Fremd-Proteine in der SDS-gelelektrophoretischen Auf-
trennung dieser Proteinpriparation nicht vorhanden waren (Abbildung 4A), ist die Zuordnung
des 63 kD-Peaks zu einem Dimer jedoch eher wahrscheinlich. Durch die gelchromatographi-
sche Trennung der Proteine des RdpAwci-Préiparates unter nativen Bedingungen konnten drei
Peaks voneinander separiert werden, von denen nur dem Protein mit der Masse 108 kD kata-

Iytische Aktivitit zugeordnet werden konnte. Die Proteine der Massen 162 kD und 5,9 kD
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Abbildung 16: Elutionsprofile des (S)- und (R)-spezifischen Priparates an BioSilTM (Gelfiltration) unter
nativen sowie denaturierenden (1% SDS) und reduzierenden (1% Mercaptoethanol) Bedingungen A: SdpAycy,
nativ: 1: 63 kD; 2: 23,7 kD; 3: 4,5 kD; denaturierend: a: 72 kD; b: 33 kD; c: 5,6 kD; B: RdpAyc; nativ: 1: 161,7
kD; 2: 108,2 kD; 3: 5,9 kD; denaturierend: a: 37 kD
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weisen keine Spaltungsaktivitit auf. Hier sollte es sich um die Verunreinigungen des
(R)-spezifischen Préparates mit anderen Proteinen handeln, die in Abbildung 4B zuschen
sind. Bei der Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen verschwindet das Protein der
Masse 108 kD und ein neuer Proteinpeak mit der Masse 37 kD erscheint. Dieses Resultat ldsst

auf eine homotrimere Erscheinungsform des RdpApc schlieien.

3.2.3.1.2 Gelelektrophoretischer Nachweis von Ladungsisomerie, Bestimmung der
Molmasse und der isoelektrischen Punkte

Die Auftrennungen der (R)- und (S)-spezifischen Priparate unter denaturierenden Bedingun-
gen sind bereits in den Abbildungen 4A+B dargestellt. Unter Verwendung des Standards und
der R-Werte der Proteine wurden die Molmassen der monomeren Enzyme von 32,1 kD fiir
das SdpAmc; und von 34,7 kD fiir das RdpAyc; ermittelt.

Die elektrophoretischen Auftrennungen der RdpAyc)- und SdpAyc-Priparate nach der hyd-
rophoben Chromatographie unter nativen Bedingungen zeigen nicht wie erwartet eine homo-
gene Bande im Acrylamidgel. Vielmehr konnen sowohl fir SdpAwmc: als auch fiir RdpAci
drei Proteinbanden (I1, 12, I3) aufgeldst werden. Mittels massenspektrometrischer Analyse
sind diese jeweils eindeutig den betreffenden Enzymen zuzuordnen. Zur Ermittlung der Mol-
masse der nativen Enzymformen und zur Charakterisierung der Art der Beziehung zwischen
den Enzymformen wurden Gele mit unterschiedlicher Acrylamidkonzentration eingesetzt und

der Trennverlauf graphisch ausgewertet.
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Abbildung 17: Native gelelektrophoretische Auftrennung der Enzympriparate aus MC1 A: SdpAwc), B:
RdpAmc '

Abbildung 18 zeigt die Auftragung l1g(100*R¢) = f(cacrytamia). Erscheinen die Plots unter-
schiedlicher Proteine in dieser Darstellungsform als zueinander parallele Geraden, so handelt
es sich bei diesen Proteinen um Ladungsisomere. Die Parallelitit der Geraden ist sowohl fiir
das SdpAwmc) als auch fiir das RdpAmc gezeigt, wodurch bewiesen wurde, dass es sich bei
den Enzymformen um Ladungsisomere handelt. Die Molmassen wurden unter diesen Bedin-
gungen fiir das SdpAmc; mit 63 kD und fiir das RdpAme; mit 113 kD bestimmt. Fiir das
RdpAnc: stimmen die gelelektrophoretisch und sdulenchromatographisch ermittelten Mol-
massen des nativen Proteins iiberein. Fiir SdpAmc; ist dies nicht der Fall: das Vorliegen unter-

schiedlicher Ionenstirken bei den unterschiedlichen Auftrennungen kénnte ein Grund dafiir
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Abbildung 18: Graphische Auswertung der Proteinlaufstrecken im Acrylamidgel unter nativen Bedin-
gl.lll'lgﬂll A: SdpAMu-“ (O), SdpAMC;-IZ (0), SdpAMc|-I3 (A), B: deAMCI']] (0), deAMC]-[Z (.)

sein. Zur Ermittlung der isoelektrischen Punkte der Enzyme wurden die Proteinpriparate 2D-
gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 19). Im 2D-Gel erscheint das SdpAmc; wieder-
um nicht als homogener Spot. Vielmehr erscheinen drei Spots, die nach massenspektrometri-
scher Analyse dem (8)-spezifischen Enzym zugeordnet werden kénnen. Wie schon bei den
nativen Enzymformen handelt es sich auch bei den Monomeren (S1, S2, S3) um Ladungsiso-

mere gleicher Masse. Die Molmassen der Monomere wurden auf 32,5 kD bestimmt, die pl-
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Werte liegen zwischen 6,16 und 6,35. Analog zum SdpAmc: ergibt sich das Bild fiir das
RdpAmci: es konnten mindestens drei ladungsisomere Monomere (R1, R2, R3) mit einer
Molmasse von 35,8 kD nachgewiesen werden. Die isoelektrischen Punkte der Proteine liegen

zwischen 5,8 und 5,9.

MM
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Abbildung 19: 2D-Gelelektrophoretische Auftrennung der SdpAyci- (A) und RdpAyci-Priiparate (B)

3.2.3.1.3 Quartdirstruktur der Enzyme SdpAysc; und RdpA e,
Anhand der oben ausgefiihrten Untersuchungen deutet sich schon eine Menge zur Quartir-

struktur der a-Ketoglutarat-abhingigen Dioxygenasen aus MCI1 an. Vom SdpAmc) wissen
wir, dass es sich um ein dimeres Protein mit einer Molmasse von 63 kD handelt. Es konnten
drei native Enzyme (SdpAwci-11, -12, -13) nachgewiesen werden, die sich wiederum aus
Kombinationen von drei ladungsisomeren Monomeren (S1, S2, S3) zusammensetzen. Das
RdpAmc) stellt ein trimeres Protein der Molmasse 108 kD dar. Von diesem Enzym wurden
ebenfalls verschiedene native Enzymformen (RdpAmci-11, -12, -13) nachgewiesen, die sich
wiederum aus mindestens drei ladungsisomeren monomeren Proteinen (R1, R2, R3) zusam-
mensetzen.

Das Auffinden von drei unterschiedlichen Monomeren ergibt fiir ein dimeres Protein
(SdpAmci) sechs Kombinationsmdglichkeiten und damit sechs theoretische native Enzym-
formen (S181, S182, S1S3, S282, S283, S383). Tatsichlich konnten aber nur drei Enzym-
formen fiir das SdpAwmc: gefunden werden. Die theoretische Anzahl fiir ein trimeres Protein
(RdpAwmci) liegt sogar bei zehn, eindeutig nachgewiesen werden konnten jedoch ebenfalls nur
drei native RdpAmci-Formen. Um Aussagen zur tatsdchlichen Kombination von Monomeren
im oligomeren Protein machen zu konnen, mussten die Enzymformen voneinander getrennt

(3.1.1.2) und anschlieBend separat analysiert werden.

Fiir das SdpAmc) ist es gelungen, zwei der drei nativen Enzymformen mittels préparativer

Gelelektrophorese (3.1.1.2.1) voneinander zu trennen. Diese Enzympriparate wurden 2D-
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gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 20) und anschlieBend densiometrisch ausgewer-
tet. Das Enzympréparat SdpAnc-I1 besteht zu 86% aus dem Monomer S1, zu 12% aus S2
und zur 2% aus S3. Rein rechnerisch (siehe unten) ergibt sich aus diesen Daten und den theo-
retisch méglichen Monomeren-Kombinationen ein Enzymgemisch bestehend aus 76% des
Dimers S1S1 und 20% des Dimers S1S2 (Abbildung 21). Der Anteil der anderen theoreti-

schen Dimere betrigt jeweils 1%, ist also vernachldssigbar klein.

A B

Abbildung 20: Ausschnitte aus den 2D-Gelen zur Auftrennung der (S)-spezifischen Enzymformen A:
SdpAMCl-[I, B: SdpAMCl-IZ

Im Enzympriparat SdpAmc-12 stellt sich die Situation folgendermafen dar: entsprechend der
Analyse besteht das Priparat zu 48% aus dem Monomer S1, zu 37% aus S2 und zu 15% aus
S3. Fiir dieses Priparat ergibt sich demnach eine Zusammensetzung von 74% S1S2 und 22%
S1S3. Wiederum liegen die anderen theoretisch abgeleiteten dimeren Proteine nur in vernach-
lassigbar kleinen Anteilen im Gemisch vor. Nach dieser Auswertung wird offensichtlich, dass
mit der priparativen Elektrophorese keine Trennung der Enzymformen, sondern lediglich eine
Anreicherung erreicht werden konnte.
Die dritte native Enzymform des SdpAwmc) ist bei der Reinigung verlorengegangen, sollte aber
nach den vorliegenden Ergebnissen aus den Monomeren S1 und S3 zusammengesetzt sein.
Berechnung der Dimeren-Zusammensetzung: Die SdpAyc;-Proteine, die nach Aufiren-
nung im Acrylamidgel unter nativen Bedingungen in einer Proteinbande vorliegen, zeichnen
sich durch identische Trenneigenschaften aus. In einer Bande konnen also nicht gleichzeitig
die basischste und sauerste Variante des nativen Proteins vorliegen. Basische Proteine sind
wihrend dler Elektrophorese weniger geladen als saure (pH 8,8), zeichnen sich also bei identi-
scher Masse durch ein langsameres Laufverhalten aus. Aus diesem Grund sollten im Priparat
SdpAmci-12 iiberwiegend saure Dimere vorhanden sein, das Vorhandensein von signifikanten
Mengen des sauren Dimers S1S1 ist damit ausgeschlossen. Das Préparat-12 setzt sich also wie
folgt zusammen:

b(S81+S82) + ¢(S1+S83) + d(S2+S2) + e(S2+83) + f{S3+S3) = 50%

S1+ 82+ S3=100%
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womit sich fiir die Monomere im Zusammenhang mit dem ermittelten Monomerenverhiltnis
folgende Beziehungen ergeben:

(1) S1=48%=b+c

(2) 8S2=37%=b+2d+e

3) 8S3=15%=c+e+2f
Durch Einsetzten der Gleichung (1) in (2) und anschlielende Subtraktion von der Gleichung
(3) ergibt sich:

4 2%=d+e+f
Damit ist die Summe der Anteile der dimeren Proteine S2S2, S2S3 und S3S3 kleiner als 2%
und kann vernachldssigt werden. Aus den nun stark vereinfachten Gleichungen (1), (2) und
(3) kann nun auf das Vorhandensein von 74 + 2% des Dimers S1S2 und 22 £ 2% des Dimers
S1S3 geschlossen werden.

In analoger Weise lasst sich auch die Zusammensetzung anderer Priiparate berechnen.
Delftia acidovorans MC1

i -

RdpA SdpA
RdpA-Il  -I2 SdpA-11  -I2 -13

® &

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Enzymausstattung von Delftia acidovorans MC1

Fiir das RdpAwmc; ist es nicht gelungen, die nativen Enzymformen so voneinander zu trennen
(3.1.1.2.2), dass eine sichere Aussage zu den Kombinationen der Untereinheiten im trimeren
Protein gemacht werden kann. Sicher ist jedoch, dass das Monomer R1, wie beim SdpAwci,
die dominierende Form ist; die Proteine R2 und R3 kommen in wesentlich geringeren Kon-
zentrationen vor. Aus diesem Grund liegt die Annahme nahe, dass das RdpAyc) die Zusam-
mensetzung wie in Abbildung 21 dargestellt aufweist. Eine solche Kombination wiirde auch
die im Gegensatz zum SdpAwmc) relativ schlechtere Trennbarkeit der Enzymformen erkliren,

da der Einfluss der dritten Untereinheit mit deren leicht niedrigeren pl ziemlich gering ist.
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3.2.3.2 Enzyme aus Rhodoferax sp. P230 und Sphingobium herbicidovorans MH

3.2.3.2.1 Die (R)-spezifischen Enzyme
Wie bereits oben erwihnt wurde, konnte in allen drei untersuchten Stimmen eine identische

Primérstruktur fiir das RdpA nachgewiesen werden. Physikochemische Eigenschaften wie
Molmasse und isoelektrischer Punkt sollten sich fiir das RdpA der verschiedenen Stimme
also nicht unterscheiden. Die Molmasse der (R)-spezifischen monomeren Enzyme konnte fiir
alle drei Stimme im SDS-Gel mit 34,7 kD bestimmt werden. Mit Hilfe der Gréflenausschluss-
Chromatographie wurde eine Molmasse des nativen RdpApz3p von 106 kD und des denaturier-
ten Proteins von 39,7 kD bestimmt. Es handelt sich also wie beim RdpAmc) um ein trimeres
Protein (Ruhland, 2003). Eine 2D-gelelektrophoretische Auftrennung des RdpApssp ist in
Abbildung 22 zu sehen. Man kann deutlich das Vorhandensein verschiedener Spots erkennen,
von denen die markanten iiber MS-Fingerprintanalyse eindeutig dem RdpA zugeordnet wer-
den konnten. Das Erscheinungsbild des RdpApaio im 2D-Gel weicht, trotz der gleichen Pri-
madrstruktur, von dem des RdpAwmc stark ab. Konnten fiir das RdpAwc; eine Hauptform (R1)
und mehrere mengenméBig weniger stark vertretene monomere Nebenformen (R2, R3) nach-
gewiesen werden, so sind es flir das RdpApsg drei Hauptformen und eine zahlenmiBig nicht
eindeutig bestimmte Anzahl von Nebenformen. Auch in der elektrophoretischen Auftrennung
Tabelle 21: Rf-Werte der RdpA- Enzyme nativ:

5% T/2,67% C, denaturierend: 12% T/2,67% C, es
wurde die stiirkste Bande zugrunde geleat

e T TN Enzym nativ_ denaturierend
RdpA-rec 0,690 0,538
RdpAmci 0,685 0,531
deApno 0,655 0,533
RdpAmpn 0,687 0,535

Abbildung 22: 2D-gelelektrophoretische Auftrennung des RdpAp;3) (Ausschnitt)

unter nativen Bedingungen unterscheiden sich die RdpA-Enzyme aus P230 und MCI1, die
Hauptform des P230 besitzt einen signifikant niedrigeren Rf-Wert als die des RdpAwmc:
(Tabelle 21). Fiir das native RdpAny wurde der gleiche ReWert im 5%igen Acrylamidgel
bestimmt wie fiir das Enzym aus MCI1. 2D-Gelelektrophoretische Auftrennungen liegen hier

nicht vor.

3.2.3.3 Die (S)-spezifischen Enzyme
Die SdpA-Enzyme der drei Stimme MCI1, P230 und MH unterscheiden sich in ihrer Primir-

struktur erheblich (3.2.1.2), es handelt sich also um komplett unterschiedliche Proteine.
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Aus dem Stamm Rhodoferax sp. P230 konnten zwei (S)-spezifische Enzyme gereinigt wer-
den. Mittels SDS-PAGE wurde die Molmasse des SdpAp2sp-1-Monomers auf 33,3 kD und die
des SdpAp3-2 auf 32,4 kD bestimmt. Die Molmasse der nativen Enzyme konnte nicht ermit-
telt werden, da keine reinen Enzympriiparate vorlagen. In der 2D-gelelektrophoretischen Auf-
trennung werden die im SDS-Gel homogenen Proteinbanden beider (S)-spezifischer Enzyme

aus P230 in mehrere Proteinfraktionen getrennt (Abbildung 23).

P6 P5 pg B3 B >
3 Pé P5 )
W { YD (@ o

!

A B

Abbildung 23: 2D-Gelelektrophoretische Auftrennung des SdpAp;-1 (A) und SdpAp;3-2 (B) (Ausschnit-
te)

Das SdpApaso-1 ist ein oligomeres Enzym, das sich aus Kombinationen von zwei Untereinhei-
ten (P5, P6) zusammensetzt. Das Monomer PS5 dominiert in dem untersuchten Enzympriparat.
Das Enzym SdpAepa3-2 ist ebenfalls ein oligomeres Enzym, es besteht aus Kombinationen der
monomeren Formen P1-6, die Anzahl der Untereinheiten des nativen Enzyms ist nicht be-
kannt. Auch in diesem Priiparat dominiert das Monomer P5. Der Massenunterschied zwischen
P1 (32,4 kD; pI 5,8) und P6 (32,2 kD; pl 5,3) betrdgt 0,2 kD, die isoelektrischen Punkte der
Monomere liegen innerhalb von 0,5 pH-Einheiten. Alle sechs Untereinheiten der
(S)-spezifischen Enzyme des P230 zeigen nach tryptischem Verdau und MS-Analyse das
gleiche Peptidspaltungsmuster (Abbildungen 24A+B), ebenso identisch sind die Fragmentie-
rungsmuster der Peptide (Abbildungen 24C+D). Die Monomere (P1-6) des SdpApssp sollten
sich also durch identische Primarstrukturen auszeichnen. Durch Datenbankrecherche konnte
aufgrund des Peptidmustervergleiches mit bereits bekannten Proteinen eine hohe Ahnlichkeit
zum SdpAyy festgestellt werden. Peptide, die den Aninosiuresequenzen von 97-113, 136-
148, 208-222, 223-236 und 237-253 des SdpA aus MH entsprechen, konnten ebenfalls im
tryptischen Verdau der P230-Enzyme gefunden. Trotzdem sind die SdpA-Enzyme aus MH
und P230 nicht identisch, wie aus den mittels Edman-Abbau gewonnenen Sequenzen deutlich
wird (Tabelle 20).

Das denaturierte Protein SdpAwy besitzt eine Molmasse von 32,2 kD (SDS-PAGE).
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Abbildung 24: Massenspektrometrische Analysen der SdpAp;3;-Monomere (tryptischer Verdau). A: Pep-
tidspaltmuster vom SdpAp;3-P1 (MS-1), B: Peptidspaltmuster vom SdpAp;;-P6 (MS-1) C: Fragmentie-
rungsmuster des 1613,6 Peptides des SdpAP230-P1 (MS-2), D: Fragmentierungsmuster des 1613,6 Pepti-
des des SdpApas-P6 (MS-2) werden.
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3.2.3.4 Rekombinante Enzyme
Die tiberexprimierten Proteine RdpAwmci-rec und SdpAwmci-rec zeigen nach Auftrennung im

Acrylamidgel sowohl unter nativen als auch denaturierenden Bedingungen jeweils nur eine
Proteinbande, was auf das Vorhandensein nur einer Enzymform schlieBen lidsst. Das
SdpAmci-rec entspricht dabei dem SdpAwci-11 (Abbildung 25B), die Enzymform SdpAwc;-12
ist in diesem Priparat nicht detektierbar. Das rekombinante RdpA besitzt den gleichen

R~Wert wie die Hauptbande des RdpAwc (Abbildung 25A).

1 2 3 1 2 3

B 669 1D — I

d —669 kD 440D —

—4401D 232 kD— ol
232D 140 KD— o el S0 AMC1TI
el —SdpA-MC1.I2
W ~SdpA-MCI-T3

| s6is 66 KD— e

A B

il

Abbildung 25: Native gelelektrophoretische Auftrennung A: des nativen (Spur 1) und des rekombinanten
RdpAwc: (Spur 3), B: des nativen (Spur 1) und rekombinanten SdpAwc: (Spur 3)

Mittels 2D-Gelelektrophorese lassen sich die rekombinanten Enzympriparate im mehrere
Spots auftrennen Abbildung 26. Das rekombinante RdpA liefert das gleiche Bild, wie das
native Enzym, drei monomere Formen konnten nachgewiesen werden. Auch fiir das
SdpApci-rec wurden dic drei Monomeren S1, S2 und S3 gefunden. Das Monomerenverhilt-
nis des Enzyms entspricht dem des SdpAwci-12, dementsprechend sollte das rekombinante
SdpAwmc zu 74% aus dem Dimer S1S2 und zu 22% des Dimers S1S3 zusammengesetzt sein.
Dies widerspricht jedoch den Ergebnissen aus der nativen Gelelektrophorese, wonach die

Zusammensetzung analog dem SdpAyic-I1 sein miisste, also dem Dimer S1S1 entspriche.

R1

Ck

A B

Abbildung 26: 2D-gelelektrophoretische Auftrennung der rekombinanten Enzyme RdpAyci-rec (A) und
SdpAwc-rec (B)
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3.2.4 Posttranslationale Modifikationen
Sowohl fiir die RdpA- als auch fiir die SdpA-Enzyme der Bakterienstimme MCI, P230 und

MH konnten unterschiedliche Enzymformen mit identischen Aminosduresequenzen gezeigt
werden. Der Unterschied zwischen den Enzymformen ist also in einer posttranslationalen

Modifizierung zu suchen.

3.2.4.1 Die (R)-spezifischen Enzyme

Fiir die drei RdpA-Proteine der untersuchten Stimme konnten ladungsisomere Monomere mit
gleicher Masse nachgewiesen werden. Eine posttranslationale Modifizierung der Primérse-
quenz hat eine Anderung der Gesamtladung, nicht aber der Molmasse des Enzyms bewirkt, ist
also eine kleine geladene Gruppe oder bindet an eine geladene Gruppe des Enzyms. Die Ami-
nosiurebereiche 1-24, 43-72, 85-109 und 147-162 wurden per Edman-Abbau eindeutig se-
quenziert. Es wurden keine zweifelhaften Aminosdure-Peaks und damit potentielle Modifizie-
rungen gefunden. Durch MS-Analysen konnte eine Sequenzabdeckung von 73% erreicht wer-
den, aber auch mit dieser Methode wurden keine Modifizierungen am Protein identifiziert.
Nicht gefunden wurden bei MS-Analysen die Aminosduresequenzen 12-14, 35-72, 96-104,
253-256, und 272-295.

3.2.4.2 Das SdpAmc:

Vom SdpAnc; wurden ebenfalls ladungsisomere Monomere mit gleicher Masse nachgewie-
sen, die das Produkt einer posttranslationalen Modifizierung sein miissen, da nur ein sdpA-
Gen in MCI gefunden wurde. Mittels Aminosiuresequenzierung durch Edman-Abbau konnte
eine Modifizierung an den Peptiden 1-24 und 170-182 ausgeschlossen werden. Durch MS-
Analyse des tryptischen Verdaus ist es gelungen, eine 92%ige Sequenzabdeckung des Prote-
ins zu erreichen. Die Sequenzbereiche 82-87, 135-141, 213-227 und 274-279 wurden nicht
gefunden. Bei der Analyse der Peptid-Massen (1677,73 D; 1813,72 D und 1975,85 D), die
von den theoretisch erwarteten abwichen, wurden Oxidationen an Trp235 und Trp255 nach-
gewiesen. Ebenso wurde eine Modifikation mit der Masse 209 am Cys237 gefunden. Bei der
Modifikation mit der Masse 209 handelt es sich um eine untypische Modifizierung, die bisher
nicht beschrieben ist. Die Struktur und die Elementar-Zusammensetzung dieser Masse sind
nicht bekannt. Aus den Isotopenmustern kann man schlussfolgern, dass keine Halogenatome
an der Bildung dieser Masse beteiligt sind, sie sollte nur aus den Elementen C, H, O, N und S

bestehen.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen zur Identifizierung von posttranslationalen Modifikationen wur-
den von der Arbeitsgruppe von Prof. R. Hoffmann (BBZ, Leipzig) durchgefiihrt.
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3.3 Enzymkinetische Charakterisierung und Reaktionsmechanismus
3.3.1 Bestimmung der Anzahl funktionell aktiver Zentren

Die Anzahl funktionell aktiver Zentren wurde iiber deren o-KG-Bindevermégen ermittelt.
Dabei wurde angenommen, dass pro funktionell aktivem Zentrum genau ein a-KG-Molekiil

bindet. Zentren, die nicht zur Katalyse der Reaktion beitragen, binden kein o-KG.

Tabelle 22: Spezifische Aktivitit [U/mg] vom rekombinanten RdpA und des systematisch inaktivierten
Enzyms, RdpA (0.797 uM) wurde zum einen durch Inkubation mit unterschiedlichen Mengen DEPC (DEPC-1
=0.266 uM, DEPC-2 = 0.531M) und zum anderen durch Temperatureinwirkung inaktiviert

RdpA + RdpA + RdpA +
Substrat Ripa DE[;C-I DEgc-z 10 min 35°C
(R)-DP 11,66 4,62 0,715 3,83
(R)-MCPP 8,62 3,74 0,464 2,93
2,4-D 1 129 0’55 0,048 0’45
MCPA 1,1 0.46 0,069 0.41

Zum Nachweis einer direkten Korrelation zwischen der Anzahl von funktionell aktiven Zent-
ren, also der spezifischen Aktivitit, und dem Vermégen, a-KG zu binden, wurden Enzympri-
parate systematisch durch die Zugabe von Diethylpyrocarbonat (DEPC), einem Reagenz, das
spezifisch His-Reste modifiziert, inaktiviert (Tabelle 22). Die Zugabe von 33% DEPC der
Molaritiit des RdpA zum Enzym resultiert im Verlust von 60% der spezifischen Aktivitit, d.h.
nur 40% der aktiven Zentren sollten den enzymatischen Umsatz noch katalysieren. Verdop-
pelt man die Menge des zugegebenen DEPC (67% der Molaritit des RdpA), so wird ein Akti-
vititsverlust von 94% beobachtet. Der Aktivititsverlust durch die Zugabe von DEPC ist nicht
stéchiometrisch. Es wird mehr Enzym inaktiviert als erwartet, d.h., allein durch die Einwir-
kung der Inkubationsbedingungen auf das Enzym muss bereits 30% der Spaltungsaktivitit
verlorengehen.

In Abbildung 27 konnte gezeigt werden, dass sich ein Verlust von Enzymaktivitit direkt pro-
portional zur Verringerung der a-KG-Bindekapazitit verhilt. Vollig aktives Enzym zeigt im
linearen Plot einen Anstieg von 1,03; bei Einsatz des zu 60% inaktivierten RdpA-Priparates
betrigt der Anstieg der Geraden 0,46, etwa 43% des véllig aktiven Enzyms. Eine &hnlich ho-
he Korrelation wurde bei Inaktivierung durch Temperatur beobachtet: eine Inaktivierung um
67% hatte eine Verminderung der a-KG-Bindung von 66% zur Folge. Beim vergleichsweisen
Einsatz von Rinderserumalbumin konnte keine a-KG-Bindung nachgewiesen werden. Die

direkte Korrelation zwischen a-KG-Bindung und Enzymaktivitit wurde genutzt, um Anteile
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von aktivem Enzym in den jeweiligen Priparaten zu ermitteln. Dies ist ein wichtiges Kriteri-

um, um die Wechselzahl exakt bestimmen zu kdnnen.
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Abbildung 27: Beziehung zwischen a-KG-Bindung und eingesetzter Proteinmenge, Enzymaktivitit fiir
Enzympriparate mit unterschiedlicher spezifischer Aktivitit RdpA (0), RdpA + DEPC-1 (A), RdpA +
DEPC-2 (x) und RdpA + Temperatur (o)

In Tabelle 23 sind die tiber die a-KG-Bindung ermittelten Anteile von aktivem Enzym in den

Enzympréparaten zusammengefasst.

Tabelle 23: Prozentuale Anteile an aktivem Enzym in verschiedenen Enzympriiparaten von RdpA und
SdpA

Enzym [%] | Enzym [%] | Enzym [%e]
RdpAwmci-rec 98 | SdpAmci-rec 89 | SdpApzae-1 5
RdpAwmci 21 | SdpAmci 70 | SdpApa-1 8
RdpApz30 55 | SdpAmci-11 40 | SdpAmu 11
deAMH 9 SdpAMCl-I2 35

3.3.2 Substratverwertungsspektren
Bei der Reinigung der Phenoxypropionat-spaltenden Enzyme aus den Stimmen Delftia aci-

dovorans MC1, Rhodoferax sp. P230 und Sphingobium herbicidovorans MH konnten Enzy-
me mit unterschiedlichen Substrat- und Enantiospezifititen voneinander getrennt werden.

Alle drei Staimme besitzen sowohl ein (R)- als auch ein (S)-spezifisches Enzym.

3.3.2.1 Die (R)-spezifischen Dioxygenasen
Die (R)-spezifischen Enzyme aller drei Stimme, einschliefSlich des rekombinanten RdpAwmc:-

rec sind hochspezifisch fiir die (R)-Enantiomere der 2-Phenoxypropionate; (S)-Enantiomere
werden nicht umgesetzt. Die betreffenden Enzyme spalten zu einem gewissen Malle aber auch
Phenoxyacetate; Phenoxybutyrate werden nicht gespalten (Tabelle 24). Die hoheren Umsatz-
raten flir die 2-Phenoxypropionate im Vergleich zu den Phenoxyacetaten, wobei die
2,4-Dichlor-substituierten Verbindungen wiederum schneller gespalten werden als die

4-Chlor-2-methyl-Verbindungen, sind ebenfalls allen RdpA-Enzymen gemeinsam. Unabhin-
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gig von diesen grundsitzlichen Aktivititskriterien wird die Aktivitit von den Substituenten
beeinflusst. 2,4-dichlorierte Derivate werden mit hoherer Rate gespalten als 4-Chlor-2-
methyl-Derivate. Unsubstituierte Phenoxyalkanoate sind schlechte Substrate, so werden Sub-
strate ohne Substituenten nicht oder nur sehr schlecht (Phenoxyacetat) umgesetzt, Substrate
ohne Chlor an Position 4 des aromatischen Ringes werden ebenfalls nur sehr schlecht verwer-
tet. Die Abwesenheit eines Substituenten an der Position 2 hat dagegen nur einen geringen

Einfluss auf die Spaltbarkeit der Verbindung. 3-Phenoxypropionat wird nicht umgesetzt.

Tabelle 24: Relative spezifische Aktivititen der RdpA-Enzyme (nach HIC) aus MC1, P230 und MH sowie
des RdpAyc-rec fiir verschiedene Phenoxyalkanoate Alle Herbizide auBer den (S)-Enantiomeren wurden in
einer Konzentration von 1 mM eingesetzt, (S)-Enantiomere lagen in einer Konzentration von 0,5 mM, a-KG von
1 mM im Reaktionsansatz vor. Die Aktivitit fiir (R)-DP wurde eins gesetzt.

Substrat RdpAwci RdpApss  RdpAwy oPAMCH
(R)-DP 1,00 1,00 1,00 1,00
(R)-MCPP 0,72 0,73 0,73 0,73
(S)-DP - - - -
(S)-MCPP - - - -
2,4-D 0,15 0,27 0,12 0,11
MCPA 0,11 0,23 0,08 0,09
2,4-DB - - - -
MCPB - = = -
Phenoxyacetat 0,02 0,01 0,01 0,01
3-Phenoxypropionat = - = -
(R,S)-2-(4-Chlorphenoxy)propionat 0,51 0,50 0,48 0,50
(R,S)-2-(m-Chlorphenoxy)propionat 0,06 0,09 0,06 0,07

Obwohl sich die Enzyme der drei Stimme in ihrer Primérstruktur nicht unterscheiden, zeigen
sie signifikante Unterschiede in den Aktivititen zur Spaltung der Phenoxyacetate. Die RdpA-
Enzyme aus MC1, MH und das rekombinante RdpA spalten die Phenoxyacetate mit 10-15%
der Aktivitit fir (R)-DP. Das RdpApaso weist unter Substratsittigung jedoch die doppelte
Umsatzrate, ndmlich etwa 25% auf.

Fiir das zweite Substrat, das a-KG, zeigen alle RdpA-Enzyme eine hohe Spezifitit, andere

a-Ketosduren, z.B. Pyruvat, a-Ketobutyrat oder a-Ketovaleriat, dienen nicht als Substrate.

3.3.2.2 Die (S)-spezifischen Dioxygenasen
Die Substratverwertungsspektren der (S)-spezifischen Enzyme sind sehr unterschiedlich. Al-

len untersuchten SdpA-Enzymen gemeinsam ist, dass sie bevorzugt (S)-Enantiomere der
2-Phenoxypropionate, nicht aber 3-Phenoxypropionate spalten (Tabelle 25). SdpAmc spaltet
(S)-DP bei Substratsittigung mit einer héheren Umsatzrate als (S)-MCPP, bei den SdpA-
Enzymen aus P230 und MH ist es genau umgekehrt. Das SdpAwmc spaltet auch Phenoxyace-
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tat-Derivate mit hoher Rate: 2,4-D wird mit 35% und MCPA sogar mit 45% der Spaltaktivitit
fiir (S)-DP umgesetzt. Auch das SdpA-Enzym aus MH ist in der Lage, die Phenoxyacetate als
Substrate zu verwerten, die relativen Spaltungsaktivititen liegen zwischen 17 und 28%. Im
Gegensatz zu den RdpA-Enzymen werden im Falle der Phenoxyacetate die 4-Chlor-2-methyl-
substituierten Herbizide besser umgesetzt als die 2,4-dichlorierten Substrate. Die Phenoxyace-
tate werden im Gegensatz zu SdpAnci und SdpApazp von den SdpA-Enzymen aus P230 nicht
gespalten. Unsubstituierte Herbizide werden von allen betrachteten SdpA-Enzymen nur in

sehr geringem Umfang umgesetzt.

Tabelle 25: Relative Spaltaktivititen der SdpA-Enzyme (HIC) aus MCI1, P230 und MH sowie des
SdpApci-rec beziiglich des Phenoxyalkanoats Alle Herbizide auller den (S)-Enantiomeren wurden in einer
Konzentration von 1 mM cingesetzt, (S)-Enantiomere lagen in einer Konzentration von 0,5 mM, o-KG von 1
mM im Reaktionsansatz vor. p-CPP = (R,S)-2-(4-Chlorphenoxy)propionat; m-CPP = (R,S)-2-(m-
Chlorphenoxy)-propionat, 3-PP = 3-Phenoxypropionat. Die Aktivitit fiir (S)-DP wurde | gesetzt.

Sibstrat SdpAmc:  SdpAemel  SdpArsse2  SdpAss Sdpr‘:fc"
(R)-DP - - - - -
(R)-MCPP - - - - -
(S)-DP 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
(S)-MCPP 0,52 2,60 2,26 2,31 0,50
2,4-D 0,35 - - 0,17 0,35
MCPA 0,45 - - 0,28 0,48
2,4-DB - - - - -
MCPB - - - - -
Phenoxyacetat 0,04 - - 0,01 0,04
3-PP - - - - -
p-CPP 0,53 0,29 0,25 0,17 0,54
m-CPP 0,28 0,67 0,65 - 0,30

Aufﬁ:illig ist, dass die SdpA-Enzyme aus P230 im Gegensatz zu den SdpA-Enzymen aus
MC1, MH und den RdpA-Enzymen, monosubstituierte Substrate mit Chlor in meta-Position
am aromatischen Ring besser spalten kénnen, als solche mit Chlor-Substituenten in para-
Position. Andere o-Ketosduren als a-Ketoglutarat dienen in allen untersuchten SdpA-

Enzymen wiederum nicht als Substrat.

3.3.3 Enzymstabilitat und Reaktionsordnung
Bei der untersuchten Enzymreaktion handelt es sich um eine Mehrsubstratreaktion vom Typ:

K

A+B+C = P+Q+R+S
2

Gleichung 6: Allgemeine Reaktionsgleichung Phenoxypropionat-spaltender Enzyme A: Phenoxyalkanoat,
B: a-Ketoglutarat, C: O, P: 2 4-Dichlorphenol (DCP) bzw. 2-Methyl-4-chlorphenol (MCP), Q: 2-Oxoalkanoat,
R: CO,, S: Succinat
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Es konnten fiir die untersuchten Enzyme nur die Hin-, nicht aber die Riickreaktionen nachge-
wiesen werden; ks ist also fiir diesen enzymatischen Umsatz sehr klein. Die GrofBen der Ge-
schwindigkeitskonstanten sind bei Mehrsubstratreaktionen zumeist von der Anderung der
Konzentrationen aller Ausgangsstoffe oder Produkte abhangig. Die Geschwindigkeitsglei-
chung fiir die Hinreaktion ist in Gleichung 7 dargestellt.

_dl4]__d[B]__d[c]_d[P]_dlo]_d[r]
dt dt dt dt dt dt
Gleichung 7: Geschwindigkeitsgleichung fiir die Hinreaktion Phenoxyalkanoat-spaltender Enzyme A:
Phenoxyalkanoat B: a-Ketoglutarat, C: O,, P: DCP bzw. MCP, Q: 2-Oxoalkanoat, R: CO,, S: Succinat

Ei% =k [A][BIC] =k, [AP =k, [B]3 =k {C]j

Die Hinreaktion ist eine Reaktion dritter Ordnung, bei der die Geschwindigkeitskonstante
bestimmt werden kann, wenn die Umsatzgeschwindigkeit v und die zeitlichen Anderungen
der Konzentration aller drei Ausgangsstoffe (A, B, C) bekannt sind. Da die Ausgangsstoffe in
einem stdchiometrischen Verhiltnis von eins umgesetzt werden, ist der Betrag der zeitlichen
Abnahme der Konzentrationen fiir alle drei Ausgangsstoffe identisch, es muss also nur der
Umsatz eines Stoffes verfolgt werden.

Fir die Ermittlung von kinetischen Konstanten unter Verwendung der GesetzmiBigkeiten von
Einsubstratreaktionen ist es notwendig, eine Reaktion erster Ordnung vorliegen zu haben, d.h.
die Umsatzrate muss und darf nur von der Konzentration eines Ausgangsstoffes abhiingig
sein. Um dies in Naherung zu erreichen, wurden die Konzentrationen von zwei Reaktions-
partnern so gewihlt, dass sie sich wihrend der Reaktion praktisch nicht dndern. Sie wurden
deshalb so gewihlt, dass im Reaktionsansatz, je nach Experiment, ein groBer Uberschuss von
zwei Reaktanten vorlag, so dass sich wihrend des Umsatzes nur die Konzentration eines Aus-
gangsstoffes merklich 4ndert. Unter diesen Vorraussetzungen ergibt sich eine stark verein-

fachte Geschwindigkeitsgleichung, die pseudo-erster Ordnung ist (Gleichung 8).
v=k [A][B]o [C]u = 1‘1 [A]

Gleichung 8: Geschwindigkeitsgleichung pseudo-erster Ordnung fiir die Reaktion Phenoxypropionat-
spaltender Enzyme A: Phenoxyalkanoat, B: a-Ketoglutarat, C: O, P: DCP bzw. MCP, Q: 2-Oxoalkanoat, R:
COs, S: Succinat

Eine Reaktionskinetik nach Gleichung 8 lasst sich durch halblogarithmische Auftragung line-

arisieren (Gleichung 9).

i ]

Ay

A ¢
dlA . ;
4] [k n[4]=1n[4], - k1
fy
Gleichung 9: Herleitung der integrierten Form der vereinfachten Geschwindigkeitsgleichung

In Abbildung 28A ist der zeitliche Verlauf der DCP-Bildung bei der Spaltung der Enantiome-
ren des Dichlorprop durch die Enzyme RdpAwc; und SdpAwmc: dargestellt. In den ersten Mi-
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nuten nimmt die DCP-Konzentration zunéchst bei beiden Enzymen linear zu, dann wird die
Umsatzgeschwindigkeit der Enzyme kleiner und sinkt schlieBlich fast auf Null ab. Ein voll-
stindiger Umsatz des Substrates wurde nicht erreicht. Dieser Verlauf der Produktbildung ist
fiir alle eingesetzten Substratkonzentrationen zu beobachten. Nach 2000-4000 Umsitzen am
aktiven Zentrum verliert das Enzym komplett seine Aktivitdt. Ein Inaktivierungseffekt durch
Verdiinnung als Grund fiir den Verlust von Enzymaktivitit kann ausgeschlossen werden, da
der Kurvenverlauf unabhéngig von der eingesetzten Enzymkonzentration auftrat. Ebenso
konnte eine Verknappung von Substraten wie Sauerstoff und a-KG als Inaktivierungsgrund
ausgeschlossen werden. Eine Erhéhung der Substratkonzentration fithrt zu einer Kurve mit
analogem Verlauf; wieder nimmt die DCP-Konzentration zunichst linear zu und bleibt dann
nach etwa 2000-4000 Umsitzen pro aktivem Zentrum im Ansatz konstant. Eine Verknappung
an Ascorbat kann aufgrund dieser Erkenntnis ausgeschlossen werden, da erstens Ascorbat im
Uberschuss (200 uM) im Reaktionsansatz vorlag, und zweitens eine Ascorbat-Oxidation zeit-
abhingig und unabhingig von der Substratkonzentration sein sollte. Der Einsatz von einer
hoheren Substratkonzentration fithrt jedoch zu einem schnelleren Umsatz und damit zu einer

kiirzeren Zeit bis zum Erreichen der Inaktivierung des Enzyms.
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Abbildung 28: Zeitlicher Verlauf der Produktbildung (DCP) beim enzymatischen Umsatz von (R)-DP
durch RdpApc; (0) und von (S)-DP durch SdpA (e). A: ¢(DCP) = {(t), B: In(cDCP) = f(t) es wurden 10 pM
Dichlorprop, 1 mM a-KG, 200 uM Fe(Il) und 200 uM Ascorbat eingesetzt, die eingesetzten Enzyme entspra-
chen dem Reinheitsgrad nach HIC, 1,7 mg/l RdpAwci, 1,5 mg/l SdpAnc; (die Enzymmenge wurde durch ihr
o-KG-Bindevermogen bestimmt), die Sauerstoffkonzentration nahm wihrend der Reaktion von 1 mM auf
0.8 mM ab.

Die lineare Abhingigkeit der Produktbildung von der Zeit in den ersten Minuten deutet ei-
gentlich auf eine Reaktion nullter Ordnung hin, die Umsatzrate des Enzyms scheint unabhén-
gig von der Substratkonzentration. Dies ist jedoch nicht der Fall. Eine Erhéhung der Substrat-
konzentration im Testansatz fiihrt auch zur Erhdhung der Umsatzraten. Der Anstieg der Kurve

kann somit also nicht wirklich linearer Natur sein, vielmehr handelt es sich, da lediglich 1%
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des Substrates umgesetzt wurde, um einen kleinen Ausschnitt einer hyperbolen Produktbil-
dungskurve erster Ordnung,

Fiir die Reaktionen des RdpAmc; und des SdpAyc; konnte die Reaktion pseudo-erster Ord-
nung nur wenige Minuten gewihrleistet werden (Abbildung 28B). Bereits nach vier Minuten
blieb die Geschwindigkeitskonstante nicht mehr konstant, sondern nahm fiir beide Enzyme
tber die Zeit stark ab, bis die Reaktion zum Erliegen kam. Die Geschwindigkeitskonstante der
Hinreaktion (k;) konnte in den ersten vier Minuten der Reaktion fiir das RdpAc; auf

0,36 min ~' und fiir das SdpAmc auf 0,38 min™ bestimmt werden.

3.3.4 Kinetische Kennlinien

3.3.4.1 Die Kennlinien der (S)-spezifischen Dioxygenasen

3.3.4. 1.1 Das SdpAMC]
Das siulenchromatographisch gereinigte SdpAye; (HIC) zeichnet sich hinsichtlich der einge-

setzten Herbizide (S)-(DP), S)-MCPP, 2,4-D und MCPA durch komplexe kinetische Kennli-
nien aus (Abbildung 29). Die Zunahme der Enzymaktivitdt in Abhingigkeit von der Substrat-
konzentration erfolgt deutlich zweiphasig und zeigt im Falle der Phenoxypropionate eine aus-
geprigte Substratiiberschusshemmung. Bei dem Einsatz von Phenoxyacetaten als Substrat
konnten im untersuchten Konzentrationsbereich dagegen keine derartigen Hemmungseffekte
beobachtet werden. Die Ursache der komplexen Kinetik eines solchen Enzympriparates ist im
Vorhandensein von multiplen Enzymformen begriindet, die sich in ihren kinetischen Parame-

tern unterscheiden.

spez. Akt. [U/mg]

0 100 200 300 400 500
Csubstrat [HM]

Abbildung 29: Kinetische Kennlinien des SdpAyc, fiir die Substrate (S)-DP(0), (S)-MCPP (—), 2,4-D (o)
und MCPA (o)
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Die Abbildungen 30A und B zeigen die kinetischen Kennlinien der voneinander getrennten
Enzymformen des SdpAmc) am Beispiel der Phenoxypropionate (Phenoxyacetate sind hier
nicht dargestellt, zeigen aber das gleiche Bild). Es ist deutlich zu erkennen, dass sich die Ki-
netiken der beiden Enzympriparate sowohl in ihrem Anstieg als auch in ihrer Umsatzge-
schwindigkeit signifikant voneinander unterscheiden. Die Zunahme der Enzymaktivitit in
Abhiingigkeit von der Substratkonzentration erfolgt in beiden Fillen stetig, eine Zweiphasig-
keit kann nicht beobachtet werden. Wiederum zeigt sich fiir die Phenoxypropionate eine Sub-
stratiiberschusshemmung. Die Kennlinien des rekombinanten SdpAwmc, die zum Vergleich
angefiihrt wurden, decken sich fiir alle Herbizide gut mit denen der Enzymform SdpAe;-11.
Linearisierende Verfahren zur Auswertung der Kennlinien sind in den Abbildungen 30C und
D exemplarisch fiir das rekombinante SdpAwmc; dargestellt. Die kinetischen Kennlinien zeigen
in beiden Darstellungsformen, sowohl im Lineweaver-Burk- als auch im Hill-Plot, keine
durchgingigen Geraden tiber den Konzentrationsbereich, was auf ein Abweichen von der Mi-
chaelis-Menten-Kinetik hindeutet. In der Lineweaver-Burk-Darstellung (Abbildung 30C) ist
ein vierphasiges Verhalten fiir den (S)-DP Umsatz zu erkennen. Bei kleinen Substratkonzent-
rationen fillt die Kurve zunéchst mit einem geringen Anstieg ab, gefolgt wird diese Phase von
einem steileren Abfall der Kurve. Anschlieend, bei relativ hohen Substratkonzentrationen
flacht die Kurve ab, so dass kaum noch ein Anstieg zu verzeichnen ist. Durch die einsetzende
Substratiiberschusshemmung steigt die Kurve dann bei sehr hohen Substratkonzentrationen
wieder steil an. Der Hill-Plot ist gleichermallen komplex. Linearitit, wie fiir eine Michaelis-
Menten-Kinetik relevant, ist hier nicht erfiillt (Abbildung 30D). Vielmehr zeigt sich das Bild
eines kooperativen Enzyms mit sigmoidaler Kinetik. Einen #hnlichen Kurvenverlauf kann
man auch bei entsprechender Darstellung der kinetischen Daten der SdpAwmci-Enzymformen
fiir alle entsprechenden Herbizide feststellen. Der Tatsache einer offensichtlichen Kooperati-
vitiit der Enzymreaktion folgend, erhilt man eine bessere Angleichung der Daten, wenn man
den Formalismus fiir eine sigmoidale Kinetik zugrunde legt anstatt den flir einen hyperbolen
Kurvenzug (Abbildung 30E).

Betrachtet man die Abhdngigkeit der Umsatzgeschwindigkeit des SdpAmc) von den anderen
an der Reaktion beteiligten Substraten bzw. Reaktionskomponenten (Abbildung 30F), so ist
festzustellen, dass der Kurvenverlauf auch bei Einsatz des HIC-Préparates, d.h. des Enzym-
formen-Gemisches, stetig und ohne die Ausprigung von Plateaus verlduft. Fiir Sauerstoff be-
obachtet man eine leichte Substratiiberschuss-Hemmung. Dieser Effekt wurde im Falle von
o-KG bzw. Fe(Il) nicht festgestellt. Eine Behandlung der Daten mit verschiedenen Modellen

zeigt wiederum, dass die Abhingigkeit von der Konzentration eher sigmoidal als hyperbol ist.
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Abbildung 30: Kinetische Darstellungsformen von Messdaten A: Kinetische Kennlinien der SdpAwc:-I1 (),
—12 (0) und SdpAyc-rec (—) in Abhiingigkeit von der (S)-MCPP-Konzentration, B: Kinetische Kennlinien der
SdpAmci-11 (x), =12 (o) und SdpAyci-rec (—) in Abhiingigkeit von der (S)-DP-Konzentration, C: Lineweaver-
Burk-Darstellung der Kennlinien des SdpAyc;-rec (o), D: Hill-Diagramm der Kennlinien des SdpApc-rec (o)
und RdpAwmc-rec (0), E: Abhingigkeiten der Enzymaktivitat des SdpAyc-rec von der (S)-DP-Konzentration,
gestrichelt: sigmoidaler Plot, durchgezogene Linie: hyperboler Plot, F: Abhiéingigkeiten der Enzymaktivitit des
SdpAwci-rec von der Sauerstoff-(©), a-KG- (®) und Fe(II)-Konzentration (V).
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3.3.4.1.2 Die Kennlinien der SdpA-Enzyme aus P230 und MH
Fiir (S)-DP als Substrat weisen die kinetischen Kennlinien der beiden (S)-spezifischen Enzy-

me aus Rhodoferax sp. P230 im Gegensatz zu dem entsprechenden Enzym aus Delftia acido-
vorans MC1 (SdpAwmc:) keine Plateaubildung auf. Die Umsatzgeschwindigkeiten steigen ste-
tig und zeichnen sich bei erhdhten Substratkonzentrationen durch eine Uberschusshemmung
aus (Abbildung 31A). Im Verlauf der Kennlinien ist deutlich zu erkennen, dass sich die bei-
den Enzyme durch unterschiedliche kinetische Parameter auszeichnen. Mit (8)-DP als Sub-

strat wurde fiir beide Enzyme eine sigmoidale Abhingigkeit gefunden.

12 30 -
= 10 = 25
E £
2 84 2 20
6 < 15
b N
§ 4 - 2 10 -

2 5

0 | i i 0 '

0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000

A cspopvy B c(S)-MCPP [uM]

Abbildung 31: Kinetische Kennlinien der (S)-spezifischen Enzyme aus Rhodoferax sp. P230 A: (S)-DP, B:
(S)-MCPP, SdpApzso-1 (0),SdpApase-2 (A) multipliziert mit 2

Beim Umsatz von (S)-MCPP deutet sich dagegen ein zweiphasiger Verlauf in den kinetischen
Kennlinien an, wie aus der groBeren Auflosung deutlich wird (Abbildung 31B). Bei einer
Substratkonzentration von 90-150 uM ist hier ein ausgeprigtes Plateau zu erkennen. Im Falle
des Methyl-Chlor-Derivates der Phenoxypropionate kommt es im untersuchten Bereich zu
keiner Substratiiberschusshemmung. Fiir beide Phenoxypropionate weist das SdpApasp-1 im

Vergleich zum SdpAp»30-2 die hoheren Umsatzraten auf.

0 1000 2000 3000 4000 5000
c(Substrat) [pM]

Abbildung 32: Kinetische Kennlinien des SdpA aus Sphingobium herbicidovorans MH (8)-DP (0),
(S)-MCPP (—)
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Die Kennlinien des SdpApy verhalten sich sehr dhnlich zu denen aus P230. Im Falle von
(S)-DP ist ein stetiger Anstieg gefolgt von einem Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit zu
beobachten. Mit (S)-MCPP als Substrat ist der Anstieg der Umsatzraten von einem Plateau
unterbrochen, dies wird wiederum durch eine erhohte Auflosung deutlich (Abbildung 32),
Substratiiberschusshemmung wurde nicht beobachtet. Fiir keines der Herbizide war ein sig-

moidaler Kurvenverlauf eindeutig nachzuweisen.

3.3.4.2 Die Kennlinien der (R)-spezifischen Dioxygenasen
In Abbildung 33A sind die Kennlinien der RdpA-Enzyme beziiglich des (R)-DP dargestellt.

Die nativen Enzyme aus MC1, P230 und MH zeichnen sich allesamt durch einen zweiphasi-
gen Anstieg aus. Bei einer (R)-DP-Konzentration zwischen 25-60 pM kommt es zu einer Pla-
teau-Bildung. Die Kennlinien des RdpAwc, stimmen sehr gut mit der des RdpAwy iiberein.
Die Umsatzraten des rekombinanten Proteins steigen im Gegensatz zu den nativen Enzymen
stetig an. Die Kennlinien beziiglich des (R)-MCPP (Daten nicht dargestellt) verhalten sich
analog zu dem fiir (R)-DP dargestellten Bild. Fiir keines der Herbizide konnte im untersuch-
ten Bereich eine Substratiiberschusshemmung nachgewiesen werden.

Wie fiir die SdpA-Enzyme konnte auch fiir die RdpA-Enzyme ein sigmoidaler Kurvenverlauf
nachgewiesen werden, was in den Abbildungen 30D-F exemplarisch fiir das RdpAwc;-rec
dargestellt wurde. Die (R)-spezifischen Enzymformen aus MCI konnten zwar nicht komplett
voneinander getrennt und in reiner Form dargestellt werden, aber es ist gelungen, Anreiche-
rungspréparate von den RdpAyc -Enzymformen I1 und I3 zu erhalten. Die kinetischen Kenn-
linien dieser Formen beziiglich des (R)-DP und des 2,4-D sind in den Abbildungen 33C und
D zu sehen. Es ist zu bemerken, dass die Kennlinien nicht stetig, sondern unter Ausbildung
eines Plateaus ansteigen. Wie bei dem RdpAwici-Priparat nach HIC kann auch fiir die Enzym-
formen keine Substratiiberschusshemmung nachgewiesen werden.

In Abbildung 33B sind die Abhéngigkeiten der Umsatzraten der RdpA-Enzyme aus MCl1,
P230, MH und des rekombinanten RdpA von der 2,4-D-Konzentration dargestellt. Sowohl fiir
das RdpAps30 als auch fiir das rekombinante RdpA kann deutlich eine stetige Zunahme der
Umsatzgeschwindigkeit mit steigender 2,4-D-Konzentration konstatiert werden. Die Kineti-
ken der Enzyme aus MC1 und MH weisen im Gegensatz dazu im Bereich von 250-400 uM
2,4-D ein deutlich ausgeprigtes Plateau auf, die Kennlinien der beiden Enzyme sind fast iden-
tisch. Die Kinetiken des MCPA-Umsatzes (nicht dargestellt) zeigen ein dhnliches Bild wie die
der 2,4-D-Spaltung. Fiir Sauerstoff, o-KG und Fe(IT) wurden ebenso wie bei den SdpA-

Enzymen stetige sigmoidale Kurvenverldufe gefunden (nicht dargestellt).
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Abbildung 33: Kinetische Kennlinien der RdpAmci- (0), RdpApzse- (0) und RdpAvu-Enzymformgemische
(x) sowie des RdpAnc;-rec (A) fiir (R)-DP (A) und (2,4-D (B) (Umsatzgeschwindigkeiten mal zwei fiir
MC1, MH und rec); Kinetische Kennlinien der RdpA-Enzymformen I1 (0) und I2 (A) beziiglich (R)-DP
(C) und 2,4-D (D), E: Lineweaver-Burk-Darstellung der kinetischen Daten des RdpAy,-rec (0), F: kineti-
sche Kennlinie des RdpAnc;-rec (o) mit hyperbolem Plot (gepunktete Linie) und sigmoidalem Plot
(durchgezogene Linie)
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3.3.5 Kinetische Konstanten
Der Ky-Wert charakterisiert die Substratkonzentration, bei der das Enzym dic halbmaximale

Reaktionsgeschwindigkeit erreicht. Er ist ein MaB fiir die Affinitéit des Enzyms zu einem Sub-
strat. Je kleiner der Ky-Wert ist, desto affiner ist das Enzym fiir den Reaktionspartner. Ky
gibt die Anzahl der Substratumsitze pro aktiven Zentrums im Enzym in einer bestimmten
Zeiteinheit an. Je groBer ki, ist, desto schneller wird ein Stoff von dem Protein umgesetzt.
Der Quotient aus kyy und Ky wird als katalytische Effizienz bezeichnet und gilt als MaB der

Substratspezifitit. Hohe Werte sind ein Hinweis auf eine hohe Substratspezifitit des Enzyms.

3.3.5.1 Konstanten der (S)-spezifischen Enzyme
In Tabelle 26 wurden die kinetischen Konstanten der SdpA-Proteine zusammengefasst. Die

Konstanten sind hierbei als apparente Werte zu verstehen; sie wurden wegen der teilweise
unsteten Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit (3.3.4.1) mit steigender Substratkonzentra-
tion, d.h. wegen des Auftretens von Plateaus, als ,,Overall Kinetik* bestimmt und spiegeln
daher die Summe der Eigenschaften der Enzymformen im Gemisch wider.

So unterschiedlich die SdpA-Enzyme in ihren Substratverwertungsspektren (3.3.2.2) und ki-
netischen Kennlinien (3.3.4.1) sind, so verschieden stellen sich auch ihre kinetischen Kon-
stanten dar. Die Herbizide (S)-DP und (S)-MCPP werden von den Enzymen aus MC1 und
MH mit jeweils in etwa identischen Ky-Werten gebunden. Die Ky-Werte des Enzyms aus
MH sind allerdings etwa 5mal so hoch, wie die des Stammes MC1. Im Gegensatz dazu wer-
den diese beiden Herbizide von den (S)-spezifischen Enzymen des P230 mit stark unter-
schiedlichen Affinitdten gebunden, der Ky-Wert fiir (S)-DP ist mit 200 uM etwa 3,6mal klei-
ner als der fiir (S§)-MCPP. Die Phenoxyacetat-Derivate werden von den SdpA-Enzymen aus
MC1 und MH ebenfalls gespalten, dabei sind die Ky-Werte des SdpAyc; wie schon fiir die
Phenoxypropionate gesehen, etwa 5mal niedriger als beim SdpAwmy. Bemerkenswert ist, dass
die Enzyme aus dem Stamm P230 Phenoxyacetate nicht umsetzen konnen. Nach dieser Uber-
sicht zeigt das SdpAwc, fiir alle Herbizide die héchsten Affinititen. Die beiden
(S)-spezifischen Enzyme aus P230 unterscheiden sich in ihren Affinititen zu den Herbiziden
kaum. Bei den Wechselzahlen zeigt sich ein anderes Bild. Sind die Affinititen der SdpApaso-
Enzyme zu den jeweiligen Herbiziden noch nahezu identisch, so unterscheiden sich ihre
Wechselzahlen signifikant voneinander. Das SdpApae-1 setzt die beiden Phenoxypropionat-
Herbizide mit der doppelten Geschwindigkeit um wie das SdpApysg-2. Wihrend die SdpA-
Enzyme aus P230 und MH das (S)-MCPP mit etwa 2,5fach htheren Wechselzahlen umsetzen
als das (S)-DP, ist dies beim SdpAmc; genau umgekehrt. Die héchsten Umsatzraten fiir das
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(S)-Enantiomer des 2,4-Dichlorphenoxypropionates werden vom SdpAyc; erreicht, fiir das
(S)-MCPP jedoch von den Enzymen aus P230 und MH. Die Phenoxyacetate werden vom
SdpAuci mit héheren Wechselzahlen gespalten als vom SdpAmp.

Des Weiteren unterscheiden sich die (S)-spezifischen Enzyme der drei Stimme durch ein un-
terschiedliches Verhalten bei hohen Substratkonzentrationen. Im Falle vom (S)-MCPP ist das
Enzym aus MCI das einzige, das sich im untersuchten Konzentrationsbereich durch Hemm-
kinetiken auszeichnet. Fiir (S)-DP zeigen dagegen alle untersuchten Enzyme eine Hemmkine-
tik, wobeti das SdpAwmc) den niedrigsten K; fiir dieses Herbizid aufweist. Die Hemmkonstanten
der anderen Enzyme liegen tiber denen des SdpAwmc).

Die Affinititen gegeniiber dem zweiten Substrat, dem «-KG, sind bei den verschiedenen En-
zymen nahezu identisch und liegen bei 18 pM. Der Ky-Wert fiir den Sauerstoff wurde nur fiir
das SdpAwmc; bestimmt, dieser liegt bei 29 uM, hier beobachtet man eine Uberschusshem-
mung mit einem K;-Wert von etwa 4500 uM. Dies sollte aber keine Rolle spielen, da wissrige

Losungen bei 30°C bereits bei einem Sauerstotfgehalt von 2000 uM gesittigt sind.

Fiir das SdpAwc: ist es gelungen, das Enzymformengemisch aufzuldsen und einzelne Enzym-
formen voneinander zu trennen und zu analysieren. Diese zeigen kinetische Kennlinien mit
signifikant unterschiedlichem Verlauf (3.3.4.1.1), und folglich unterscheiden sich die kineti-
schen Konstanten. Generell ist zu bemerken, dass sich dabei Unterschiede in den Affinititen
der Enzyme zu den Substraten geringer bemerkbar machen, als dies fiir die Umsatzraten fest-
gestellt wird. Die Enzymform SdpAwmc)-I1 zeichnet sich fiir alle Substrate durch niedrigere
Kn-Werte aus als die Form-I2. Die Unterschiede zwischen den Affinitdten liegen bei 25% fiir
die Phenoxyacetate und bei 40% fiir das (S)-MCPP (Tabelle 26). Die Affinitat zu den Sub-
straten sinkt fiir beide Enzymformen in der Reihenfolge (S)-MCPP > (S)-DP > MCPA > 2,4-
D. Damit binden 1.) die Phenoxypropionate affiner an das aktive Zentrum als die Phenoxya-
cetate und 2.) die 4-Chlor-2-methyl-Derivate besser als die 2,4-Dichlor-substituierten Verbin-
dungen.

Die Umsatzraten des SdpAmc-I1 liegen ebenso wie die Affinitdten allesamt {iber denen der
Form-12, wobei die Unterschiede zwischen 20 und 100% liegen. Obwohl die Enzyme fiir
(S)-DP einen hoheren Ky-Wert als fiir (S)-MCPP aufweisen, wird dieses Substrat von beiden
Enzymen mit der groBBten Umsatzrate gespalten, gefolgt von (S)-MCPP, MCPA und 2,4-D.
Ein wesentlicher Unterschied zwischen den Enzymformen des MC1 zeigt sich beim Vergleich
der ki./Km-Werte. Dabei erkennt man, dass die Form I1 das Substrat (S)-MCPP nur mit 66%

der relativen katalytischen Effizienz wie fiir das (S)-DP umsetzt. Fiir 12 sind dagegen die kata-
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lytischen Effizienzen fiir beide Herbizide identisch; damit ist das (S)-Mecoprop fiir das
SdpAmci-12 ein kinetisch besseres Substrat als fiir I1. Ein dhnliches Profil ergibt sich fiir die
Substrate 2,4-D und MCPA. Zusammenfassend ist zu bemerken, dass die Enzymform I1 sich
also durch eine hohe Spezifitit fiir das (S)-DP auszeichnet, die Form 12 weist cher ein breites
Substratverwertungsspektrum auf.

Unterschiede in den beiden Enzymformen zeigen sich auch bei der Substratiiberschusshem-
mung, die im Falle von I2 ausgeprigter ist (Tabelle 26). Fiir das (S)-MCPP unterscheiden sich
dic Substrathemmkonstanten kaum und fiir die Phenoxyacetate konnten keine nachgewiesen
werden.

Vergleicht man die Ergebnisse in den Enzymformen von SdpAnc; mit denen des rekombi-
nanten SdpAwmci-rec, so zeigt sich, dass diese fiir I1 sowoh! hinsichtlich der kinetischen Kenn-

linien als auch Konstanten mit dem iiberexprimierten Enzym am #hnlichsten sind.

3.3.5.2 Konstanten der (R)-spezifischen Enzyme
Die RdpA-Proteine der drei untersuchten Stimme, einschlieBlich des rekombinanten RdpA

zeichnen sich durch eine identische Primérstruktur aus, was die Annahme nahelegt, dass sich
die Enzyme aus kinetischer Sicht ebenfalls identisch verhalten sollten. Dies ist jedoch nicht
durchgéingig der Fall. Zwar erwiesen sich die RdpA-Enzyme aus MC1 und MH als kinetisch
identisch, die kinetischen Parameter des Enzyms aus P230 und des rekombinanten RdpA wei-
chen jedoch von denen des RdpAmc: und RdpAwy signifikant ab (Tabelle 27). Das RdpApasg
zeichnet sich fiir alle getesteten Herbizide durch héhere Affinititen und auch héhere Wech-
selzahlen aus. Die Ku-Werte sind dabei zwischen 30 und 60% niedriger als die korrespondie-
renden des RdpAyc), die Wechselzahlen iibersteigen die des RdpAme; um das 1,4-3fache.
Der Vergleich zum rekombinanten RdpA zeigt, dass das Enzym aus P230 auch hier hinsicht-
lich Ky als auch ki, besser ist.

Allen untersuchten RdpA-Enzymen ist gemeinsam, dass die Affinitdten zu den Herbiziden
und die Wechselzahlen der Spaltung in der Reihenfolge (R)-DP > (R)-MCPP > MCPA >
2,4-D sinken. Bei Betrachtung der katalytischen Effizienz zeigt sich ein homogenes Bild fiir
die Phenoxypropionate derart, dass (R)-MCPP durch die RdpA aller drei Stimme nur etwa
0,4mal so effizient gespalten wie (R)-DP. Letztere Enzyme spalten die Phenoxyacetate nur
mit etwa 1% der Effizienz fiir (R)-DP, das RdpApz3o noch mit 2,5%. Schaut man auf die
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absoluten Werte, so wird offensichtlich, dass die Phenoxypropionate von RdpApasg etwa dop-
pelt, die Phenoxyacetate sogar 8mal so effizient gespalten werden wie durch die RdpA-
Enzyme aus MCI und MH. Die Affinitidten der RdpA-Enzyme zu dem zweiten Substrat, dem
o-KG, sind in allen drei Stimmen wiederum gleich; der Ky-Wert betriigt auch hier etwa
18 uM. Die Abhiingigkeit von der Sauerstoffkonzentration wurde nur fiir das RdpAwmc) unter-
sucht, der Ky-Wert liegt bei 400 pM.

Die angereicherten Enzymformen I1 und 13 des RdpAyc; zeichnen sich durch identische Ky-
Werte aus. Auch die relativen katalytischen Effizienzen verhalten sich zueinander schr #hn-
lich. Absolute Wechselzahlen konnten aufgrund von zu geringen Proteinmengen nicht ermit-

telt werden.

3.3.6 Reaktionsmechanismus
Zur Ermittlung der Reaktionsmechanismen der Enzyme SdpAmer und RdpAwme; wurden

Zweisubstratkinetiken unter Variation der Substrate a-KG und Herbizid durchgefiihrt.

Die Primdrauftragung der gewichteten Messdaten des Umsatzes von (S)-DP durch SdpAwyc,
bei Anwesenheit verschiedener a-KG-Konzentrationen ist in Abbildung 34 dargestellt. Diese
zeigt, dass sowohl mit steigender (S)-DP- als auch a-KG-Konzentration die Umsatzge-

schwindigkeit zunimmt.
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Abbildung 34: Primérauftragung des Umsatzes von (S)-DP durch SdpAmc: bei Anwesenheit verschiede-

ner a-KG-Konzentrationen (1uM (¢), 2,5 pM (—), 5 pM (), 7,5 uM (o) und 10 pM (A)) nach Lineweaver-
Burk (gewichtete Werte)

. 5 e
Die aus der Primérdarstellung (—=m

+n) gewonnenen Anstiege (m) und Abschnitte
CSilb.v.'rar

(1) wurden dann in Abhéngigkeit zur Konzentration des a-KG dargestellt (Abbildung 35A
und B). Aus den Anstiegen und Abschnitten der so entstandenen Kurvenziige konnten die so

genannten Dalziel-Koeffizienten @g, @, @, und @, ermittelt werden (Tabelle 28).
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Abbildung 35: Sekundirauftragungen: Anstiege (A) und Abschnitte (B) der Primirauftragung gegen die
reziproke o-KG-Konzentration

Mit Hilfe der Dalziel-Koeffizienten und der Gleichung 10 ldsst sich dann der Reaktionsme-
chanismus berechnen:
@, - D,
7*5
(DIZ ) (Dn

Gleichung 10: Term zur Ermittlung des Reaktionsmechanismus bei Mehrsubstratreaktionen

1

Tabelle 28: Dalziel-Koeffizienten der Phenoxypropionat-spaltenden Enzyme aus Delftia acidovorans MC1

@ [min']  ®; [uM-min] &, [uM'min] @y, [uM>min]
RdpAwci 0,020 0,526 0,021 0,712
SdpAmc 0,011 0,128 0,014 0,364

Das Ergebnis der Gleichung 10 ist sowohl fiir das RdpAwc als auch das SdpApc; kleiner als
1, was ein starker Hinweis auf das Vorliegen eines ordered BiBi-Mechanismus in Bezug auf
die Bindung der Herbizide und o-KG ist. Ein ordered BiBi-Mechanismus bedeutet, dass Sub-
stratbindung und Produktabldsung am aktiven Zentrum in einer definierten Reihenfolge ab-
laufen, Variationen sind nicht méglich. Weitere Beweise fiir diesen Mechanismus konnten
nicht erbracht werden, da keine Produkthemmung auftrat, womit ausschlieBlich fiir die Bin-
dung der Substrate, nicht aber fiir die Ablésung der Produkte ein ordered-Mechanismus
nachgewiesen wurde. Eine experimentelle Einbeziehung der Sauerstoffkonzentration, dem
dritten Substrat der Enzyme aus MC1, hat nicht stattgefunden. Aber auch dieses Substrat soll-
te in einem ordered-Mechanismus gebunden werden, so dass von einem ordered TerTer-

Mechanismus fiir die Substratbindung wahrscheinlich ist.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die initialen Enzyme des Phenoxyalkanoat-
Abbaus der Bakterienstimme Delftia acidovorans MC1, Rhodoferax sp. P230 und Sphingobi-
um herbicidovorans MH sowohl proteinbiochemisch als auch enzymkinetisch charakterisiert.
Es konnten Erkenntnisse iber den enantioselektiven Abbau der 2-Phenoxypropionate und ein

erster Einblick in die Struktur-Funktionsbeziehungen dieser Proteine gewonnen werden.

4.1 Enzymausstattung
Bei der Suche nach Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzymen in den Stimmen MC1, P230 und

MH wurde sich auf a-Ketoglutarat-abhingige Dioxygenasen konzentriert, da Hinweise auf
solche Enzymaktivitdten schon vorlagen (Nickel et al., 1997; Miiller et al., 2001). Nach Mo-
nooxygenase-Aktivitit, wie sie z.B. fiir die Phenoxybutyrat- (Striuber et al., 2003) und
2,4,5-Trichlorophenoxyacetatspaltung (Xun und Wagnon, 1995) beschrieben wurden, wurde
nicht gesucht. Alle drei untersuchten Stimme sind zur kompletten Spaltung der
(R,S)-Enantiomere der Phenoxypropionate (R,S)-2-(2,4-Dichlorphenoxy)propionat (2,4-DP)
und (R,S)-2-(4-Chlor-2-methylphenoxy)propionat (MCPP) als auch zur Spaltung der Pheno-
xyacetate 2,4-Dichlorphenoxyacetat (2,4-D) und 4-Chlor-2-methylphenoxyacetat (MCPA)
(Ehrig et al., 1997, Miiller et al., 1999a) in der Lage. Der Stamm MH kann zusiitzlich noch die
Phenoxybutyrate verwerten (Horvath et al., 1990).

Trotz Verwertung derselben Herbizide unterscheiden sich die drei Stimme doch erheblich in
ihren jeweiligen Abbauraten. So wird das (R,S)-DP vom Stamm MC1 mit der dreifachen Ge-
schwindigkeit wie vom Stamm P230 abgebaut (Miiller et al., 2001). Besonders deutliche Un-
terschiede sind auch in der Verwertung der Phenoxyacetate zu erkennen. MH spaltet das
2,4-D mit der gleichen Geschwindigkeit wie das (R,S)-DP (Horvath et al., 1990), wihrend
MC1 dieses Herbizid nur mit 1/5, P230 sogar nur mit 1/7 der Geschwindigkeit der (R,S)-DP-
Spaltung umsetzt (Miiller et al., 2001). Auch fiir den Abbau der anderen Herbizide wurden
signifikante Unterschiede gefunden. Die Ursache fiir das unterschiedliche Abbauverhalten der
Stimme sollte das Resultat unterschiedlicher Enzyme fiir die Verwertung der Phenoxyalkano-
ate sein. Da im Genom aller drei Stimme die Gene des kompletten modifizierten ortho-
Weges sowie zu einem Teil die Enzyme selbst nachgewiesen werden konnten (Zipper et al.,
1996; Miiller et al., 2001; Smejkal et al., 2001), sollte der Unterschied vor allem im ersten

Schritt der Phenoxyalkanoat-Verwertung zu finden sein.

77



Diskussion Enzymausstattung

Wie aus Induktionsversuchen, insbesondere mit den Stimmen P230 und MH, bekannt ist,
erfolgt die Spaltung der Phenoxypropionate in den drei untersuchten Stimmen enantiospezi-
fisch. Das heilt, es gibt je ein Enzym fiir die Spaltung der (R)-Enantiomere und eins fiir die
der (S)-Enantiomere (Nickel et al., 1993; Zipper et al., 1998; Miiller und Babel, 1999b; Miil-
ler et al., 2001). Tats4chlich ist es gelungen, diese enantioselektiven Enzyme aus allen Stim-
men zu reinigen und zu charakterisieren.

Die (R)-2-(2,4-Dichlorphenoxy)propionat/a-Ketoglutarat Dioxygenasen aus MC1(RdpAwic)),
P230 (RdpApzp) und MH (RdpAmp) sind einander sehr dhnlich. Sie sind hoch affin fiir
(R)-Enantiomere der Phenoxypropionate und spalten diese mit hohen Umsatzraten. Phenoxy-
acetate stellen dagegen wesentlich schlechtere Substrate dar. Sie werden lediglich mit 10-20%
der Spaltungsaktivitit des (R)-DP umgesetzt, die Ky-Werte sind hoch.

Die (S)-2-(2,4-Dichlorphenoxy)propionat/o-Ketoglutarat Dioxygenasen (SdpA) dieser Stim-
me unterscheiden sich dagegen stark. Aus Delfiia acidovorans MC1 konnte mit siulenchro-
matographischen Techniken eine zur Spaltung der (S)-Phenoxypropionaten befihigte Dioxy-
genase gereinigt werden: das SdpAwici. Dieses Enzym ist in der Lage, neben dem (S)-DP und
(S)-MCPP auch die Phenoxyacetate 2,4-D und MCPA in erheblichem Umfang (35-45% der
(5)-DP-Spaltungsaktivitit) umzusetzen. Im Gegensatz dazu wurden aus Rhodoferax sp. P230
zwel (S)-spezifische Enzyme (SdpApzso-1, SdpApso-2) gereinigt, die den Umsatz der
(S)-Phenoxypropionate, nicht aber den der Phenoxyacetate katalysieren. Die beiden SdpA-
Enzyme aus P230 sind in ihren Substratverwertungsspektren identisch, unterscheiden sich
aber in ihren Umsatzraten. Sphingobium herbicidovorans MH exprimiert ebenfalls zwei
(S)-spezifische Enzyme, die sich im Gegensatz zu den Enzymen aus P230 im Substratverwer-
tungsspektrum unterscheiden. Eines der Proteine setzt die (S)-Phenoxypropionate und die
Phenoxyacetate (17-28% der (S)-DP-Spaltungsaktivitit) um, und das andere verwertet neben
den genannten Substraten zusitzlich die Phenoxybutyrate. Allen (S)-spezifischen Enzymen ist
gemeinsam, dass sie die (S)-Phenoxypropionate 2,4-DP und MCPP spalten. Sie unterscheiden
sich jedoch in ihrem bevorzugten Substrat. Wird das (S)-DP vom SdpAyc; mit der hichsten
Rate umgesetzt, so spalten die (S)-spezifischen Enzyme aus P230 und MH dieses Substrat mit
wesentlich kleineren Raten als das (S)-MCPP.

Die gemessenen Enzymaktivititen erkldren jedoch keineswegs die beschriebenen Abbauraten
der Bakterienkulturen. Fiir MH wurde in Abbauversuchen gefunden, dass die Herbizide
(R,S)-DP und 2,4-D mit dhnlichen Geschwindigkeiten umgesetzt werden (Horvath et al.,
1990). Im Rohextrakt dieser Zellen wurde aber 10mal mehr Spaltungsaktivitit fiir die Pheno-
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xypropionate als fiir das 2,4-D nachgewiesen. Eine #hnliche Diskrepanz wurde fiir den
(R,S)-DP- und (R,S)-MCPP-Abbau entdeckt, obwohl die MH-Zellen das Mecoprop mit nur
80% der Umsatzrate des Dichlorprop spalten, weist der Rohextrakt der Zellen 1,5mal mehr
Spaltungsaktivitit fiir das Mecoprop als fiir das Dichlorprop auf (3.1.3). Auch fir Delftia aci-
dovorans MC1 und Rhodoferax sp. P230 geben die im Rohextrakt gefundenen Enzymaktivi-
titen die Abbauraten der intakten Zellen (Miiller et al., 2001) nicht wider. Das Verhiltnis der
Spaltungsaktivitdten der (R)- zu den (S)-Enantiomeren ist in den intakten MCI-Zellen mit 4
etwa 2,7mal so hoch wie im Rohextrakt. Eine Bakterienkultur von P230 spaltet die
(R)-Enantiomeren des 2,4-DP mit wesentlich héheren Raten als das (S)-DP. Im Rohextrakt
der Zellen wurde jedoch signifikant mehr Spaltungsaktivitit fiir das (S)-Enantiomer des Dich-
lorprop gefunden. Die Griinde fir die Unterschiede zwischen den Abbaupotenzialen der in-
takten Zellen und der Rohextrakte konnen vielfiltig sein, als Hauptursache werden jedoch die
Aktivititsverluste angesehen. Das TfdA aus Delftia acidovorans P4a zeigt ohne Zusatz von
Ascorbat, Eisen(Il) und 2,4-D im Aufschlusspuffer hohe Aktivititsverluste (Reinhold, 1998).
Aufgrund der Instabilitdt des TfdA aus Ralstonia eutropha JIMP 134 wurden Aktivitdtsbe-
stimmungen nur mit ganzen Zellen vorgenommen (Pieper et al., 1988). Fiir {iberexprimiertes
TfdA aus Ralstonia eutropha JMP134 wurde eine hohe Instabilitit aufgrund von Proteolyse
beschrieben (Fukumori und Hausinger, 1993b). Proteolytische Prozesse kénnen jedoch fiir die
Enzyme aus P230 (Ruhland, 2003) und MC! (Westendorf et al., 2003) als Grund fiir Aktivi-
tatsverluste ausgeschlossen werden, da die Zugabe von Proteaseinhibitoren nicht zu erhdhten
Enzymaktivititen fiihrte. Die von der Substratspaltung entkoppelte oxidative Decarboxylie-
rung des a-KG fiihrt beim TfdA und TauD zu einem starken aber reversiblen Aktivititsver-
lust (Liu et al., 2001; Ryle et al., 2003a). Ein solcher Effekt kdnnte beim Zellaufschluss auf-
treten und Einfluss auf die Spaltungsaktivitidten nehmen. Auch anderweitige Griinde wie kur-
ze Halbwertszeiten der Proteine in der Zelle, irreversible Schidigungen des Proteins usw.
koénnen extreme Aktivititsverluste verursachen, ja sogar die Gefahr des totalen Verlustes von
Enzymaktivitdten bergen. So legen die Abbauraten der MH-Zellen das Vorhandensein eines
weiteren Enzyms mit hoher Spaltungsaktivitdt fiir das 2,4-D - dhnlich dem TfdA - nahe. Ein
TfdA-Protein konnte aber nicht gereinigt werden, auch im Genom konnte ein #fd4-Gen nicht
nachgewiesen werden (Zipper et al,, 1996). Im Gegensatz zum MH wurde mit Primern von
konservierten Regionen des #fd4 in P230 ein Amplifikat erhalten (Ehrig et al, 1997), aber

auch aus diesem Stamm konnte ein solches Enzym nicht gereinigt werden. Weitere Griinde
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fiir Unterschiede in dem Spaltvermdgen ganzer Zellen und dem Rohextrakt konnen unter-
schicdliche Reaktionsbedingungen sein. In der Zelle liegen die Substrate nicht in séttigenden
Konzentrationen vor. Die Enzyme konkurrieren miteinander und mit dem weiteren Stoff-
wechsel um die Substrate (O'Brien et al., 2003). Hier spielen vor allem Effekte im Zusam-
menhang mit der Bereitstellung und Regeneration von a-Ketoglutarat (a-KG) eine Rolle
(Miiller und Babel, 2000). Aber auch die Enzyme selbst unterliegen regulatorischen Einfliis-
sen. So konnte fiir MCI1 gezeigt werden, dass bei hohen stationiren (R,S)-DP-
Konzentrationen der Gehalt des SdpA in der Zelle abnimmt (Benndorf et al., 2004). Als einen
weiteren Grund fiir die unterschiedlichen Substratverwertungspotenziale intakter Zellen und
deren Rohextrakte seien hier Induktionsphinomene angefiihrt; nicht alle Enzyme sind konsti-
tutiv wie die RdpA-Proteine aus P230 und MC1 sowie die SdpA-Enzyme aus MC1 und MH,
vielmehr wurde fiir die (8)-spezifischen Enzyme aus P230 und dem RdpAwmy eine Induzier-
barkeit nachgewiesen (Nickel et al., 1997; Miiller et al., 2001). Ebenso konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass es auch im Stamm MH ein induzierbares (8)-spezifisches Enzym gibt.

Die Unterschiede der Verwertungseigenschaften der Stimme und der Enzymaktivititen im
Rohextrakt miissen nicht zwangsliufig auf Aktivititsverluste zuriickzufiihren sein. Das Prob-
lem der Substrataufnahme darf ebenfalls nicht unberiicksichtigt bleiben. Fiir 2,4-D ist bei
Ralstonia eutropha JMP134 gezeigt worden, dass ein Transportprotein, TfdK, im Operon der
2,4-D-Degradation integriert ist. Dieses Gen gehort in die Superfamilie der MFS (major faci-
litator superfamily)-Transporter, es ordnet sich in die Untergruppe der aromatischen Sdure/H”
Symporter ein (Pao et al., 1998). Eine Eliminierung dieses Gens fiihrt im obigen Stamm zu
einer Beeintrichtigung der 2,4-D-Aufnahme bei kleinen Konzentrationen, bei hiheren spielt
dies offensichtlich keine Rolle mehr (Leveau et al., 1998). Zur Erginzung dazu wurden Phi-
nomene aktiven Transports auch fiir MH beschrieben, hier mit deutlich enantioselektiven Ei-
genschaften unterlegt. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Anwesenheit von 2,4-D bei-
spiclsweise die Induktion dieser Proteine und damit eine Aufnahme unterdriickt wird (Zipper
et al., 1998). Versuche mit *C-markiertem 2,4-D zeigen auch fiir MC1 eine aktive Aufnahme
und Aufnahmekinetiken, die in Abhéngigkeit von den Wachstumssubstraten (2,4-DP, 2,4-D)
und anderen Kultivierungsbedingungen (pH) sehr unterschiedlich verlaufen, d.h. stark auf
eine Rolle solcher Prozesse fiir die Herbizidverwertung hinweisen (D. Hoffmann und R.H.

Miiller, persénliche Mitteilung).
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4.2 Proteinbiochemie
Die RdpA-Proteine der Stimme MC1, P230 und MH sind Produkte ein und desselben Gens,

dem rdpA (Schleinitz et al., 2004). Die Molmasse des nativen Proteins wurde mit 113 kD be-
stimmt, die des denaturierten mit 35,8 kD, was fiir eine trimere Struktur des Proteins spricht.
Ein trimeres Protein ist in der Natur selten, da es unsymmetrisch ist, und wurde bislang in der
Gruppe der a-KG-abhingigen Dioxygenasen nicht beschrieben, obwohl die Gruppe ansonsten
sehr heterogen in ihrer Quartdr-Struktur ist (1.2). Bei dem SdpAwmc handelt es sich im Gegen-
satz zum RdpA um ein dimeres Protein, die Molmasse eines Monomers betrdgt 32,5 kD. Die
Quartdr-Strukturen der (S)-spezifischen Enzyme aus P230 (MM eines Monomers: 32,2-
32,4 kD) und MH (MM eines Monomeres: 32,2 kD) konnten bislang nicht aufgeklirt werden,

da keine reinen Priparate gewonnen werden konnten.

4.2.1 Sequenzanalyse
Die Sequenzanalyse der RdpA- und SdpA-Proteine aus MC1 und MH zeigen nur wenig Se-

quenzidentititen (30-40%) und —&hnlichkeiten (etwa 50%) zu TfdA- und TauD-Enzymen. Der
Vergleich der RdpA und SdpA-Aminosiuresequenzen ergibt etwa das gleiche Bild (28% I-
dentitit, 47% Ahnlichkeit). Untereinander sind die (S)-spezifischen Enzyme jedoch zu 60%
identisch und zu 70% &hnlich. Die Verwandtschaftsverhiltnisse einiger Phenoxyalkanoat-
spaltender Enzyme sind in Abbildung 36 dargestellt. Aus dieser Abbildung wird deutlich,
dass die RdpA- und SdpA-Enzyme der drei Stimme phylogenetisch verschiedene Zweige
innerhalb der Gruppe(ll) der a-KG-abhingigen Dioxygenasen bilden, die Verwandtschaft ist
cher entfernt. Die RdpA-Enzyme bilden einen Zweig mit dem TauD aus E. coli, wihrend die
(S)-spezifischen Enzyme aus MC1 und MH verwandtschaftlich den TfdA-Proteinen niher
stehen, aber trotzdem doch so verschieden von den 2,4-D-spaltenden Enzymen sind, dass die-
se einen eigenen Tochterstrang bilden. Die Zuordnung in einen gemeinsamen Strang legt ei-
nen gemeinsamen genetischen Ursprung nahe, wie er zu einem fiir die [soenzyme der Clava-
minat-Synthase und zum anderen fur die Enzyme Deacetoxycephalosporin-C-Synthase und
Deacetylcephalosporin-C-Synthase beschrieben wurde (Marsh et al., 1992). Demnach sollten
die SdpA-Proteine aus MC1 und MH einst identisch gewesen sein und hétten sich dann durch
unterschiedliche Evolutionsbedingungen voneinander entfernt. Die Zuordnung zu einem sepa-
raten Strang ist jedoch nicht eindeutig. Die Nutzung anderer Programme zur Erstellung von
Verwandtschaftsbiumen ordnen TfdA- und SdpA-Proteine in den gleichen Zweig. Aufgrund
von zu wenig Sequenzdaten derartiger Enzyme kann zur Zeit keine eindeutige Zuordnung zu

Enzymfamilien vorgenommen werden (Schleinitz et al., 2004). Die Ahnlichkeit zwischen den
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TfdA- und SdpA-Proteinen wird auch auf enzymkinetischer Ebene deutlich. Beide Enzyme
spalten  Phenoxyacetate sowie die (S)-Enantiomere der Phenoxypropionate, die
(R)-Enantiomere dienen nicht als Substrat (Nickel et al., 1997; Saari et al., 1998; Miiller und
Babel, 1999).

TauD E. coliK12

RdpA D. acidovorans MC1

—— TfdA Burkholderia sp. RASC

—— TfdA R. eutropha IMP134

—— SdpA S. herbicidovorans MH

10 PAM SdpA D. acidovorans MC1

Abbildung 36: Verwandtschaftsbaum ausgesuchter Phenoxyalkanoat-spaltender Enzyme TauD: E. coli
K12-NP_414902; TfdA: R. eutropha IMP134-P10088; Burkholderia sp. RASC-Q45423; SdpA: S. herbicidovo-
rans MH-Q700X4; D. acidovorans MC1-Q8KSDO; RdpA: D. acidovorans MC1-Q8KSD1

Dic Primérstrukturen der RdpA- und SdpA-Enzyme enthalten wichtige Strukturelemente von
a-KG-abhingigen Dioxygenasen. So konnte das Motiv der Gruppe(II)-Dioxygenasen, H-X-
D-X36.205-D-N-X4-H-Xp-R, in allen Aminosduresequenzen gefunden werden. Alle Amino-
sduren, die im TauD fiir die Fe(II)-Koordination und Bindung des a-KG identifiziert wurden
(Abbildung 15), wurden ebenfalls in den Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzymen aus MCI,
P230 und MH nachgewiesen; sie gehdren zu den hochkonservierten Regionen in den Primér-
strukturen aller Enzyme der Gruppe 1.14.11.- (Roach et al., 1995a; Hogan et al., 2000; Ara-
vind und Koonin, 2001; Clifton et al., 2001; Elkins et al., 2002). Die Aminosiuren, die das
eigentliche Substrat am aktiven Zentrum binden, sind dagegen sehr unterschiedlich. Im TfdA
wurden Arg278, His214, Ser117, Lys95 und Lys71 durch spezifische Mutagenese als 2,4-D-
bindende Reste identifiziert (Dunning-Hotopp und Hausinger, 2002; Elkins et al., 2002). Von
diesen ist lediglich Serl17 in den RdpA- und SdpA-Enzymen konserviert. Das Prolin wird
von der Prolin-3-Hydroxylase mit den Resten Arg95, Arg97, Argl22 und His43 gebunden
(Clifton et al., 2002). Keine dieser Aminoséuren ist in den untersuchten Sequenzen zu finden.
Taurin wird von TauD iiber die Reste Tyr73, Asn95 Serl58, Arg270 und His70 im aktiven
Zentrum ausgerichtet (Elkins et al., 2002). Von diesen Aminoséuren sind Arg270 im RdpA

und Ser158 in den (S)-spezifischen Enzymen aus M1 und MH konserviert.
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Aus der Primérstruktur kénnen mit Hilfe von Modellierungs-Programmen erste Hinweise fiir
die Sekundirstruktur der Proteine abgeleitet werden, indem versucht wird, die Aminoséurese-
quenz mit einer bereits bekannten Sekundirstruktur eines verwandten Proteins abzugleichen.
Mit Hilfe dieser Methode ist es bereits gelungen, die Sekundirstruktur des TauD vorherzusa-
gen. Hierzu wurde die Aminosiduresequenz, die nur zu etwa 8% mit der der Clavaminat-
Synthase iibereinstimmt, in die Sekundirstruktur der Clavaminat-Synthase gefittet. Die so
erhaltene 3D-Struktur stimmt zu 84% mit der der Clacaminat-Synthase {iberein (O Brien et
al.,, 2003) und entspricht zu iiber 90% der Realitit, wie nach Rdntgenkristall-
Strukturuntersuchungen deutlich wurde (Elkins et al., 2002). Auf die gleiche Art und Weise
konnte die Sekundirstruktur der Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus MC1, P230 und
MH vorhergesagt werden. Es wurde das fiir a-KG-abhingige Dioxygenasen typische jelly-
roll-Motiv erhalten. Die fiir die Katalyse essentiellen Reste in den gleichen Strukturelementen

wie 1m TauD.

4.2.2 Multiple Enzymformen
Proteom-Untersuchungen an Delftia acidovorans MC1 nach Wachstum auf (R,S)-DP als ein-

zige Kohlenstoff- und Energiequelle zeigen das Vorhandensein von multiplen Enzymformen
fiir eine Vielzahl von Proteinen (Benndorf et al, 2004). Bei vielen handelt es sich dabei um
Ladungsisomere mit gleicher Masse. So wurden vom TfdB drei Formen, vom TfdD vier For-
men und vom Ef Tu (Elongationsfaktor Tu) drei Formen nachgewiesen. Es konnten auch En-
zymformen gefunden werden, die sich nur in ihrer Masse, nicht aber im pI unterscheiden. Ein
Beispiel hierfiir ist das TfdCy. Auch echte Isoenzyme, Produkte unterschiedlicher Gene, wur-
den nachgewiesen (TfdC; und TfdCy). Es ist auffillig, dass von fast allen Enzymen des modi-
fizierten ortho-Weges mehrere Enzymformen gefunden wurden. Und so iiberrascht es nicht,
dass auch vom RdpAwmci und vom SdpAwc) nach Auftrennung im 2D-Gel multiple Enzym-
formen nachgewiesen werden konnten. Griinde fiir das Auftreten von Enzymformen sind in
der Einleitung beschrieben. Da in MC1 jeweils nur ein Gen fiir das SdpA und RdpA nachge-
wiesen werden konnte (Schleinitz et al., 2004), handelt es sich bei den Enzymformen nicht
um echte Isoenzyme, vielmehr zeichnen sie sich durch eine identische Primarstruktur aus.
Unterschiede sind in einer posttranslationalen Modifizierung zu suchen. Als typische Modifi-
zierungen an o-KG-abhingigen Dioxygenasen wurden Hydroxylierungen an Tryptophan-
resten beschrieben (Liu et al., 2001; Ryle et al., 2003a). An den Tryptophanen 235 und 255
des SdpAwc) konnten Massen-shifts von +16 nachgewiesen werden. Eine solche Massenzu-

nahme korrespondiert mit einer Oxidation des Aminosdurerestes zum Oxindolylalanin (An-
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derson et al., 2002) oder einer Hydroxylierung am Benzolring des Trp, nicht aber mit einer
Hydroxylierung zum 3-Hydroxyindolylalanin. Diese Modifizierung hitte eine Massenzunah-
me von 18 zur Folge. Eine genauere Analyse der Modifikation an den Tryptophanen im
SdpAwmci wurde nicht durchgefiihrt, so dass eine eindeutige Zuordnung der Massenzunahme
zu einer Struktur nicht vorgenommen werden kann. Die Modifikationen an Trp235 und
Trp255 sind in keinem Fall die Ursache fiir das Auftreten verschiedener Spots im 2D-Gel, da
erstens eine Hydroxylierung oder Oxidation von Trp-Resten nicht zur Verinderung von Net-
toladungen fiihrt und zweitens die Modifikationen in den Proteinen aller Spots nachgewiesen
werden konnten. Fiir TauD wurde eine Hydroxylierung des Tyr73 im TauD beschrieben. Die-
se Aminoséure liegt komplexiert mit dem Eisen(Ill) als Catecholderivat im aktiven Zentrum
des Enzyms vor (Ryle et al., 2003a/b). Solche Art Modifikation wurde in den untersuchten
RdpA- und SdpA-Enzymen nicht nachgewiesen, wiirde aber auch nicht zu einer Auftrennung
der Proteinspezies in der isoelektrischen Fokussierung fithren. Der Verlust einer Aminosaure
am C- oder N-Terminus kénnte ebenfalls zu einem verdnderten pl-Wert fiihren, konnte aber
durch massenspektrometrische Analyse der Proteinspots im vorliegenden Falle ausgeschlos-
sen werden. Im SdpAwmc; konnte aber eine Modifikation mit der Masse 209 am Cys237 nach-
gewiesen werden. Die chemische Struktur dieses Derivates konnte bislang nicht ermittelt
werden; diese Massendifferenz kann bekannten Strukturen nicht zugeordnet werden. Aus den
Isotopenmustern des betreffenden Peptides wird jedoch ersichtlich, dass Halogene kein Be-
standteil der Modifizierung sind, also dass unmittelbare Reaktionsprodukte nicht involviert
wurden. Ein weiterer Grund, der gegen eine von Metaboliten des Phenoxyalkanoat-Abbaus
abgeleitete Modifizierung spricht, ist die Tatsache, dass die rekombinanten Enzyme bei Auf-
trennung im 2D-Gel ebenfalls in mehrere Spots separiert wurden und die {iberexpremierenden
Zellen jedoch nie mit den Herbiziden in Beriihrung gekommen sind. Auch findet man die ver-
schiedenen SdpAwc- und RdpAyici-Monomere nach Wachstum von MC1 auf Komplexme-
dium (Benndorf et al., 2004). Aufgrund der ungeraden Masse von 209 wird wahrscheinlich,
dass z.B. eine ungerade Anzahl von Stickstoffatomen Bestandteil der gesuchten Verbindung
ist. Doch selbst die Modifikation am Cys237 sollte nicht der Grund fiir das Aufireten von i-
someren Monomeren im 2D-Gel sein, da ein Peptid mit diesem Charakteristikum nach isoe-
lektrischer Fokussierung in keinem der Proteinspots, sondern nur nach im Losungsverdau mit
Trypsin nachgewiesen werden konnte. Proteine liegen im 2D-Gel komplett reduziert vor. Da
dies im tryptischen Verdau in Lésung durch das Vorhandensein von 50mal mehr Protein in
der Ausgangslosung nicht hundertprozentig gewihrleistet werden kann, liegt die Annahme

nahe, dass das 209er Molekiil durch eine Disulfidbriicke an das Cystein gebunden ist. Weitere
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Untersuchungen sind dazu aber noch nétig. Ein weiterer Hinweis fur die Bindung des Deriva-
tes tiber eine Disulfidbriicke ist die Nicht-Auffindbarkeit einer solchen Modifikation am
RdpAnwci. Dieses Protein konnte mit einer Sequenzabdeckung von iiber 85% analysiert wer-
den. Ein Unterschied zwischen den im 2D-Gel auftretenden Proteinformen wurde jedoch
nicht gefunden. Untersuchungen unter nicht reduzierenden Bedingungen wurden bislang nicht
vorgenommen.

Das Vorliegen von isomeren Monomeren sowohl bei den in E. coli iberexprimierten als auch
bei den nativen Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzymen aus MC1 legt die Vermutung nahe,
dass es sich bei den Modifikationen um einen generellen Mechanismus fiir a-KG-abhingige
Enzyme handelt. So konnte fiir die Thymin-7-Hydroxylase eine Reaktionsmechanismus-
bedingte Modifizierung nachgewiesen werden, Substratanaloga werden zu Verbindungen oxi-
diert, die irreversibel am aktiven Zentrum des Enzyms binden (Thormburg, 1989; Thomburg
und Stubbe, 1993; Lai et al., 1995). E. coli ist der Triger von fauD, einem Gen, dass die
o-KG-abhdngige Taurin-Dioxygenase codiert, und sollte bei Vorliegen eines allgemeinen
Modifizierungsmechanismus fiir solche Enzyme auch in der Lage sein, die Phenoxyalkanoat-
spaltenden Enzyme zu modifizieren. Bei einer MC1 spezifischen Modifizierung wire dies
nicht der Fall. Fithrt man diese Uberlegung zu Ende, dann sollten alle a-KG-abhingigen Dio-
xygenasen modifiziert vorliegen, fiir die RdpA-Proteine aus P230 und MH ist dies auch der
Fall. Ebenso wurden bereits von den SdpA-Proteinen aus P230 isomere Monomere gefunden.
Auch von der y-Butyrobetain-Hydroxylase konnten ladungsisomere Monomere nachgewie-
sen werden. Fiir eine Vielzahl von a-KG-abhingigen Dioxygenasen wurde jedoch keine isoe-
lektrische Fokussierung durchgefiihrt, weshalb eine zu frithe Generalisierung nicht gerechtfer-
tigt ist.

Auch fiir das RdpA-Enzym aus P230 wurden multiple Enzymformen nachgewiesen. Diese
weichen trotz der gleichen Nukleinsduresequenz im Gen von denen des RdpAwmc: ab. Griinde
hierfiir sind nicht bekannt.

Die beiden SdpA-Enzymfraktionen, die aus dem Stamm P230 voneinander getrennt werden
konnten, sind nicht Isoenzyme im Sinne der Definition, sondern erwiesen sich ebenfalls als
multiple Enzymformen. Da sie die gleichen Peptidspaltungsmuster aufweisen, kann ange-
nommen werden, dass sie sich durch identische Primérstrukturen auszeichnen. Die Auftren-
nung der beiden SdpApzsp-Enzyme im 2D-Gel zeigt mehrere, zum Teil identische Spots
(Abbildung 23), aus denen nochmals deutlich wird, dass die Zusammensetzung der Oligome-

re zum Teil aus den gleichen Untereinheiten resultiert. Die verschiedenen monomeren For-
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men der Enzyme unterscheiden sich wieder signifikant in ihren isoelektrischen Punkten, in
ihren Molmassen jedoch nur unwesentlich. Auch fiir diese Proteine konnte die Art der Modi-
fizierung bislang nicht aufgeklirt werden. In der Literatur wurden bisher keine derartigen
Phénomene im Zusammenhang mit Phenoxyalkanoat-spaltenden oder a.-KG-abhingigen Di-
oxygenasen beschrieben. Es konnen also keine Analogien zu bereits Bekanntem gezogen wer-
den.

Detailierte Untersuchungen zur Verschiebung des Enzymformen-Verhiltnisses liegen nicht
vor. Bekannt ist aber, dass die Verhiltnisse der Enzymformen des TfdD und Ef Tu nicht kon-
stant, sondern variabel sind und mit sich &ndernden Wachstumsbedingungen variieren (Benn-

dorf et al., 2004).

4.3 Klassifizierung der Enzyme
Die untersuchten Enzyme katalysieren Reaktionen, die nach dem Schema in Abbildung 37

verlaufen. Es handelt sich somit um Oxidoreduktasen, da der Carbonylkohlenstoff des o-KG
sowie der iiber die Etherbindung an den Aromaten gebundene Kohlenstoff der Seitenkette des
Phenoxyalkanoates oxidiert werden, wihrend der molekulare Sauerstoff reduziert wird (Fu-

kumori und Hausinger, 1993b).

H
R2—C—COOCH H
0 00- 0
SR v
2 _—
+ (IBH + 0=0 > P e 4 C‘:Hz + Co,
[ 2 Coo- CH,
co I
I coo-
cl Coo- cl

Abbildung 37: Reaktionsgleichung der Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus MC1, P230 und MH R1:
-Cl oder —~CH3, R2: -H oder —CH3,

Des Weiteren sind die Enzyme in die Subklasse 14 einzuordnen, da fiir die Reaktion zwei
Elektronendonoren notwendig sind: o-KG und Phenoxyalkanoat. Die weitere Unterteilung
fiihrt zur Sub-Subklasse 11, charakterisiert durch den Einsatz von a-KG als einer der Elektro-
nendonoren sowie durch den Einbau von je einem Atom Sauerstoff in jeden der Donoren.
Diese Charakteristika treffen fiir die hier behandelte Reaktion zu: o-KG ist fiir die Enzymre-
aktion essentiell (Nickel et al., 1997; Miiller et al., 2001) und der Sauerstoff ist sowohl im
substituierten Phenol als auch im Succinat wiederzufinden (Que und Ho, 1996). Die EC-
Nummer lautet also fiir die untersuchten Enzyme 1.14.11.-. Seriennummern wurden noch
nicht vergeben. Andere Enzyme, die dieser Enzymklasse zuzuordnen sind, wiren z.B. die

y-Butyrobetain-Hydroxylase (EC 1.14.11.1), die Taurin-Dioxygenase (EC 1.14.11.17) und die
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Clavaminat-Synthase (EC 1.14.11.21). Allen Enzymen dieser Klasse ist gemeinsam, dass ne-
ben den beiden Substraten auch Eisen(Il) essentiell fiir die Reaktion ist und dass Ascorbat den
enzymatischen Umsatz stimuliert.

a-KG-abhingige Dioxygenasen sind Enzyme mit Nicht-Him-gebundenem Eisen und wurden
von deCarolis und deLuca (1994) aufgrund ihrer katalysierten Reaktionen in die Untergrup-
pen Hydroxylasen, Hydroxylasen/Epoxidasen, Cyclasen, Desaturasen und Ring-Expandasen
unterteilt. Mechanistisch dhnelt die von Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzymen katalysierte
Reaktion der der Hydroxylasen, die Enzyme koppeln die oxidative Decarboxylierung des
o-KG mit der Hydroxylierung des Seitenkettenkohlenstoffatoms, das {iber die Etherbindung
mit dem Aromaten verbunden ist. Das entstandene Hemiacetal zerfillt dann spontan in Dich-
lorphenol und im Falle der Phenoxyacetate in Glyoxylat (Fukumori und Hausinger, 1993b)
bzw. im Falle von Phenoxypropionaten in Pyruvat.

Die Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus den drei Stimmen kénnen aufgrund vom kon-
servierten Sequenzmotiv H-X-D-X|34.205-D-N-X45-H-X¢-R (Hogan, 1999), das in allen gerei-
nigten und charakterisierten Enzymen aus MC1, P230 und MH gefunden werden konnte, der
Gruppe(Il) der a-KG-abhangigen Dioxygenasen zugeordnet werden. Thr Reaktionsmechanis-

mus ist denen der Hydroxylasen sehr dhnlich.

4.4 Reaktionsmechanismus und Enzymstabilitét

Die Enzymreaktionen, die von a-KG-abhiingigen Enzymen katalysiert werden, sind sehr viel-
faltig, trotzdem zeichnen sie sich alle durch einen sehr dhnlichen Reaktionsmechanismus aus.
Eisen(II)-Ionen sind fiir die katalytische Aktivitdt essentiell. Diese werden im aktiven Zent-
rum von zwei Histidin-Resten und einer Carboxygruppe, entweder vom Glutamat oder vom
Aspartat (Hegg et al., 1999; Clifton et al., 2001; Aravind und Koonin, 2001; Elkins et al.,
2002), koordiniert. Daran beteiligt sind Aminosduren, die sich in dem hochkonservierten Se-
quenzmotiv H-X-D-X,34.205-D-N-X4-H-X;o-R wiederfinden (Hogan et al., 1999). Dieses Mo-
tiv findet sich auch bei den RdpA- und SdpA-Enzymen aus MC1, P230 und MH (3.2.1.2). Fiir
die Aminosiuren H-X-D konnte flir andere Enzyme dieser Gruppe eine direkte Beteiligung an
der Bildung des Eisen(II}-Zentrums gezeigt werden (Hegg et al., 1999; Elkins et al., 2002). Im
Zusammenhang der Sequenzdaten der Proteine mit kinetischen Eigenschaften kann eine ana-
loge Organisation der aktiven Zentren der Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aller unter-
suchten Stimme zu den TauD- und TfdA-Proteinen nahegelegt werden. Wie alle a-KG-
abhingigen Dioxygenasen bendtigen auch die untersuchten RdpA- und SdpA-Enzyme Ei-

sen(Il)-Ionen fiir ihre katalytische Aktivitat. Fiir die enantioselektiven Enzyme aus MCI
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konnte eine hemmende Wirkung durch Diethylpyrocarbonat (DEPC), einem spezifischen His-
Modifizierungsreagenz, nachgewiesen werden (Westendorf et al., 2003). Ebenso konnte in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich bei einem mit DEPC behandelten Enzym
dessen a-KG-Bindekapazitit verringert (3.3.1), womit ein direkter Zusammenhang zwischen
den His-Resten, der Enzymaktivitit, der a-KG-Bindung und somit dem aktiven Zentrum des
Enzyms hergestellt werden konnte. Einen weiteren wichtigen Hinweis auf einen TfdA- und
TauD-dhnlichen Reaktionsmechanismus liefert eine Nebenreaktion des Enzyms, die
Selbsthydroxylierung. Werden a-KG-abhingige Enzyme mit a-KG und Sauerstoff inkubiert,
kommt es zu einer Verschiebung der Absorptionsmaxima der Proteine. Ursache fiir diesen
Effekt ist die Hydroxylierung von Aminosiureseitenketten nahe der aktiven Zentren. So wur-
de im TfdA Trp112 hydroxyliert (Liu et al., 2001), im TauD wurden Hydroxylgruppen an den
Trp128, Trp240 und Trp248 nachgewiesen. Ebenfalls findet man in diesem Enzym Tyr256
hydroxyliert vorliegend (Elkins et al., 2002; Ryle et al., 2003). Fiir das SdpAmc; wurde das
gleichermafen beobachtet; hier finden sich Hydroxylierungen an Trp235 und Trp255, abge-
leitet aus MS-MS-Spektren mit Massenshift von +16.

Enzymkinetische Untersuchungen an a-KG-abhingigen Enzymen zeigen einen ordered Me-
chanismus fiir den Substratumsatz (Holme, 1975; Rundgren, 1977b; Myllyli et al., 1977; Pu-
istola et al., 1980; Kivirikko et al., 1989; de Carolis und de Luka, 1993). In dieser Arbeit
konnte ein solcher Mechanismus auch fiir die Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus MC1
(zumindest fiir die Substratanlagerung) gezeigt werden. Die Bindung der Substrate und die
Abldsung der Produkte erfolgt in einer festgelegten Reihenfolge. Wie bereits in der Einleitung
erldutert (1.2.1), existieren zwei grundsitzliche Vorstellungen iiber die Reihenfolge der Anla-
gerung der Substrate. Entweder binden sie in der Folge: a-KG, O, Substrat (Kivirikko, 1972:
Kivirikko et al., 1989; deCarolis und deLuca, 1993) oder in der Folge: o-KG, Substrat, O,
(Holm et al., 1975; Hegg et al., 1999; Elkins et al., 2002; Price et al., 2003). Anhand der vor-
liegenden Daten kann keine definitive Aussage zur Abfolge der Substratbindung am aktiven
Zentrum gemacht werden. Das wiirde detalliertere Studien erfordern. Wegen der sehr dhnli-
chen Reaktion zum TfdA ist eine Bindung in der Reihe: a-KG, Phenoxyalkanoat und Sauer-
stoff als wahrscheinlich anzunehmen. Aufgrund der kinetischen Konstanten ist auch die zwei-
te Bindungsreihenfolge nicht auszuschlieBen, Die multiplen Enzymformen des SdpAuc
zeichnen sich durch identische Ky-Werte beziiglich der Substrate a-KG und Sauerstoff aus,

die Affinititskonstanten beziiglich der Phenoxyalkanoate sind jedoch deutlich verschieden
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(3.3.5.1). AuBlerdem unterscheiden sich die Enzymformen in der Modifizierung der Primiir-
struktur (3.2.3.1). Diese Modifizierung macht sich in ihrem Einfluss auf die kinetischen Kon-
stanten hinsichtlich der Herbizid-Substrate bemerkbar, nicht aber auf die von Sauerstoff und
a-KG. Unterstellt man eine Konformationsénderung des Enzyms wihrend der Reaktion (Sa-
mi et al., 1997; Valegard et al., 1998; Zhang et al., 2000; Clifton et al., 2001; O'Brien et al.,
2003) und korreliert das mit dem kinetischen Verhalten der Enzymformen, so legt das die
Bindung der Substrate a-KG und Sauerstoff vor dem Herbizid nahe. Mechanistisch wire das
so zu verstehen, dass erst die Herbizid-Bindung zu solchen Anderungen im aktiven Zentrum
fithrt, dass die Reaktion durch die Modifizierung moduliert wird. Zur endgiiltigen Klarung der
Bindungsreihenfolge der Substrate und des Reaktionsmechanismus bedarf es noch einiger
Untersuchungen. Fiir TauD jedoch konnte eine Taurin-induzierte Konformationsédnderung

bereits nachgewiesen werden (O'Brien et al., 2003).

Fiir a-KG-abhingige Dioxygenasen konnte eine hohe, eng mit dem Reaktionsmechanismus
verkniipfte Inaktivierungsrate gezeigt werden. Diese Inaktivierungen kénnen sowohl reversi-
bel als auch irreversibel sein. So wurde fiir TfdA gezeigt, dass die Inaktivierung des Enzyms
durch die Anwesenheit von Ascorbat stark verlangsamt wird. Ascorbat iibernimmt wahr-
scheinlich die Rolle eines Antioxidants und reduziert bereits oxidierte Eisen-Zentren (Saari
und Hausinger, 1998). Ein solcher Inaktivierungsschutz konnte auch fiir andere Enzyme die-
ser Gruppe nachgewiesen werden. So verlangsamte sich der Aktivitdtsverlust des TauD durch
Zugabe von Ascorbat um 35% (Ryle et al., 2003a) und bei der Clavaminat-Synthase um 40%
(Salowe et al., 1990). Es wurden aktive Sauerstoffspezies postuliert (Siegel, 1983), um die
Inaktivierung der Enzyme zu erkliren. Entsprechend bestétigt werden konnte dies durch Sta-
bilisierung der Aktivitit nach Zugabe von Katalase (Salowe et al., 1990). Auch die
Selbsthydroxylierung kann zu einer reversible Inaktivierung des Enzyms fithren, durch den
Einsatz starker Reduktionsmittel (Dithionit) kann bis zu 60% der Enzymaktivitit von TfdA,
die so vermindert war, zuriick gewonnen werden (Liu et al., 2001). In dieser Selbsthydroxy-
lierung wird ein Schutzmechanismus des Proteins gesehen, der das Enzym vor irreversiblen
Inaktivierungen wie z.B. einem Bruch der Peptidkette schiitzen soll (Liu et al., 2001; Ryle et
al., 2003a/b). Von irreversiblen Inaktivierungen a-KG-abhingiger Dioxygenasen wurde be-
reits berichtet (Que und Ho, 1996; Solomon et al., 2000), molekulare Details sind jedoch nicht
bekannt. Ein Erklarungsversuch geht von der Reaktion des Enzyms mit Substratanaloga aus,

die durch ihren enzymatischen Umsatz irreversibel an das aktive Zentrum binden. So konnte
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dem 5-Ethynyluracil eine solche Rolle beim Umsatz durch die Thymin-7-Hydroxylase zuge-
wiesen werden (Thomburg, 1989; Thornburg und Stubbe, 1993; Lai et al., 1995), analoges
konnte fiir das Phenylpropioylat beim Umsatz durch TfdA gezeigt werden (Dunning-Hotopp
und Hausinger, 2002).

Starke Aktivititsverluste wihrend der Reaktion konnten auch fiir die Phenoxyalkanoat-
spaltenden Enzyme aus MCI, P230 und MH nachgewiesen werden. Bei Lagerung der En-
zympréparate {iber einen langen Zeitraum hinweg wurden keine oder nur geringe Aktivitits-
verluste festgestellt (Westendorf et al., 2003; Ruhland 2003). Erst im Verlauf des enzymati-
schen Umsatzes wurden z.T. dramatische Inaktivierungskinetiken verzeichnet. Die Auswer-
tung solcher Inaktivierungsprofile zeigt, dass es nach 2000-4000 Umsitzen am katalytischen
Zentrum zum kompletten Verlust der enzymatischen Aktivitdt kommt. Diese Inaktivierung ist
nicht durch den Einsatz von Ascorbat zu verhindern; stirkere Reduktionsmittel sowie der Ein-
satz von Katalase wurden nicht getestet. Mdglicherweise ist dies auch Ausdruck der oben
genannten Selbsthydroxylierung, die in Anwesenheit von ¢-KG und Sauerstoff innerhalb von
einigen Minuten (30 min laut Liu et al., 2001) stattfindet. Auch fiir das SdpAc; konnten
hydroxylierte Proteinspezies nachgewiesen werden (3.2.4.2). Da kinetische Messungen je-
doch innerhalb von zwei Minuten durchgefithrt werden, bleibt der Einfluss dieses Effektes auf

die kinetischen Kennlinien und Konstanten klein.

4.5 Enzymkinetik

4.5.1 Kinetische Kennlinien und Kooperativitit
Fir alle in dieser Arbeit untersuchten Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme (RdpAwc,

RdpAwci-rec, RdpApazo, RApAmu, SdpAumci, SdpAmci-rec, SdpApaze-1, SdpAp23e-2, SdpAmn)
wurden Abweichungen der Enzymkinetiken vom Michaelis-Menten-Verhalten nachgewiesen.
Die Enzympriparate zeigten zum Teil eine Plateaubildung (Reinigungsstufe HIC) und alle
zeichneten sich durch einen sigmoidalen Kurvenverlauf aus. Griinde fiir das Auftreten von
Michaelis-Menten-Verhalten-abweichenden Kennlinien kénnen sein:

e die Enzympriparation bestcht aus [soenzymen

e es existieren alternative Reaktionswege

 das Substrat verindert seine Eigenschaften (z.B. durch Micellenbildung)

e es sind Metallionen-Substrat-Komplexe an der Reaktion beteiligt

e es kommt zur Isomerisierung oder Inaktivierung des Enzyms

e die Enzympriparation enthilt verschiedene aktive Spezies, die z.B. durch Proteolyse

oder Modifikation entstanden sind
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e das vorliegende Enzym verhilt sich kooperativ

Einige der hier aufgefiihrten Faktoren konnten fiir die untersuchten Enzyme ausgeschlossen
werden. Die Anwesenheit von echten Isoenzymen kann als Ursache fiir die abweichenden
Kinetiken ausgeschlossen werden, da zumindest bei MC1 jeweils nur ein Gen fiir RdpA und
SdpA gefunden werden konnte (Schleinitz et al., 2004). Alternative Reaktionswege wurden
bei Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzymen als auch bei anderen a-KG-abhingigen Dioxyge-
nasen bisher nicht beschrieben und sind aufgrund von Untersuchungen zur Reaktions-
Stéchiometrie auch nicht zu vermuten (Salowe et al., 1990; Eichhorn et al., 1997; Fukumori
und Hausinger, 1993b; Miiller et al., 2001; Poh et al., 2001). Bis zum heutigen Tag wurden
viele enzymbkinetische Untersuchungen mit den Substraten 2,4-D, MCPA, den Enantiomeren
des 2,4-DP und des MCPP sowie 2,4-DB und MCPB durchgefiihrt. Die erhaltenen Kennlinien
entsprachen dabei immer einer Michaelis-Menten-Kinetik (Fukumori und Hausinger, 1993b;
Suwa et al., 1996; Saari et al., 1998; Hogan, 1999; Poh et al., 2001); iiber davon abweichende
Enzymkinetiken wurde nichts berichtet. Daraus kann geschlossen werden, dass die Substrat-
eigenschaften wihrend der Reaktion konstant bleiben und somit nicht der Grund fiir die beo-
bachteten sigmoidalen Kurvenverldufe sind. Fiir Enzymreaktionen, bei denen Metallionen-
Substrat-Komplexe an der Reaktion beteiligt sind, wurden des 6fteren sigmoidale Kurvenver-
laufe beobachtet. Ein bekanntes Beispiel hierfiir ist das ATP, das nur in komplexierter Form
mit einem Metall(lI)-Ion (MeATPZ’-Komplex) von Kinasen als Substrat verwendet wird.
Hierbei liefert die Abhédngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der ATP-Konzentration
einen sigmoidalen Kurvenzug (Sabater und Delafuente, 1975; Koland und Hammes, 1986;
Porter et al., 1988; Podesta und Plaxton, 1991; Onozuka und Nosaka, 2003). Auch fiir die
Spaltung von Phenoxyalkanoaten sind zweiwertige Metallionen, ndmlich das Eisen(II), uner-
lasslich. Den sigmoidalen Kurvenverlauf bedingen sie jedoch nicht, da offensichtlich keine
Substrat/Eisen(II)-Komplexe gebildet werden, Eisen(II) liegt im Enzym koordiniert gebunden
VOr.

Wihrend des enzymatischen Umsatzes kommt es bei den untersuchten Enzymen zu einem
starken Aktivitdtsverlust. Nach durchschnittlich 2000 bis 4000 Umsitzen verliert ein aktives
Zentrum seine katalytische Aktivitdt (3.3.3). Da wihrend der Aufnahme der kinetischen
Kennlinien nicht mehr als 600 Umsitze pro aktivem Zentrums vermessen wurden, ist der Ein-
fluss der Enzyminaktivierung auf den Kurvenverlauf zwar gering, aber nicht total zu vernach-
ldssigen.

Ein weiterer Grund fiir das Abweichen von einer Michaelis-Menten-Kinetik ist die Anwesen-

heit verschieden aktiver Enzymspezies. Multiple Enzymformen konnten fiir die beiden Enzy-
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me aus MC1 eindeutig nachgewiesen werden. Das Gemisch aus diesen Enzymformen liefert
eine Kennlinie, deren Anstieg durch ein Plateau unterbrochen ist. Nach Trennung der Enzym-
formen 16st sich die komplexe Kinetik auf und die Kennlinien verlaufen stetig, folgen aber
nicht der Michaelis-Menten-Gleichung. Enzymkinetische Untersuchungen zeigten tatsiichlich
unterschiedliche kinetische Konstanten fiir die einzelnen Enzymformen. Die Anwesenheit von
multiplen Enzymformen mit verschiedenen Aktivititen duBert sich also im Auftreten von Pla-
teaus in der kinetischen Kennlinie, bedingt aber nicht den sigmoidalen Kurvenverlauf. Proteo-
lytische Prozesse als Ursache fiir das Auftreten von multiplen Enzymformen konnten durch
Einsatz von Proteaseinhibitoren ausgeschlossen werden. Die Formen sollten also aufgrund
des Vorhandenseins von jeweils nur einem Gen das Produkt einer posttranslationalen Modifi-
zierung sein.

Kooperativitit ist die haufigste Ursache fiir das Auftreten von Kurvenverliufen, die verschie-
den von den hyperbolen Kurvenziigen nach Michaelis-Menten sind. Zur Erklirung des Phi-
nomens der Kooperativitit wurden zwei Modelle entwickelt: das Symmetrie-Modell (Monod
et al., 1965) und das sequenzielle Modell (Koshland et al., 1966). Beiden Modellen ist ge-
meinsam, dass sie ein oligomeres, zumindest jedoch ein dimeres Protein voraussetzen. Die
Monomere dieses Proteins kinnen in zwei Konformationszustdnden existieren: einer R- und
einer T-Form, die sich in ihren kinetischen Eigenschaften unterscheiden. Die R-Form kann
sich in die T-Form umwandeln. Beim Symmetrie-Modell passiert die Umwandlung mit allen
Monomeren gleichzeitig, die Symmetrie des Molekiils bleibt erhalten. Beim sequenziellen
Modell geschieht die Umwandlung der Monomeren nacheinander. Es sind sowohl positive als
auch negative Kooperationen denkbar. Nach neueren Untersuchungen bleibt die Kooperativi-
tit jedoch nicht mehr nur oligomeren Proteinen vorbehalten, auch fiir monomere Proteine
wurde sie jiingst nachgewiesen (Kamata et al., 2004). Die kinetischen Kennlinien von koope-
rativen Enzymen sind sigmoidal. Es kann aber auch zur Ausbildung von Plateaus kommen,
wenn es sich z.B. um negative Kooperation handelt (Conway und Koshland, 1968), oder es
aber nach dem sequenziellen-Modell von Koshland et al. (1966) zu Stabilisierung von inter-
medidren Konformationszustinden kommt. Beide Fille der Plateaubildung wurden bereits
beobachtet. So binden die Substrate der Glycerol-3-Phosphat-Cytidyltransferase durch das
Auftreten von negativer Kooperativitdt an die erste Untereinheit mit einer 150fach héheren
Affinitét als an die zweite, die Bindungskurven der Substrate sind biphasisch (Sanker et al.,
2001). Die Kennlinie der Phosphoenolpyruvat-Carboxylase weist fiir das Phosphoenolpyruvat
ein Plateau bei halbmaximaler Umsatzrate auf, welches mit der Stabilisierung der Konforma-

tion erklart wird, bei der sich die eine Hilfte der Untereinheiten in der R-, die andere in der T-
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Form befindet (Corwin und Fanning, 1968). Sigmoide Kennlinien sowohl mit als auch ohne
Plateaubildung wurden fiir die Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme aus MC1, P230 und MH
nachgewiesen. Die Plateaus werden in diesen Fillen nicht durch Kooperativitit verursacht, da
nach Separation der multiplen Enzymformen des Enzympriiparates die Kennlinien stetig ver-
laufen. Das Auftreten des sigmoiden Verlaufs kommt dagegen mit groer Wahrscheinlichkeit
durch kooperative Interaktionen zustande. Bislang wurde ein solches Phénomen fiir diese und
auch andere a-KG-abhidngigen Enzyme nicht definitiv beschrieben. Betrachtet man aber be-
reits verdffentlichte Kennlinien unter dem Aspekt der Sigmoiditét, so zeigt sich, dass z.B. die
kinetischen Daten der Sulfonat/a-KG-Dioxygenase (Hogan, 1999) beziiglich des Substrates
Taurocholat besser einen sigmoidalen als einen hyperbolen Kurvenzug beschreiben. Der Hill-
Koeffizient betrdgt etwa 1,5. Ebenso kann ein sigmoidaler Kurvenverlauf aus den Daten fiir
die Spaltung von (R)-DP durch den Rohextrakt von Alcaligenes denitrificans (Saari et al.,
1999) abgeleitet werden. Fiir verschiedene a-KG-abhingige Dioxygenasen sind Substrat-
induzierte Konformationsinderungen bekannt (Sami et al., 1997; Valegard et al., 1998; Zhang
et al,, 2000; Clifton et al., 2001; O'Brien et al., 2003). So wurde gefunden, dass der
C-Terminus wihrend der Reaktion iiber den aktiven Spalt klappt und diesen so vor Lasungs-
mittelmolekiilen abschirmt. TauD wurde als Tetramer kristallisiert und es konnte gezeigt wer-
den, dass in einer solchen Anordnung nur drei der Monomere in der Lage sind, das Taurin zu
binden. Ob ein direkter Zusammenhang zwischen den Konformationsédnderungen der Proteine
und den kinetischen Kennlinien besteht, ist nicht geklart.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzymen handelt es sich
um di- und trimere Proteine, und trotz dieser Tatsache tritt Kooperativitit auf. Fiir hoher ag-
gregierte symmetrische Proteine wurde ein solches Verhalten oft nachgewiesen (Himoglobin-
Homotetramer [Perutz, 1970], Aspartat-Transcarbamylase-Homohexamer [Van Vliet et al.,
1991], Aspartokinase-Homotetramer [Janin und Cohen, 1969], Homoserindehydrogenase-
Homotetramer [Janin und Cohen, 1969], Phosphofruktokinase-Homotetramer [Badul, 1979]).
Bei kleineren Proteinen kommt kooperatives Verhalten eher selten vor, wurde aber auch
schon beschrieben (Glucokinase—Monomer [Kamata et al., 2004], Catechol-1,2-Dioxygenase-
Homodimer, Homotrimer [Briganti et al., 2000]). Interessanterweise handelt es sich bei den
SdpAwmci-Enzymformen 12 und I3 nicht um Homodimere, sondern um Heterodimere. Fiir sol-
che Proteine wurde nach meiner Literaturrecherche noch keine Kooperativitidt nachgewiesen.
Fiir die untersuchten Enzyme der drei Stimme konnte positive homotrope Kooperativitit ge-

zeigt werden. Das kooperative Verhalten der Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme ist im Ge-
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gensatz zu anderen kooperativen Enzymen nicht sehr ausgepriigt. Die Hill-Koeffizienten lie-
gen fiir alle getesteten Herbizide im Bereich zwischen 1 und 1,8, die einzige Ausnahme bilden
hierbei die SdpAmci-Enzyme beziiglich des (S)-MCPP. Fiir dieses Substrat ist der Hill-
Koeffizient bei der Enzymform I2 2 und bei I1 sogar 3,5.

4.5.2 Posttranslationale Modifizierung und Enzymkinetik
Die RdpA- und SdpA-Enzyme reagieren sehr empfindlich auf Anderungen im pH-Wert

(Westendorf, 2001), bereits kleine Anderungen in der Protonen-Konzentration haben eine
signifikante Anderung der Umsatzraten zur Folge. Nur durch exakte Einstellungen des pH-
Wertes war es mdglich, reproduzierbare Messdaten zu bekommen. Um die kinetischen Kon-
stanten genau bestimmen zu kdnnen, wurden die Enzymkonzentrationen so gewihlt, dass die
Umsatzraten zwischen 1 und 14 nmol/min lagen. Auf diese Weise wurden {iber die ersten
2 Minuten lineare Produktbildungskurven mit einem Regressionskoeffizient von >0,99 erhal-
ten. Die kinetischen Daten der Herbizid-spaltenden Enzyme dieser Arbeit wurden auf zweli
voneinander unabhingigen Wegen ausgewertet: Zum einen mit linearisierenden Verfahren
inklusive der manuellen Wichtung der Werte, zum anderen durch eine Computer-gestiitzte
Auswertung der nicht linearisierten kinetischen Kennlinien. Beide Verfahren liefern sehr dhn-

liche kinetische Konstanten, deren Standardabweichung etwa 15% betrigt.

Alle Phenoxyalkanoat-spaltenden Enzyme der Stimme MC1 (Westendorf et al., 2003), P230
(Ruhland, 2003) und MH sind enantiospezifisch, sie spalten entweder die (R)- oder die
(S)-Enantiomeren der Phenoxypropionate. Die (R)-spezifischen Enzyme der drei Stimme und
des rekombinanten RdpA zeichnen sich durch identische Primirstrukturen aus (Schleinitz et
al., 2004), trotzdem unterscheiden sich die Proteine in ihren kinetischen Kennlinien und Kon-
stanten signifikant (Tabelle 27). Die RdpA-Enzyme aus MC] und MH sind einander sehr dhn-
lich. Sie zeigen fast identische Kennlinien beziiglich der Phenoxyalkanoate, ihre kinetischen
Konstanten stimmen iiberein und sie zeigen das gleiche Laufverhalten im nativen Gel. Dem
gegeniiber steht das RdpAwc-rec. Dieses Enzym zeigt trotz einer identischen Primérstruktur,
den gleichen Ry-Werten und demselben Spotmuster nach Auftrennung im 2D-Gel wie das
RdpAwmc von diesem Enzym abweichende Kennlinien und Wechselzahlen. Die Kennlinien
sind stetig und nicht, wie bei MC1 und MH durch ein Plateau unterbrochen, was auf das Vor-
handensein einer dominanten nativen Enzymform hindeutet. Ein weiteres Indiz hierfiir ist das
Auftreten nur einer RdpA-Proteinbande nach nativer Auftrennung im Acrylamidgel. Die Ky-

Werte des RdpApc; sind mit denen des rekombinanten Enzyms identisch, die Wechselzahlen

94



Diskussion Enzymkinetik

liegen jedoch deutlich dariiber. All dies ldsst den Schluss zu, dass die Modifizierungen, die
die Auftrennung der Monomere im 2D-Gel bedingen, nicht mit den Eigenschaften, die zur
Trennung im nativen Acrylamidgel flihren, korrelieren und keinen Einfluss auf die kineti-
schen Konstanten und Kennlinien haben, da diese sowohl im rekombinanten als auch nativen
RdpA nachgewiesen wurden.

Das RdpA aus P230 weist ebenfalls eine identische Primérstruktur zum RdpAmc auf, zeich-
net sich jedoch durch einen signifikant kleineren Re-Wert aus. Verschieden ist auch das Spot-
muster nach der Auftrennung im 2D-Gel. Dieses Enzym muss demnach eine andere posttrans-
lationale Modifizierung aufweisen als das RdpAwc;. Dieses zeigt sich auch in den kinetischen
Parametern. Die Kennlinien bei variabler Phenoxyacetat-Konzentration sind stetig, und fiir
alle Herbizide ergeben sich deutlich niedrigere Ky-Werte sowie hhere Wechselzahlen als fiir
RdpAwmci. Diese Art der Modifizierung fiihrt also zu gesteigerten katalytischen Eigenschaften
des Enzyms, der Effizienzkoeffizient ist fir die (R)-Enantiomere der Phenoxypropionate etwa
zwei- bis dreimal so hoch wie fiir RdpAwmc), fiir die Phenoxyacetate sogar 8mal so hoch. Zu-
sammengefasst ist festzustellen: die Modifikationen am rdpA-Genprodukt steigern die Um-
satzraten der Enzyme beziiglich aller Herbizid-Substrate, die Affinitat aber erhsht sich nur fur
die Phenoxyacetate. Das fiihrt zu einer Verschiebung des Substratverwertungsspektrums. Der
Rohextrakt von P230 enthélt etwa doppelt soviel 2,4-D-Spaltungsaktivitdt beziiglich der
(R)-DP-Spaltung wie der von MC1. Im Gegensatz zum MC1-Rohextrakt sind in diesem aber
keine 2,4-D-spaltenden (S)-spezifischen Enzyme enthalten. Ebenso konnten keine TfdA-

Proteine nachgewiesen werden. P230 muss also das gesamte 2,4-D iiber RdpApz30 umsetzen.

Die nativen Enzymformen des SdpAmci gehen ebenfalls auf posttranslationale modifizierte
Monomere mit identischen Aminosiuresequenzen zuriick. Diese Enzymformen unterscheiden
sich sowohl im Verhéltnis der Monomere zueinander als auch in ihren kinetischen Kennlinien
und Parametern. Interessanterweise wurden auch fiir das rekombinante SdpAwc unterschied-
liche Monomere nachgewiesen, die in ihren Eigenschaften mit denen der nativen Proteine
iibereinstimmen. Das Verhiltnis der Monomere im rekombinanten Protein ist identisch mit
dem der nativen Enzymform SdpAmci-12, das kinetische Verhalten beziiglich der Herbizide
und das Laufverhalten im nativen Acrylamidgel entspricht aber dem des Proteins SdpAwmci-11.
Damit zeigt sich analog wie fiir RdpA, dass aus den verschiedenen Trenneigenschaften im
2D-Gel nicht auf das kinetische Verhalten der Proteine geschlossen werden kann. Fiir die Ei-
genschaften, die zur Trennung der Proteinformen im nativen Acrylamidgel fiihren, trifft dies

eher zu. Die Modifizierung am SdpAwmc fiihrt wiederum zu deutlichen Verdnderungen der
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Substratverwertungseigenschaften, d.h. letztlich dndert sich das Substratverwertungsspektrum

(Tabelle 26).

Die in dieser, Arbeit gewonnenen Ergebnisse stellen einen ersten Beitrag zum Verstindnis der
enantioselektiven Spaltung von Phenoxyalkansiuren dar. Durch die Aufklirung der 3D-
Struktur der (S)- und (R)-spezifischen Enzyme sollte es méglich sein, einen tiefen Einblick in
Struktur-Funktions-Beziehungen zu erlangen. Der molekulare Hintergrund der Enantioselek-
tivitdt der Enzyme sollte sich offenbaren. Ebenso sollte der Vergleich der 3D-Strukturen der
RdpA- und SdpA-Enzyme sowohl der multiplen Enzymformen als auch der einzelnen Stim-
me untercinander einerseits zum Verstindnis der molekularen Ursachen verschiedener Sub-
stratverwertungsprofile beitragen und andererseits Einblicke in Moglichkeiten der Regulation

der Enzymaktivititen liefern.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die initialen Enzyme des Phenoxyalkanoat-Abbaus, die
o-Ketoglutarat-abhingige Dioxygenasen darstellen, aus den Bakterienstimmen Delftia acido-
vorans MC1, Rhodoferax sp. P230 und Sphingobium herbicidovorans MH gereinigt und so-
wohl proteinbiochemisch als auch enzymkinetisch charakterisiert.

Alle drei untersuchten Staimme sind zur kompletten Spaltung der (R,S)-Enantiomere der
2-Phenoxypropionate (R,S)-2-(2,4-Dichlorphenoxy)propionat (2,4-DP) und (R,S)-2-(4-Chlor-
2-methylphenoxy)propionat  (MCPP) sowie zur Spaltung der Phenoxyacetate
2,4-Dichlorphenoxyacetat (2,4-D) und 4-Chlor-2-methylphenoxyacetat (MCPA) (Ehrig et al.,
1997, Miiller et al., 1999a) in der Lage. Der Stamm MH kann zusitzlich noch die Phenoxybu-
tyrate 2,4-Dichlorphenoxybutyrat (2,4-DB) und 4-Chlor-2-methylphenoxybutyrat (MCPB)
verwerten (Zipper et al., 1996).

Die Spaltung der 2-Phenoxypropicnate erfolgt in den drei untersuchten Stimmen enantiose-
lektiv, das heifit, es gibt je ein Enzym fiir die Spaltung der (R)-Enantiomere und fiir die der
(S)-Enantiomere. Die (R)-DP/a-Ketoglutarat Dioxygenase (RdpA) katalysiert die Spaltung
der (R)-Enantiomere der 2-Phenoxypropionate und setzt mit geringerer Aktivitit auch die
Phenoxyacetate um. Dieses Enzym ist in allen drei Stimmen auf das gleiche Gen zuriickzu-
filhren (Schleinitz et al., 2004).

Das (S)-spezifische Enzym, (S)-DP/a-KG Dioxygenase (SdpA), setzt prinzipiell die
(S)-Enantiomere der 2-Phenoxypropionate um. Es unterscheidet sich jedoch in den einzelnen
Stimmen deutlich, insofern es sich hier um unterschiedliche Proteine handelt, die von ver-
schieden Genen codiert werden. Das Enzym aus MC1 setzt neben (S)-DP und (S)-MCPP auch
die entsprechenden Phenoxyacetat-Derivate mit deutlicher Aktivitit um. Im Stamm MH
konnten sogar zwei verschiedene SdpA-Enzyme nachgewiesen werden, die neben den (S)-2-
Phenoxypropionaten ebenfalls Phenoxyacetate und in einem Fall sogar noch die entsprechen-
den Phenoxybutyrat-Derivate umsetzen konnen. Im Gegensatz dazu beschrinkt sich die

SdpA-Aktivitat im Stamm P230 allein auf die Spaltung der (S)-2-Phenoxypropionate.

Die (R)-spezifischen Enzyme sind oligomere Proteine, die sich aus Monomere mit einer
Molmasse von etwa 35,8 kD zusammensetzen. Fir die RdpA-Proteine aus MC1 und P230
zeigt sich eine trimere Struktur. Dariiber hinaus konnten fiir die Monomeren ladungsisomere
Formen nachgewiesen werden. Diese sind offensichtlich das Produkt einer posttranslationalen

Modifizierung; die Art der Modifikation ist noch unbekannt. Das native Enzym aus MC1 setzt
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sich aus unterschiedlichen Monomeren zusammen. Unter nativen Bedingungen konnen drei
Enzymformen, die sich in ihren pI-Werten unterscheiden, nachgewiesen und teilweise von-

einander getrennt werden.

Das SdpAwc; ist ein dimeres Protein mit einer Molmasse von 64 kD. Es wurden drei native
ladungsisomere Proteinformen (I1, 12, 13) dieses Enzyms nachgewiesen, die sich aus drei la-
dungsisomeren Monomeren (S1, S2, S3) zusammensetzen. Der Nachweis der Existenz der
Dimere SIS1 (I1), S1S2 (I2) und S183 (I3) konnte erbracht werden. Am SdpAmci wurden
Hydroxylierungen an Trp235 und Trp255 sowie eine zusitzliche Masse von 209 am Cys237
nachgewiesen.

Das (S)-spezifische Enzym aus P230 ist ein oligomeres Protein, das sich aus Monomeren von
etwa 32,3 kD ableitet. Es konnten zwei native Enzymformen mit gleicher Primérstruktur und
sechs ladungsisomere Monomere nachgewiesen werden.

Die Molmasse eines Monomers des SdpAmy betrdgt 32,2 kD. Auch bei diesem Enzym han-
delt es sich um ein oligomeres Protein. Der endgiiltige Nachweis von multiplen Enzymformen

steht noch aus.

Durch kinetische und proteinbiochemische Untersuchungen sowohl an den nativen als auch
an rekombinanten Enzymen konnte der Einfluss der Modifizierung auf die kinetischen Kon-
stanten gezeigt werden. Diese fiihrt zu verdnderten kinetischen Eigenschaften, wobei unter-
schiedliche Modifizierungen auch unterschiedliche Effekte bewirken, wie in den einzelnen
Stimmen deutlich wird. Die (R)-spezifischen Dioxygenasen zeichnen sich durch identische
Primirstrukturen aus, trotzdem unterscheiden sich die einzelnen Proteine deutlich in ihrem
kinetischen Verhalten. Dies zeigt sich besonders klar bei der Spaltung der Phenoxyacetate:
2,4-D und das MCPA werden durch RdpApiip mit einem bis zu 8mal hoheren kya/ K-
Quotienten umgesetzt als durch RdpAyc;.

Auch die SdpAwci-Enzymformen besitzen die gleiche Aminosiuresequenz. Proteinchemisch
unterscheiden sie sich lediglich durch eine bislang nicht identifizierte Modifizierung. Diese
hat kinetische Effekte zur Folge: Die Enzymformen unterscheiden sich signifikant in ihren
Wechselzahlen beziiglich der Herbizid-Substrate. Ahnliches zeigt sich auch fiir die Enzym-

formen des SdpApssp.
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