Untersuchungen zur ldentifikation, Transkriptiordun
Regulation der reduktiven Dehalogenasegene von
Dehalococcoidesp.

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der

Mathematisch-Naturwissenschatftlich-Technischen Faku
(mathematisch-naturwissenschaftlicher Bereich)
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

vorgelegt von

Anke Wagner
geb. am 02.08.1980 in Bernburg

Gutachterin bzw. Gutachter:
1. PD Dr. U. Lechner

2. Prof. H. Smidt

3. Prof. L. Adrian

Halle (Saale), den 29.04.2009



Erfahrung ist fast immer eine Parodie auf die Idee.

J. W. von Goethe

Meiner Tante Heidi gewidmet.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abkirzungen I

1. Einleitung 1
2. Material und Methoden 13
2.1 Chemikalien 13
2.2 Organismen und Plasmide 13
2.2.1 Herkunft und Kultivierung vobehalococcoidesp. Stamm DCMB5 15
2.3 Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen 17
2.3.1 Anaerobes Medium fir die Kultivierung vbehalococcoidesp. Stamm DCMB5 17
2.3.2 Anaerobes Medium fir die Kultivierung vbehalococcoidesp. Stamm CBDB1 19
2.3.3 Herstellung von Ti(lll)-citrat- bzw. Ti(IlINTA-L6sung 19
2.3.4 Herstellung von fermentiertem Hefeextrakt 20
2.3.5 Zugabe der chlorierten Verbindungen 20
2.3.5.1 Zugabe der Dioxine 20
2.3.5.2 Zugabe der Chlorbenzole aus einer Acetomstéasung 20
2.3.5.3 Zugabe der Chlorbenzole lber eine Hexadtikamg (Zweifllissigphasenkulturen) 21
2.3.6 Kultivierung vorDehalococcoidesp. 21
2.3.7 Medium zur Kultivierung voR. coli 21
2.3.8 Kultivierung vork. coli 22
2.4. Analytik 22
2.4.1 Aufarbeitung der Kulturen zur Analyse derocidrten Dioxine und Benzole 22
2.4.2 Gaschromatographie (GC) 23
2.4.2.1 Dioxindetektion mit Flammenionisationsd&ekFID) 23
2.4.2.2 Dioxindetektion mittels Elektroneneinfantggktor (ECD) 24
2.4.2.3 Dioxindetektion mit Festphasenmikroexti@ki{SPME) 24
2.4.2.4 Detektion der Chlorbenzole mit FID 25
2.4.3 Bestimmung der Chloridkonzentration 26
2.5 Molekularbiologische Methoden 26
2.5.1 Durchfihrung der Transkriptionsexperimente 26
2.5.2 Zellaufschluss und DNA-Isolierung aus dereaolden Kulturen 27
2.5.2.1 Zellernte zur Praparation von DNA 27
2.5.2.2 Kugelmuhlenaufschluss 27
2.5.2.3 Ethanolfallung der DNA 28
2.5.3 Zellaufschluss und Isolierung der Gesamt-RNA 28
2.5.3.1 Zellernte zur Praparation von Gesamt-RNA 28



Inhaltsverzeichnis

2.5.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA

2.5.4 Reverse Transkription (RT)

2.5.5 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktesitonimer extension
2.5.6 Konzentrationsbestimmung der Nukleinsauren

2.5.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.5.7.1 Amplifikation der 16S rRNA Gene von Veréet der Bacteria
2.5.7.2 Amplifikation vorrdhA Genen au®ehalococcoidesp. an DNA oder cDNA
2.5.7.3 Vektorette PCR

2.5.7.4 Kolonie-PCR

2.5.7.5 Amplifikation vorcbdbA1625

2.5.8 Reinigung von PCR-Produkten

2.5.9 Ligation von gereinigten PCR-Produkten

2.5.9.1 Ligation in den Vektor pGEM-Easy

2.5.9.2 Ligation in die Vektoren pASK-IBA3 bzw. pKSBA5

2.5.10 Transformation voRB.coli

2.5.10.1 Transformation durch Hitzeschock (Ga@éthode)

2.5.10.2 Transformation durch Elektroporation

2.5.11 Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

2.5.12 Plasmidisolierung

2.5.13 Sequenzierung

2.5.13.1 Auswertung von Sequenzdaten

2.5.14 Terminaler Restriktionsfragmentlangenpolyph@mus

2.5.14.1 Restriktionsverdau der 6-FAM-markierterRPRrodukte
2.5.14.2 Analyse der Restriktionsfragmente

2.5.15 Quantitative PCR (gPCR)

2.5.16 Agarosegelelektrophorese

2.5.16.1 Agarosegelelektrophorese von DNA

2.5.16.2 Denaturierende AgarosegelelektrophoresdA

2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Heterologe Synthese von Proteinen mit HifeStreptag II-Expressionssystems
2.6.1.1 Proteinbiosynthese vobhdbA1625Streptag Il Konstrukten
2.6.1.2rapid screeningrachcbdbA1625Strep exprimierenden Klonen
2.6.1.3 Zellaufschluss

2.6.1.4 Affinitdtschromatographie an StrepTactipi&gose

2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

2.6.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektoopbe (SDS-PAGE)

2.6.4 Coomassie-Farbung von Proteinen

28
29
29
30
33
35
35
36
37
38
38
38
38
39
39
39
40
41
41
41
41
42
42
43
45
46
46
47
47
47
47
48
48
48
48
49
49



Inhaltsverzeichnis

2.6.5 Transfer von Proteinen auf Polyvinylidendifid (PVDF)-Membranen
2.6.6 Antikdrpernachweis vabtreptag llI-Fusionsproteinen
2.6.7GelshiftExperimente

2.6.8 Gelfiltration

2.6.9 Isotherme-Titrations-Kalorimetrie (ITC)

3. Ergebnisse

50

50
50
52
52

53

3.1 Populationsstruktur von 1,2,3-TrCB dechlorieremen Mischkulturen nach Zugabe
verschiedener Kombinationen an Elektronendonatoremnd Inhibitoren
3.1.1 Erstellung von 16S rDNA Klonbibliotheken zdentifikation weiterer t-RFLP Muster

53
53

3.1.2 Einfluss verschiedener Kombinationen an Ebgldndonatoren auf die Dechlorierungsaktivitat

und die Populationsstruktur von 1,2,3-Trichlorbdrdechlorierenden Mischkulturen

3.1.3 Einfluss von Wasserstoff und Inhibitoren dief Dechlorierungsaktivitéat und die
Populationsstruktur in 1,2,3-Trichlorbenzol-decldoenden Mischkulturen

3.2 Abgrenzung de$ehalococcoides sp. Stammes DCMB5 von Stamm CBDB1

3.2.1 Charakterisierung der DNA-Bereiche, die &S BRNA Gen des Stammes DCMRE#f- und
downstreanflankieren

3.2.2 Identifikation vomdhA Genen im Genom von Stamm DCMB5

3.2.2.1 Nachweis vordhA Genen im Stamm DCMB5 tUbethA-Gen-spezifische Primer
3.2.2.2 Nachweis vordhA Genen des Stammes DCMB5 durch Einsatz von gruppeifischen
Primern

3.2.2.3 Terminaler Restriktionsfragmentlangenpolgphismus zur schnellen Detektion viathA
Genen

3.3 Analyse der Transkription der 32rdhA Gene vonDehal ococcoides sp. Stamm CBDBL1 in
Gegenwart verschiedener chlorierter Elektronendonatren

3.3.1 Optimierung des Versuchsansatzes

3.3.2 Transkriptionsanalysen des Stammes CBDB1 2j8- und 1,2,4-Trichlorbenzol

3.3.2.1 Amplifikation derdhA Transkripte mit den Primerpaaren, die PCR-Prodbigeu einer
Lange von 1650 bp ergaben

3.3.2.2 Amplifikation derdhA Transkripte mit den Primerpaaren, die PCR-Prodbigeu einer
Lange von 650 bp ergaben

3.3.2.2.1 Dechlorierung von 1,2,3- und 1,2,4-Tiachénzol

3.3.2.2.2 Transkription dedhA Gene im Verlauf der Dechlorierung von 1,2,3- ur2i4-TrCB
3.3.2.2.3 Transkriptionsniveau dethA Gene des Stammes CBDB1 in Gegenwart von 1,2,3-
1,2,4-TrCB

3.3.3 Transkriptionsanalysen mit 2,3-DCDD und 1GHD

3.3.3.1 Dechlorierung von 2,3- und 1,3-DCDD

55

60
64

64
66
68

70

71

74
74
77

77

79
79
80

und

83

86

86



Inhaltsverzeichnis

3.3.3.2 Transkription dedhA Gene wahrend der Dechlorierung von 2,3-DCDD uBeDCDD 87
3.3.3.3 Transkriptionsniveau dethA Gene des Stammes CBDB1 in Gegenwart von 2,3-DCmD u

1,3-DCDD 92
3.3.4 Transkriptionsniveau dethA Gene des Stammes CBDBL1 in Gegenwart von Tetrathkm
(PCE) 94
3.4 Untersuchung der Rolle von CbdbA1625 auSehalococcoides sp. Stamm CBDB1 bei der
Dechlorierung von Chlorbenzolen 95
3.4.1 Reinigung von CbdbA1625 96
3.4.2 Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte clobA1624cbdbA1453indcbrA 96
3.4.3 Bindestudien mit den CbdbA163%-ep-tagFusionsproteinen und der intergenen Region der
GenecbdbA1624indcbdbA1625 98
3.4.4 Lokalisierung der Bindestellen der CbdbA1&2&p-tagFusionsproteine 99
3.4.5 Ligandenbindung durch CbdbA1625-Strep 100
4. Diskussion 102
4.1 Anreicherung von obligat dechlorierenden Bakteen 102
4.1.1 Probenahme und Ubergang aus den Mikrokosm8adiment-freie Kulturen 104
4.1.2 Wahl der Elektronendonatoren 104
4.1.3 Einfluss von Inhibitoren auf den Anreichersipigpzess 106
4.1.4 Zugabe undefinierter Zusatze 107
4.1.5 Konzentration und Toxizitat der chloriertdelronenakzeptoren 108
4.1.6 Isolierung der dechlorierenden Bakterien 110
4.2 Wachstumsertrage des Stammes DCMB5 111
4.3 Methoden zur Untersuchung der Populationstruktu 113
4.4 Mogliche Interaktionen zwischen Dechlorierern nd Vertretern der Mischkultur 115
4.5 Methodische Anséatze zur Analyse vordhA Genen und Transkripten 118
4.6 ldentifikation von rdhA Genen im Genom des Stammes DCMB5 120

4.7 Transkriptionsanalysen des Stammes CBDB1 untétutzung verschiedener chlorierter
Elektronenakzeptoren 124

4.8 Korrelation zwischen dem Nachweis bestimmtardhA Gene und Transkripte in

verschiedenerDehal ococcoides Stammen und dem Dechlorierungspotential 126
4.9 Regulation der Transkription vonrdhA Genen inDehal ococcoides sp. 129
5. Zusammenfassung 137
6. Literaturverzeichnis 140

7. Anhang 155




Abkirzungen

Abklrzungen

A

A. bidest
A. dest
ADP
AHT
Amp
APS
AQDS
ATP
BES
BLAST
bp
BSA

C

Card
CbrA
cDNA
CFB
CIAP
3-CIOHPA
Cm
C-Quelle
DBD
DBrACN
DCA
DCB
DCDD
DCE
DCP
DEPC
DGGE
DNA
DNasel
dNTP
DSM
DTT
ECD
EDTA
EMBL
EPR
FAM
FID
FISH
for

g

G

GC
HABA
HCB
HeCDF
HMN
HRP
i.d.
IPTG

Adenin

zweifach entionisiertes Wasser
destilliertes Wasser
Adenosindiphosphat
Anhydrotetrazyklin

Ampicillin

Ammoniumpersulfat

Anthrachinon 2,6-Disulfonséure
Adenosintriphosphat
Bromethansulfonsaure

basic local alignment search tool
Basenpaar

Rinderserumalbumin

Cytosin
catalyzed reporter deposition
Chlorbenzoldehalogenase
komplementare Desoxyribonukleinsaure
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides
Alkalische Phosphatase aus Kéalberdarm
3-Chlor-4-hydroxyphenylacetat
Chloramphenicol

Kohlenstoffquelle

Dibenzop-dioxin

Dibromacenaphthen

Dichlorethan

Dichlorbenzol

Dichlorp-dibenzodioxin

Dichlorethen

Dichlorphenol

Diethylpyrocarbonat
denaturing gradient gel electrophoresis
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonuklease |
Desoxyribonukleotidtriphosphat

Deutsche Stammsammlung fir Mikroorganismen

Dithiothreitol

Elektroneneinfangdetektor
Ethylendiamintetraessigsaure

European Molecular Biology Laboratory
Elektronen Paramagnetische Resonanz
6-Carboxy-Fluoreszein
Flammenionisationsdetektor
Fluoreszenz-In situ-Hybridisierung
forward

Fallbeschleunigung

Guanin
Gaschromatographie/Gaschromatograph
2-(4"-Hydroxybenzolazo)-benzoat
Hexachlorbenzol
Hexachlordibenzofuran
Heptamethylnonan

horse radish peroxidase
Innendurchmesser
IsopropylB-D-Thiogalaktopyranosid



Abkirzungen

ITC Isotherme-Titrations-Kalorimetrie
kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

LB Luria-Broth

M Molar

MarR multiple antibiotic resistance regulator
MCDD Monochlorp-dibenzodioxin
MOPS N-(Morpholino)-Propansaure
MRNA messengeRibonukleinsaure

n.a. nicht analysiert

n.d. nicht detektiert

NA Nahragar Il

NB N&ahrbouillon |

nt Nukleotide

NTA Nitrilotriacetat

ODgg0 optische Dichte bei 600 nm

PBS phosphate buffered saline

PCB polychlorierte Biphenyle

PCE Tetrachlorethen

PceA Tetrachlorethendehalogenase
PCR Polymerasekettenreaktion
PeCB Pentachlorbenzol

PeCDD Pentachlordibenmoadioxin
PeCDF Pentachlordibenzofuran

PeCP Pentachlorphenol

PEG Polyethylenglycol

Pen Penicillin

P, anorganisches Phosphat

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PQQ Pyrolochinolinchinon

psi pounds per square inch

PVDF Polyvinylidendifluorid

gPCR guantitative PCR

rdh reductive dehalogenase homologous
rDNA Gensequenz der ribosomalen Nukleinsaure
rev reverse

RFLP Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
RNA Ribonukleinséaure

RNase Ribonuklease

rRNA ribosomale Ribonukleinsaure

RT Reverse Transkription

SDS Natriumdodecylsulfat

sp. Art

SPME Festphasenmikroextraktion

Ssp. Arten

T Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TCE Trichlorethen

TceA Trichlorethendehalogenase
TeCDD Tetrachlop-dibenzodioxin

TeCN Tetrachlornaphthalen

TeCP Tetrachlorphenol

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
TENS Tris/HCI-EDTA-NaCIl-SDS

TrBB Tribrombenzol



Abkirzungen

TrCB
TrCDD
TrCDF
TrCP
t-RF
t-RFLP
Tris
Tween

Uemin'

Van
VB
VC
X-Gal

Trichlorbenzol

Trichlorp-dibenzodioxin

Trichlordibenzofuran

Trichlorphenol

terminale Restriktionsfragmente

terminaler Restriktionsfragmentlangenpalyphismus
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanacetat
polyethylene glycol sorbitan monolaurate

Unit

Umdrehungen pro Minute

Volt

Vancomycin

Vinylbromid

Vinylchlorid
5-Brom-4-Chlor-3-IndolyB-D-Galaktopyranosid



Einleitung

1. Einleitung

Eine beeindruckende und unerlassliche Leistung Wikroorganismen ist der Abbau
organischer und anorganischer Materie. Von besendg®deutung ist dabei das mikrobielle
Vermogen, anthropogen erzeugte Verbindungen zu raliseren. Dies ist von grof3er
Tragweite, da eine Vielzahl dieser Substanzen @e&hrdung fir die Umwelt und die
menschliche Gesundheit darstellt. Zu diesen zunh @&drem toxischen bzw. kanzerogen
wirkenden Verbindungen zahlen unter anderem aliptta# oder aromatische halogenierte
Kohlenwasserstoffe, wie chlorierte Benzole, Dioxitrane oder auch Ethene. Da im
Zusammenhang mit Dioxinunfallen (Seveso 1976; Bhdg&4) bzw. Umweltbelastungen
durch Chlor-Alkali-Elektrolysen immer ofter die @ nach den Maoglichkeiten zur
Reinigung biologischer Systeme aufkam, wurden Mde¥ 80iger Jahre erste Versuche
durchgefuhrt, um das mikrobielle Dechlorierungspbg unter anaeroben (meist methano-
genen) Bedingungen zu bestimmen (Bouwer und McCd9$3; Fathepuret al, 1987;
Fathepureet al, 1988; Freedman und Gossett, 1989). In den 9Qigkren gelang es dann,
erste Organismen zu isolieren, die die reduktivenb@ierung zur Energiekonservierung in
einem anaeroben Atmungsprozess, der sogenanntexiobedpiration, nutzen kénnen (Utkin
et al, 1994; Gerritseet al, 1996; Maymé-Gatekt al, 1997). Nach ndaheren Untersuchungen
der verwendeten Substrate und der BedurfnisserdBzdderien gelang es letztendlich durch
Biostimulation und/oder Bioaugmentation Standomtesanieren, die mit chlororganischen
Verbindungen verunreinigt waren (Majet al, 2002; Aulentaet al, 2005; Aulenteet al,
2006).

Ein Organismus, der seine Energie aus der Dehaloagisn halogenierter Verbindungen
konserviert, ist Dehalococcoides sp. Phylogenetisch betrachtet wird die Gattung
Dehalococcoidesn das Phylum de€hloroflexi eingeordnet. Durchgefihrte Umordnungen
innerhalb delChloroflexifuhrten zur Definition der neuen Klasse @ehalococcoideteglie
neben Dehalococcoidesweitere dehalogenierende Vertreter enthalt (Hugkmnhund
Stackebrandt, 2004; Abb. 1). Obwdbéhalococcoidedzw. die reduktive Dechlorierung in
der Natur weit verbreitet sind (Hendricksat al, 2002), wurden bislang nur wenige
DehalococcoideteReinkulturen isoliert. Wéahrend die Dehalorespoatibei Vertretern
verschiedener phylogenetischer Gruppen nachgewwsetie (Deweerd und Suflita, 1990;
Scholz-Muramatstet al, 1995; Sharma und McCarty, 1996; Maymo-Gagtllal, 1997;
Holliger et al, 1998; Breitenstein et al, 2001), sind Vertreter der
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Abb. 1. Stammbaum einer Auswahl von Vertretern deehalococcoidetesbasierend auf
Teilsequenzen der jeweiligen 16S rRNA GeBe doli Nummerierung (Brosiuet al., 1981): Position
519-924). Zusatzlich ist das charakteristische e@rungspotential der entsprechenden Rein- (rot)
bzw. Mischkulturen angegeben. Die Lange des Ballemtspricht einem Sequenzunterschied von
1 %. In Klammern wird angegeben, ob die Tetracliiae-Dechlorierung hauptsachlich lloés oder
trans DCE verlauft. PCB-polychlorierte Biphenyle; PCEtBehlorethen; DCE-Dichlorethen
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DehalococcoidetemebenDehalobacter restrictuglie einzigen bislang bekannten obligaten
Dehalorespirierer (Smidt und de Vos, 2004).

Unter Dehalorespiration versteht man die Ubertragton Elektronen von einem Elektronen-
donor Uber eine Elektronentransportkette auf eiaduktive Dehalogenase. Chemisch
betrachtet wird an der reduktiven Dehalogenaselthiertragung zweier Elektronen auf ein
halogeniertes Substrat bei gleichzeitiger Abspaltames Halogensubstituenten katalysiert.
Im Rahmen des Elektronentransportprozesses kommtues Aufbau eines Protonen-
gradienten, der Uber eine ATPase zur Bildung vorP Adus ADP und jPgenutzt wird
(Abb. 2). Die Dehalorespiration ist eine Form deaeroben Atmung, die energetisch mit der
Nitratatmung vergleichbar ist (Dolfing und Janssei994). So liegt das Standard-
Redoxpotential des Redoxpaares Aromat-Cl/Aromatid e@inem Bereich zwischen
266-478 mV (Dolfing und Harrison, 1992). Die Gibfsie Energie 4G°) betragt fur die
Abspaltung eines Chloridions zwischen 130 und 18kl (Dolfing und Janssen, 1994).

Fur Dehalococcoidesp. wurde bislang nur die Nutzung von WassersiisfElektronendonor
beobachtet. In den Genomsequenzen der Stamme H#9GRMDB1 wurden Gene identifiziert,
die sowohl fur Ni/Fe- (Hup, Hyc, Ech, Vhu) als auER-Hydrogenasen (Hym) kodieren
(Kube et al, 2005; Seshadet al, 2005). Jayachandraet al (2004) zeigten, dass die am
Dehalorespirationsprozess beteiligte Hydrogenaser seauerstoff-empfindlich, an der
Zellmembran lokalisiert und nach auf3en orientistt Da in Proteomic-Studien stets nur
Unterheiten der Hup-Hydrogenase identifiziert wurd®lorris et al, 2006; Adrianet al,
2007 b; Morriset al, 2007), ist zu vermuten, dass dies die Hydrogeniag die die
Elektronen fur die reduktiven Dehalogenasen zurfigemg stellt. Hinzu kommt, dass von
den 5 kodierten Hydrogenasen nur das Gen der kldihgereinheit der Hup-Hydrogenase
fir eine Tat-Signalsequenz kodiert (Seshaatrial, 2005). Damit scheint sie die einzige
periplasmatisch lokalisierte Hydrogenase zu sein.

Die reduktiven Dehalogenasen werden durch zwei Ge&odiert. Die Kkatalytische
Untereinheit wird durch daslhA (reductive dehalogenase homologp@en kodiert. Es tritt
stets in einem Operon mit einem zweiten, kleingéem (dhB) auf, dessen Genprodukt als
B-Protein bezeichnet wird (Holscheat al, 2004). Die reduktiven Dehalogenasen von
Dehalococcoidesp. sind an der Zellmembran nach aul3en orier{tiitscheret al, 2003;
Nijenhuis und Zinder, 2005), besitzen aber nur dineze hydrophobe Domane in der
Tat-Signalsequenz (Magnusat al, 2000). Da es sich bei dem B-Protein um ein stark
hydrophobes Protein mit drei transmembranen Domé&aedelt, wird vermutet, dass dieses

Protein den Membrananker der reduktiven Dehalogedasstellt (Magnusoet al, 2000).
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H*+ CI-R
’ 2 H Cl+H-R
2 H+ ’ H+

A

AulR3enseite der Zelle
|7 -~
Innenseite der Zelle
ADP +P ATP
H* H*

Abb. 2. Schematische Darstellung der Dehalorespiratioie Bydrogenase stellt die fur die
Dehalogenase notigen Elektronen zur Verfiigung. B&tronentransport erfolgt Uber bislang
unbekannte Carrrier entlang der Membran. Die Dgjealase ist nach auf3en orientiert und tber das
B-Protein an der Membran verankert. Die ATP-Syrghaistzt den erzeugten Protonengradienten zur
Energiekonservierung.

Weitere typische Merkmale dedhA Gene sind die Tat-Signalsequenz, Bindemotive fir
Fe/S-Zentren bzw. gegebenenfalls ein Corrinoid-Kimfia(Hblscheret al, 2004).
Tat-Signalsequenzen wurden in den Gensequenzen l@lang bekanntemdhA Gene
verschiedenebehalococcoidesstamme identifiziert (HOlscheat al, 2004; Seshadet al,
2005; Kubeet al, 2005). Da uber den Tat-Weg in der Regel nurlggé&aProteine mit einem
Kofaktor transportiert werden (Sargent, 2007), zist vermuten, dass auch die reduktiven
Dehalogenasen voDehalococcoidessp. im Cytoplasma gefaltet und mit dem Kofaktor
versehen werden, bevor sie in den periplasmatislaaim transportiert werden.

Obwohl Cobalamin-Bindemotive eher selten rithA-Gensequenzen identifiziert wurden
(Holscheret al, 2004), besal3en die meisten bisher gereinigauktizen Dehalogenasen ein
Corrinoid als prosthetische Gruppe im aktiven Zemti(Loffler et al., 1996; Neumart al.,
1996; Schumacheet al, 1997; Milleret al, 1998; Holligeret al, 1999). Eine genauere
Analyse des Cobalamin-Kofaktors fuhrten Kraugeal (2003) durch und identifizierten ein
Norpseudovitamin B12 im aktiven Zentrum der Tettaatthen (PCE)-Dehalogenase von
Sulfurospirillum multivorans Obwohl es aufgrund geringer Zellausbeuten bislarant
gelang, den Kofaktor der reduktiven Dehalogenasen Dehalococcoidessp. naher zu
charakterisieren, weist eine Licht-reversible Hemmdurch Propyl- oder Ethyljodid auf die
Anwesenheit eines Cobalamin-Kofaktors hin (Magnusbal, 1998; Hoélscheet al, 2003).
Bei der reduktiven Dechlorierung kann das chlogi&tbstrat nur mit dem enzymgebundenen
Corrinoid reagieren, wenn dieses in der*@orm vorliegt (Banerjee und Ragsdale, 2003).
Der Mechanismus des Elektronentransfers am ak#destrum der reduktiven Dehalogenasen
konnte bislang nicht aufgeklart werden. Fir PCE-dbafpenasen von Nicli2ehalococcoides

Dechlorierern wurden allerdings verschiedene Wirkina@mismen postuliert. Bei
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S. multivorans wurde ein C&'-Chlorethen-Komplex als Intermediat des reduktiven
Dechlorierungsprozesses vorgeschlagen (Neumahnal, 1996). Dieser Reaktions-
mechanismus beinhaltet allerdings das Problem, ddsktronen mit unterschiedlichen

Redoxpotentialniveaus zur Verfugung gestellt werddissen. Wahrend fur die Reduktion

vom Cd* zum CG" ein Redoxpotential voe: 0 V ausreichen wiirde, ist bei der Reduktion

von C&* zu Cd* ein Elektronendonor mit einem Redoxpotential wnr360 mV nétig
(Schumacheet al, 1997). Schumachest al (1997) schlugen fur die PCE-Dechlorierung
durch Dehalobacter restrictusinen radikalischen Reaktionsmechanismus vor, e
dreiwertige Form des Cobalts in Analysen zur PCBdbagenase nicht nachgewiesen werden
konnte. Da Magnusonet al (1998) eine Hemmung der Tetra- (PceA) bzw.
Trichlorethendehalogenasen (TceA) des Stammes &% Zugabe von Zyanid beobachteten,
ist zu vermuten, dass Cob(lll)alamin am katalytestlZyklus der Dechlorierungsreaktion
beteiligt ist (Holligeret al, 1999). Eine genauere Aussage lasst sich allgsderst nach
weiterfihrenden Analysen treffen, da auch andereald€ofaktoren, wie beispielsweise
Fe/S-Zentren, durch Zyanid inhibiert werden kén(®mith und McFeters, 1997).

Eine Untersuchung dedhA Gensequenzen vobehalococcoidessp. ergab zwei putative
Fe/S-Cluster-Bindestellen (Holscher al, 2004). EPR-Analysen an gereinigten reduktiven
Dehalogenasen weisen zudem auf die Bindung zwe£s-Eluster hin (Schumachet al,
1997; van de Paat al, 1999). Zum Teil wurden zwei 4Fe-4S-Cluster idenért, zum Teil
aber auch eine Kombination aus einem 4Fe-4S-Clusigreinem 3Fe-4S-Cluster. Das erste
Bindemotiv derrdhA Gene vorDehalococcoidesp. zeigte stets die Sequenz des typischen
Ferredoxin-Bindemotivs (CxxCxxCxxxCP; Bruschi undugdesquin, 1988). Das zweite
Bindemotiv wies sowohl die Sequenz typischer 4FeciiBter als auch davon abweichende
Sequenzen auf. Dies ist mdglicherweise ein Hinvaafir, dass 3Fe-4S-Cluster gebunden
werden (van de Pa al, 1999; Hdlscheet al, 2004). Da stets zwei Fe/S-Cluster vorhanden
zu sein scheinen, ist zumindest die Méglichkeitelmm, dass die fiir eine eCorrinoid-
Reduktion erforderlichen Elektronen auf verschiesheiRedoxpotentialniveaus angeliefert
werden.

Uber den Elektronentransport von der Hydrogenaseeduktiven Dehalogenase ist bislang
wenig bekannt. FUr verschiedene dehalorespirier@rdanismen wurde die Beteiligung von
Cytochrom c¢ oder b, Menachinon oder Ferredoxin an Elektroneniibertragung vermutet
(Ni et al, 1995; Milleret al, 1996; Schumacher und Holliger, 1996; Holligéral, 1999).
Bei Versuchen mit ganzen Zellen déshalococcoidesstammes CBDB1 konnten Chinon-

oder Menachinonanaloga nicht als Elektronendonattiie die Trichlorbenzoldehalogenase
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genutzt werden (Jayachandrah al, 2004). Obwohl Menachinone in der Regel an der
Elektronenubertragung bei verschiedenen anaeroliBrurigsprozessen eine Rolle spielen
(White et al, 2005), kann eine Beteiligung von Menachinonendiee Dehalorespiration von
Dehalococcoidessp. nahezu ausgeschlossen werden, da Menachihdmitdnen die
Dechlorierung durclbehalococcoidesp. Stamm 195 nicht hemmten (Nijenhuis und Zinder,
2005). Ein Einfluss von Chinonen ist hingegen daush denkbar, da zum einen die
Chinonderivate Anthrachinon 2,6-Disulfonsaure (AQD&d Pyrolochinolinchinon (PQQ)
als Elektronendonatoren fir TceA des Stammes 18Gtgewerden konnten (Nijenhuis und
Zinder, 2005). Zudem zeigten Chinonanalysen R&malococcoidesp. einen flr anaerobe
Bakterien ungewohnlich hohen Anteil an UbichinorfVBhite et al, 2005). Aufgrund des
Redoxpotentials von Ubichinon/Ubichinol von + 0,¥1wéare so eine Ubertragung von
Elektronen auf die halogenierten Verbindungen taseh auch mdglich (Whitet al, 2005).
Vertreter deiDehalococcoidetesind in der Lage, eine Reihe chlororganischer Welimgen
als terminalen Elektronenakzeptor im Dehaloresipingprozess zu nutzen (Tab. 1). Dazu
zahlen halogenierte Alkane und Alkene, aber audbrieinte Benzole, Phenole, Biphenyle
oder Dioxine. Nach neuestem Erkenntnisstand sirtt&ter deDehalococcoidessp. zudem
in der Lage, 1,2-Dichlorpropan direkt zu Propan usetzen (Smidt und de Vos, 2004). Dabei
scheint es sich allerdings eher um eine Dichlorei@nung als um eine hydrogenolytische
Reaktion zu handeln.

Wahrend Chlorethen-dechlorierende Bakterien, diehtnizur GattungDehalococcoides
zahlen, PCE ausschlie3lich zu DCE dechlorieren iiNewnet al, 1994, Milleret al, 1997;
Holliger et al, 1998), kdnnen verschiedem®halococcoidesStamme Chlorethenderivate
vollstandig zu Ethen abbauen (Maymo-Gagelal, 1997; Krajmalnik-Browret al, 2004; He

et al, 2005, Sunget al, 2006). Die Dehalogenierung von Chlorethenerdest bislang am
besten untersuchte DechlorierungsprozessDiedialococcoidesp. Auch der Uberwiegende
Teil der bisher ndher charakterisierten Dehalogamast an der Dechlorierung von
Chlorethenen beteiligt (Magnusen al, 1998, Krajmalnik-Browret al, 2004; Mulleret al,
2004).

Dehalococcoides ethenogerggamm 195 detoxifiziert PCE vollstandig zu EthBre ersten
drei Schritte verlaufen metabolisch, d.h. sie gimtl einer Energiekonservierung verbunden
(Tab. 1). Die Dechlorierung vom Vinylchlorid (VC)um Ethen erfolgt hingegen
kometabolisch (Maymoé-Gatedit al, 1999; Tab. 1). Im Gegensatz zu Stamm 195 sied di

DehalococcoidesStamme BAV1 und VS fahig, VC unter Energiekonsenung zu Ethen
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Tab. 1 Halogenierte Verbindungen, die von Vertretern dehalococcoideteentweder metabolisch
oder cometabolisch umgesetzt werden.

Stamm Metabolisches Substrat Kometabolisches Substr Literatur
195 PCE; TCEcis DCE; 1,1-DCE transDCE, VC Maymoé-Gatelet al, 1997; 1999
HCB; PeCB; 1,2,3,5-TeCB; 1,2,3,4-TeCDD; 1,2,3,4- Fennellet al, 2004
1,2,4,5-TeCB; 1,2,3,4-TeCB TrCDF; 1,2,3,4-TeCN;
2,3,4,5,6-PCB; 1,2,3-TrCB;
1,2,4-TrCB
1,2,3,4,7,8-HeCDF; 1,3,4,7,8- Liu und Fennell, 2008
PeCDF; 1,2,4,7,8-PeCDF
2,3-DCP; 2,3,4-TrCP; 2,3,6-TrCP Adriahal, 2007 a
FL2 PCE;cis DCE;trans DCE PCE; VvC Heet al, 2005
BAV1 cisDCE;transDCE; 1,1-DCE; VC; PCE; TCE Heet al, 2003 a
Vinylbromid; 1,2-Dichlorethan
VS cis DCE;transDCE; 1,1-DCE; VC Cupplest al, 2003;
Mdller et al, 2004
GT TCE;cisDCE, 1,1-DCE; VC Sungt al, 2006
CBDB1 1,2,3-TrCDD; 1,2,4-TrCDD; 2,3- Bungeet al, 2003
DCDD; 1,2,3,4-TeCDD; 1,2,3,7,8-
PeCDD
HCB; PeCB Jayachandrahal, 2003
1,2,3-TrCB; 1,2,4-TrCB; 1,2,4,5- Adrianet al, 2000 b
TeCB; 1,2,3,4-TeCDD; 1,2,3,5-
TeCB
2,3-DCP; PeCP; alle 3 TeCP; alle 62,5-DCP; 3,4-DCP Adriast al, 2007 a
TrCP
PCE Junick, 2007
DCMB5 1,2,3-TrCDD; 1,2,4-TrCDD Ewaldt al, 2007
1,2,3-TrCB Bunget al, 2008
DF-1 PCE; TCE Milleet al, 2005
einige PCB-Kongenere; May et al, 2008
Arochlor1260
HCB; PeCB; 1,2,3,5-TeCB Wat al, 2002 a
0-17 2,3,4-PCB; 2,3,5-PCB; 2,4,5-PCB; May et al, 2006

2,3,4,5-PCB; 2,3,4,6-PCB,;
2,3,5,6-PCB; 2,3,4,5,6-PCB,
2,3,3,5,5,6-PCB

PCE

HCB; PeCB; 1,2,4,5-TeCB;
1,2,3-TrCB

HeCDF-Hexachlordibenzofuran, PeCDF-Pentachlordibfman, TrCDF-Trichlordibenzofuran, TeCN-Tetra-
chlornaphthalen, PeCDD-Pentachlordibepzdioxin, TeCDD-Tetrachlordibenzp-dioxin, TrCDD-Trichlor-
dibenzop-dioxin, DCDD-Pentachlordibenzo-dioxin, HCB-Hexachlorbenzol, PeCB-PentachlorbenZ@CB-
Tetrachlorbenzol, TrCB-Trichlorbenzol, PCE-Perchtben, TCE-Trichlorethen, DCE-Dichlorethen, VC-
Vinylchlorid, PeCP-Pentachlorphenol, TeCP-Tetragtttenol, TrCP-Trichlorphenol, DCP-Dichlorphenal,
PCB-polychlorierte Biphenyle

umzusetzen (Krajmalnik-Browet al, 2004, Mulleret al, 2004). Beide Stamme kodnnen
allerdings die hoéher chlorierten Ethene PCE undchlorethen (TCE) nicht oder nur
kometabolisch dechlorieren (Krajmalnik-Browhal, 2004, Miilleret al,, 2004; Tab. 1).
Neben derDehalococcoidesp., die auf eine Dechlorierung von Chloralkeneezsgisiert
scheinen, gibt es aber auch Stamme, die bevorzalggénierte Aromaten als terminalen
Elektronenakzeptor verwenden (Adriahal, 2000 b, Bunget al, 2008). Stamm CBDB1
wurde beispielsweise auf Trichlorbenzolen isol{@&drian et al, 2000 b). Mittlerweile zeigte
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sich, dass dieser Stamm neben Chlorbenzolen alatiecte Phenole und Dioxine, aber auch
PCE dechloriert (Bunget al, 2003; Adriaret al, 2007 a; Junick, 2007).

Obwohl bislang tberwiegend chlorierte VerbindungénSubstrate voBehalococcoidesp.
getestet wurden, lasst sich vermuten, dass dieskt mie natlrlichen Substrate von
Dehalococcoideslarstellen, da chlororganische Verbindungen eh#ir@pogenen Ursprungs
sind. In diesem Zusammenhang zeigten Analysen zwryrBaktivitdt von TceA des
Dehalococcoidesp. Stammes 195, dass der Austausch des Chlatsabtn gegen einen
Bromsubstituenten zu einer erhdhten Enzymaktiviitte (Magnusoret al, 2000). Auch
Dechlorierungsversuche mit VC bzw. Vinylbromid (VBigten, dass VB mit einer héheren
Dechlorierungsrate umgesetzt wurde als VC @bual, 2003). Bei einer parallelen Zugabe
von VC und VB zu den Kulturen kam es zu einer Hemgnder VC-Dechlorierungsaktivitat.
Das deutet darauf hin, dass beide Substanzen t&tr&te eines Enzyms sind. Zieht man in
Betracht, dass eine Vielzahl mariner Organismertefuanderem Schwamme) eine Reihe
bromierter Verbindungen produziert (Ahet al, 2003), lasst sich vermuten, dass
Dehalococcoidesp. einen marinen Ursprung haben.

Die starke Spezialisierung v@ehalococcoidesuf die Dehalorespiration spiegelt sich unter
anderem in der grof3en Zahl ahA Genen im Genom wider. So finden sich in den Gemome
der Stamme 195, CBDB1, BAV1 und VS jeweils 19, B2 bzw. 34rdhA Gene (Kubeet al,
2005; Seshadet al, 2005). Trotz der Tatsache, dass eine VielzahlrdbA Gensequenzen
bekannt ist, weild man bislang nur sehr wenig Uleef=dnktion der einzelnen Genprodukte.
Bislang wurden nur die Tetrachlor- und Trichlorethreduktiven Dehalogenasen (PceA und
TceA; Magnusoret al, 1998, 2000) des Stammes 195, die Vinylchloriddtedenase des
Stammes VS (VcrA; Milleet al, 2004) und die Chlorbenzoldehalogenase des Stamme
CBDB1 (CbrA; Adrianet al, 2007 b; entspricht CbdbA84 (Kule¢ al, 2005)) in Bezug auf
ihr Substratspektrum naher charakterisiert. Mitfédivon Transkriptionsanalysen wurde
zudem das Gen der Vinylchloriddehalogendmsef) des Stammes BAV1 identifiziert.

Bei genauerer Betrachtung der Regionen, digdhé& Gensequenzen flankieren, fanden sich
in der Nachbarschaft dedhAB-Operone mit einer grof3en Haufigkeit Gene versdahried
Regulatoren (Kubet al, 2005; Seshad®t al, 2005) unds™ &hnliche Promotorbereiche
(Magnusoret al, 2000; Mulleret al, 2004; Funget al, 2007). So sind mit Ausnahme eines
rdhA Gens {ceA alle intaktenrdh-Gene des Stammes 195 eng mit regulatorischen Genen
assoziiert, die uberwiegend fur ZweikomponentersysRegulatoren kodieren (Seshaelri
al., 2005). Von den 32dh-Genen des Stammes CBDB1 befinden sich 15 in dee Nan
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Abb. 3. Schematische Darstellung zur Anordnung von regrfzhen Genen in der Nachbarschaft
von rdhAB-Operonen deBehalococcoideStammes CBDB1 (Kubet al, 2005). Grau unterlegt sind
die rdhAB-Operone, in deren N&he sich keine regulatoris€bene befinden. a: ATP-Bindedoméane
einer Sensor Histidinkinase, b: ArcB Doméane

Genen von Zweikomponentensystem Regulatoren unth Xr Nahe von Genen MarR-
ahnlicher Regulatoren (Kubet al, 2005; Abb. 3). Neben diesen beiden dominierenden
Familien regulatorischer Gene wurden zusatzlicheGsgiterer Transkripionsregulatoren in
der Nachbarschaft vordhA Genen identifiziert. Diese sind in die Familierr éNosR/Nirl-
bzw. CRP/FNR-Familien einzuordnen (Mulkgral, 2004; Seshadat al., 2005).

MarR (multiple antibiotic resistance egulatop-ahnliche Regulatoren sind an der Kontrolle
der Virulenzfaktorproduktion, der Antwort auf Anidltika bzw. oxidativen Stress, und der
Kontrolle des Katabolismus aromatischer Verbindungeteiligt (Wilkinson und Grove,
2006). MarR-ahnliche Proteine treten sowohl in fiteren als auch der DNA-gebundenen
Form als Homodimere auf. Die Bindung der DNA erfolgn palindromische oder
pseudopalindromische Bindesequenzen uber ein gdttisg Helix-Motiv (Wilkinson und
Grove, 2006). Die Erkennung der Bindesequenz drtdigr diea-Helix, die sich in die grol3e
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Furche der DNA einlagert (Linet al, 2002). Die Flugel stabilisieren die Protein-DNA-
Bindung uber Wechselwirkungen mit den organischaseB der kleinen Furche und/oder
dem Phosphatriickgrat. Der Verlust eines Teils déerhungssequenz fihrt sofort zum
Verlust der DNA-Bindefahigkeit (Linet al., 2002).

Ein weiteres Charakteristikum von MarR-ahnlichergtiatoren ist, dass die DNA-Bindung
durch anionische, lipophile Liganden beinflul3t wif@/ilkinson und Grove, 2006). Wie
bereits erwahnt, spielen MarR-ahnliche Regulatoeere Rolle im Abbau aromatischer
Verbindungen. Das MarR Homologe CbaR a@®mmamonas testosterorscheint
beispielsweise die Transkription debaABCOperons zu reprimieren (Providenti und
Wyndham, 2001). So setzten die Proteine CbaA, ChaB CbaC 3-Chlorbenzoat zu
Protocatechuat bzw. 5-Cl-Protocatechuat um. Im Btorbereich descbaABCGOperons
finden sich zwei Bindestellen fir CbaR, die aufgtwmon Sequenzunterschieden verschiedene
Affinitaten zu CbaR besitzen (Providenti und Wynalh&001). Die Bindung von 3-Chlor-
benzoat an CbaR fuhrt zu einer Aufhebung der RéguldNA-Interaktion und damit zur
Expression desbaABCOperons (Abb. 4).

Genomanalysen des Stammes CBDB1 ergaben, dass @emefur MarR-ahnliche
Regulatoren kodieren, nur in der zweiten Halfte @enoms zu finden sind (Kubet al,
2005). Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dadies MarR-a&hnlichen Gene der Stamme
CBDB1 und 195, die in der Nahe vaih Genen liegen, ein eigenes Cluster im Stammbaum
der MarR Regulatoren bilden.

Ein &hnliches Ph&nomen findet sich im Genom Besulfitobacterium hafnienseenn von
den 17 im Genom kodierten CPR/FNR-Homologen bilideri ein eigenes distinktes Cluster
(Smidt und de Vos, 2004). Mit einer Ausnahme befmdsich alle Gene in enger
Nachbarschaft vordhAB-Operonen. Diese finf CPR/FNR-Regulatorgene weiselem eine
hohe Sequenzidentitdt zyprK ausDesulfitobacterium dehalogenarsaif, das zur gleichen
Regulatorfamilie zu z&hlen ist (Smidt und de Vd304). CprK ist der einzige bisher naher
untersuchte Regulator, der an der Transkriptiondagign vonrdh Genen beteiligt ist. CprK
aktiviert die Transkription desprABCD-Operons in Gegenwart des Wachstumssubstrates
3-Chlor-4-hydroxyphenylacetat (3-CIOHPA, Smidit al, 2000). Nach Zugabe von
3-CIOHPA wurde die Transkription innerhalb von 3thr5 fach induziert. Genauere Analy-
sen von CprK zeigten, dass die DNA-Bindung an digehe Sequenzmotive (sogenannte
Dehaloboxen) nur erfolgt, wenn sich das CprK-Dinmereduzierter Form befindet und der
Effektor gebunden wurde (Pap al, 2006; Abb. 4).

10



Einleitung

| ' / A PO
| |
HS SH ox
+—> .
HS SHHS SH red s—S s—s geringe MengenI
! ! e 3-Chlorbenzoat
OH OH NS0 /’//‘Z?J\‘\«\\z." //0
! oLl LT
cl R Cl R —
—
S
L P ! il hohe 3-Ch|orbenzoeT Q0
T, —<? Konzentration
Hc,%@\ OH@fH 0OX OH:(@\ oH Transkription
cl R cl R +—> cl R cl R H I—V
HS  SHHS  sH red s—S S$—s O 0 —— [ cbaa}l cbagl| cba¢
—<
i fe 7
DNA-Bindung - Transkription des @ entsprich©/ OH
cprABCDOperons
A B cl

Abb. 4. Schematische Darstellung zum ReaktionsmechanidemBroteine CprK (A, nach Pep al.,
2006) und CbaR (B), die beide an der Regulation débaus halogenierter, aromatischer
Verbindungen beteiligt sind. CprK ist ein positivdRegulator descprABCDOperons von
Desulfitobacterium dehalogenan€prK ist in der Lage, den aromatischen Ligande@hBr-
4-hydroxyphenylacetat sowohl im reduzierten alshaimm oxidierten Zustand zu binden. Eine
Konformationsé&nderung, die fiir die DNA-Bindung eds#l ist, findet allerdings nur im reduzierten
Zustand statt. CbaR zahlt zur Klasse der MarR-éheal Regulatoren und ist ein negativer Regulator
des chaABCOperons inCommamonas testosterorCbaR besitzt im Promotorbereich des eben
genannten Operons zwei Bindestellen mit unterstbiedhoher Bindeaffinitat. Nach Bindung des
Wachstumssubstrates 3-Chlorbenzoat kommt es zuittaetisen Ablésung beider Regulatordimere
und damit zur Transkription der GedeaA cbaBundcbaC

Zweikomponenten Regulatorsysteme bestehen aus Regulatorproteinen, den Sensor-
Histidinkinasen und den Response-Regulatoren. Dgnatperzeption erfolgt tGber den
N-Terminus des Sensorproteins durch Phosphorykerines konservierten Histidins (Laub
und Goulian, 2007). Die Ubertragung der Phosphafiglauf den Response-Regulator fiihrt
zu dessen Aktivierung und tber die Modifikation @MA-Bindekapazitat zur Transkription
der nachgeschalteten Gene.

Eine Besonderheit von Sensor-Histidinkinasen DehalococcoidesStamme CBDB1 und
195 ist ihre cytoplasmatische Lokalisierung, sofeich das entsprechende Gen in der Nahe
einesrdhAB-Operons befindet (Kubet al, 2005; Seshadret al, 2005). Die ansonsten
typischen transmembranen Helices fehlen ihnen gdmzDaraus lasst sich schliel3en, dass
diese Sensor-Histidinkinasen weniger auf extralgetu als auf intrazellulare Signale
reagieren (Seshadsat al, 2005). Dierdh Gen-assoziierten Histidinkinasen verschiedener
Dehalococcoide$Stamme weisen stets die fur Zweikomponenten Remgela typische PAS-
Doméane auf (Kubeet al, 2005, Seshadet al, 2005). PAS-Doménen sind in der Lage,
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Sauerstoff, Liganden, Licht aber auch AnderungeiRedoxpotential wahrzunehmen (Taylor
und Zhulin, 1999). Es wird vermutet, dass die SehBstidinkinasen nicht tber die Bindung
der halogenierten Substrate, sondern durch Verédnden in deproton motif forceoder im
Redoxpotential aktiviert werden (Wallet al., 2005; Seshadet al,, 2005).

In der vorliegenden Arbeit sollten zwBiehalococcoidesStdmme naher untersucht werden,
zum einen der auf Chlorbenzolen isolierte Stamm BB[Adrianet al, 2000 b) und zum
anderen der Stamm DCMB5 (Bunget al, 2008). Letzterer kann verschiedene
Dioxinkongenere und 1,2,3-TrCB dechlorieren (Buegeal, 2008). Die 16S rRNA Gene der
Stamme CBDB1 und DCMB5 sind identisch. Im Dechlanmgspotential beider Stamme
finden sich aber einige charakteristische Unteestti Wahrend Stamm CBDB1 sowohl
1,2,3- als auch 1,2,4-TrCB als Wachstumssubstrateen kann (Adriaret al, 2000 b),
wéachst Stamm DCMB5 nur mit 1,2,3-TrCB als terminaleElektronenakzeptor der
Dehalorespiration (Bunget al., 2008). Stamm DCMB5 wurde aus dem stark mit chitere
Kohlenwasserstoffen verunreinigten Spittelwassensext (Region Bitterfeld) angereichert
(Bunge et al, 2008). In der vorliegenden Arbeit wurde mit StanDCMB5-haltigen

Mischkulturen und nicht mit der entsprechenden Rétar gearbeitet.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit lag der Sehwnkt auf der Untersuchung
verschiedener Strategien zur Anreicherung von Bakte DCMB5 in Dioxin- und
Chlorbenzol-dechlorierenden Mischkulturen. Zusételsollte eine genetische Abgrenzung
diesesDehalococcoideStammes von ander&@ehalococcoidesStdmmen mit sehr ahnlicher
oder gleicher 16S rRNA Gensequenz erfolgen. Dazlbesozum einen die flankierenden
Bereiche des 16S rRNA Gens charakterisiert und zunalerenrdh Gene an DNA des
Stammes DCMB5 amplifiziert, differenziert und idiéiatert werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten curAnalyse der Transkription dedhA
Gene vonDehalococcoidesp. Stamm CBDB1 in Gegenwart verschiedener halegen
Elektronenakzeptoren Hinweise auf die Funktion @imzr RdhA Proteine gewonnen werden.
Anschlieend sollten Einblicke in die Rolle MarRaibher Proteine bei der
Transkriptionsregulation dedhA Gene durch Interaktionsstudien von heterolog izdten,
ausgewahlten MarR-Homologen mit den Promotorregiother entsprechendedhA Gene

erhalten werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die Substanzen fur die Kultivierung und Analytik idan von folgenden Firmen bezogen:

- AccuStandard Inc., New Haven, USA1,2,3,4-Tetrachlordibenzo-dioxin

1,2,3-Trichlordibenzg-dioxin
1,2,4-Trichlordibenzg-dioxin

(1,2,3,4-TeCDD)
(1,2,3-TrCDD)
(1,2,4-TrCDD)

2,3-Dichlordibenzge-dioxin (2,3-DCDD)
1,3-Dichlordibenzgs-dioxin (1,3-DCDD)
2,7-Dichlordibenzga-dioxin (2,7-DCDD)
1-Monochlordibenzg-dioxin (1-MCDD)
2-Monochlordibenzg-dioxin (2-MCDD)

- Sigma-Aldrich, Steinheim 5,6-Dibromacenaphthen (5,6-DBrACN)
2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan (HMN)
1,2,3-Trichlorbenzol (1,2,3-TrCB)
1,2,4-Trichlorbenzol (1,2,4-TrCB)
1,3,5-Tribrombenzol (1,3,5-TrBB)

- AppliChem, Darmstadt Dibenzmdioxin (DBD)

- Difco Laboratories, Detroit, USA Hefeextrakt

- Roth, Karlsruhe n-Hexan
Aceton

- Air Liquide Deutschland, Dusseldorf

Aligal 12 (80 N,/ 20 % CQ)
Stickstoff 4.0
Stickstoff 5.0
Helium 5.0
Wasserstoff 5.0
Druckluft

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Unternehriverck (Darmstadt), Fluka (Buchs,
Schweiz), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen) uretv@ (Heidelberg) in den Rein-
heitsgradempurumoder héher bezogen.

2.2 Organismen und Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterd@nste sind in Tab. 2 zusammengefasst.
Die Reinkultur vonDehalococcoidesp. Stamm CBDB1 wurde freundlicherweise von Prof.
Dr. Lorenz Adrian (TU Berlin) zur Verfigung gestell

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und dévenkmale sind in Tab. 3 aufgefihrt.
Bei den verwendeten Vektoren handelte es sich urEMfG-Easy (Amp, lacPOZ;
Promega, Mannheim), pASK-IBA3 (Amip fl-IG, bla, ori, tpp, tetrepressor, tetA
Promotor/OperatorStreptag Il C-terminal, IBA, Géttingen) und pASK-IBA5 (Anfp fl-IG,

bla, ori, tjp, tetrepressortetA-Promotor/OperatoiStreptag Il N-terminal; IBA).
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Tab. 2. Verwendete Bakterienstamme

Stamm

Genotyp/Phéanotyp Referenz

Dehalococcoidesp. Stamm CBDB1
Mischkultur mit Dehalococcoidesp. Wildtyp

Stamm DCMB5

Escherichia coliXL1-Blue MRF’

Escherichia colBL21(DE3)-
CodonPlus-RIL

Adriaet al., 2000 b
Bungeet al, 2008

Wildtyp

A(mcrA) 183,4(mcrCB-hsdSMR-mrr) ~ Stratagene, Amsterdam

173, endAl supE44, thi-1, recAl, gyrA96,

relAl, ladF proAB, lacfzaM15,
Tn1Q(Tet)]

B F ompT hsd@g” mg) demiTet gal |
(DE3) endAHte [argU ileYleuWCm]

Stratagene, Amsterdam

Tab. 3. Ubersicht iber die in dieser Arbeit hergestellied verwendeten Plasmide

Plasmid

Insert-Beschreibung [fir die Amplifikatisarwendetes Primerpaar]

Externer Standard fiir die quantitative PCR?

pMB3_2/10
pCBDBAS4
pCBDBA1624
pCBDBA1453
pCBDBA1588
pCBDBA187
pCBDBA1618
pCBDBA243
pCBDBASO
pCBDBASS
pCBDBA1563
pLUCI
pRPO_A

pRPO_B

pEF_TU

16S rRNA Gen vobehalococcoidesp. Stamm DCMB5
Partialsequenz deshA GenscbrA (67640-67841)

Partialsequenz dethA GenschdbA16241317403-1317574)
Partialsequenz dethA GenscbdbA14531146531-1146698)
Partialsequenz dethA GenscbdbA158§1275489-1275708)
Partialsequenz dethA GenschdbA187(171446-171640)
Partialsequenz dethA GenscbdbA161§1310147-1310352)
Partialsequenz dethA GenschdbA243214143-214376)
Partialsequenz dezhA GenscbdbA80(61831-62027)
Partialsequenz deshA GenscbdbA88(73474-73717)
Partialsequenz dethA GenschdbA15631249556-1249774)
Partialsequenz voRhotinus pyralid_uziferase cDNA

Partialsequenz des Gens der DNA-abhangitkPolymerase, Alpha
Untereinheit (poA) (380021-380173)

Partialsequenz des Gens der DNA-abhéngitjgnHlymerase, Beta
Untereinheit (poB) (476866-477048)

Partialsequenz des Gens des Translatiomg&iions Faktors Tuu(f)
(784779-784938)

Gel shift assay8

pP1-P2
pP1-P3
pP4-P5
pIR-CBDBA84

pIR-CBDBA1453

Intergener Bereich der GehelbA16241625,PCR-amplifiziert mit dem
Primerpaar P1/P2 (1318368-1318656)

Intergener Bereich der GehelbA16241625,PCR-amplifiziert mit dem
Primerpaar P1/P3 (1318368-1318465)

Intergener Bereich der GebelbA16241625,PCR-amplifiziert mit dem
Primerpaar P4/P5 (1318448-1318554)

Intergener Bereich der GertadbA83/84 PCR-amplifiziert mit dem
Primerpaar CbdbA84-for/CbdbA84-rev (67248-67598)

Intergener Bereich der GartmlbA14581454 PCR-amplifiziert mit dem
Primerpaar CbdbA1453-for/CbdbA1453-rev (11474937068Y

Expression vonchdbA1625

pCBDBA1625-IBAS

pCBDBA1625-IBAZ

Amp", PCR-amplifiziertes GecbdbA1625|igiert in die Bsal Schnittstelle
des pASK-IBA5 Vektors (1318640-1319122)
Amp", PCR-amplifiziertes GecbdbA1625|igiert in die Bsal Schnittstelle
des pASK-IBA3 Vektors (1318637-1319122)
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Fortsetzung Tab. 3

Plasmid Insert-Beschreibung [fir die Amplifikatisarwendetes Primerpaar]
Klonbibliothek von 16S rRNA-Generf

pSPIT5-9/24 16S rRNA Gen, ARDRA-Muster 33 (Tab. 13)
pSPIT5-2/4 16S rRNA Gen, ADRDA-Muster 34 (Tab. 13)
pSPIT5-2/11 16S rRNA Gen, ARDRA-Muster 35 (Tab. 13)
pSPIT5-2/30 16S rRNA Gen, ARDRA-Muster 36 (Tab. 13)
pSPIT5-3/28 16S rRNA Gen, ARDRA-Muster 37 (Tab. 13)
pSPIT5-3/47 16S rRNA Gen, ARDRA-Muster 38 (Tab. 13)
pSPIT9-4B-13 16S rRNA Gen, ARDRA-Muster 39 (Tab) 14

RFLP und Sequenzierung vorrdhA Genen des Stammes DCMB5S

p4/1-1a, p4/20-1a, pl/11-1a Partialsequenz von DCARA3 [cl-1a-f/cl-1a-r]
p4/15-1a Partialsequenz von DCN@hA1 [cl-1a-f/cl-1a-r]
p4/18-1la Partialsequenz von DCN@hA4 [cl-1a-f/cl-1a-r]
pD1-1b, pD6-1b, pD16-1b Partialsequenz von DCMBAS5 [cluster 1b_f/cl-1b-r]
pD1-1c, pD9-1c, pD28-1c Partialsequenz von DCMBAG [cl-1c-f/cl-1c-r]
pD6-1c Partialsequenz von DCMBhA3[I-1c-f/cl-1c-r]
p+D1-2a, p+D6-2a Partialsequenz von DCKMIBA9 [cluster 2a_f/cl-2a-r]
p+D9-2a, pD29-2a, pD60-2a Partialsequenz von DG 11[cluster 2a_f/cl-2a-r]
p+D35-2a, p++D31-2a Partialsequenz von DCMBATY [cluster 2a_f/cl-2a-r]
pD1-2b, pD76-2b, pD83-2b Partialsequenz von DCMBA15[cluster 2b_f/cl-2b-r]
pD68-2b Partialsequenz von DCMBhA13[cluster 2b_f/cl-2b-r]
pD3-3, pD14-3, pD61-3, pD62-3  Partialsequenz vorMBOdhAl4[cluster 3_f/cl-3-r]
pD5-3 Partialsequenz von DCM#hA17][cluster 3_f/cl-3-r]
pD7-3, pD13-3, pD30-3, pD44-3  Partialsequenz vorMBOdhA16][cluster 3_f/cl-3-r]
pD1-4b, pD2-4b, pD30-4b Partialsequenz von DCiBA18|cluster 4_f/cluster 4b_r]
pl/27-uni, p1/5-uni Partialsequenz von DCMBIA9[RRF2/B1R]
p1/23-uni, p3/18-uni, p3/23-uni Partialsequenz 2@MB rdhA13[RRF2/B1R]
pl/21-uni, p2/11-uni Partialsequenz von DCMIBAG6 [RRF2/B1R]
pl/1-uni, p3/10-uni Partialsequenz von DCWhA12[RRF2/B1R]
p3/26-uni Partialsequenz von DCMBhA7[RRF2/B1R]

p3/5-uni Partialsequenz von DCMBhA8[RRF2/B1R]

pl/8-uni Partialsequenz von DCMBhA10[RRF2/B1R]

3/ektor: pGEMPT-Easy, PPosition im Genom vorDehalococcoidesp. Stamm CBDB1%rhalten
durch reverse Transkription von Luziferase mRNAciferase control RNA, Promega)Vektor:
pPASK-IBA5, Vektor: pASK-IBA3

2.2.1 Herkunft und Kultivierung voBehalococcoidesp. Stamm DCMB5

Aus einem 1,2,3,4-TeCDD-dechlorierenden primarekrdkdosmos, inokuliert mit Spittel-
wassersediment, wurden 1,2,4-TrCDD-dechlorierendareisherungskulturen erhalten
(Bungeet al, 2001). Nach dem vierten Transfer mit 1,2,4-TrC[&pit 1, Tab. 4) folgten
erste Dechlorierungsversuche mit 1,2,3-TrCB (Shitas lber eine Hexadekanphase in einer
Zweiflussigphasenkultur zugegeben wurde. An die iisssigphasenkultur mit 1,2,3-TrCB
schloss sich eine Zweiflissigphasenkultur mit 12 BCDD (Spit 4) an, die zusatzlich mit
Bromethansulfonséaure (BES), einem Inhibitor gegethdnogene, versetzt wurde. Es folgten
Subkulturen mit 1,2,4-TrCDD als Elektronenakzeptater dem Zusatz von BES oder/und
Vancomycin (Van), einem Antibiotikum gegen grampigsi Bakterien (Wagner, 2004).

Diese Kulturen dienten als Inoculum fir die Untetsungen in der vorliegenden Arbeit. Auf
drei Transfers mit 40 uM 1,2,4-TrCDD (Spit 5-7) g@n drei Transfers mit 10 mM
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Tab. 4. Kultivierungsschema der untersuchten dioxindeadlenden Mischkulturen.

9T

Kultur C-Quelle Elektronendonor Elektonenakzeptor Inhibitoten  Inoculum weitere Zusatze Referenz
= —
= s = S
; e T 2 3 s 5 ¥ Eg
i ZEZEETs ¢ B8 g tf
I £ = = = Z s v [ S} ] > c
R i g 8 B 8 % & < FE E =
T § 2 E E F &3 8 9 I 9 g 82
3 8 S 5 5 & § g o N i 8§ &
Q < A T L ;M @a = < < 4o > o
Priméarer Mikrokosmc 5 25 25 2E 2¢t 50 Spittelwassersedime Bungeet al., 200:
4 Transfers 5 25 25 25 25 25 Bungeet al., 2003
Spit 1 (4. Transfer) 5 25 25 25 25 25 Bunge, 2004
Spit 3 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 1: Spit 1 Bunge, 2004
Spit ¢ 5 25 2E5 2E 2F 3,3 mM 5 Spit Bunge, 200
"TeCDD"-Vorkultur a 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 50 Spit 4 Wagraf04
b 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 50 5 Spit 4 Wagner, 2004
c 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 50 5 Spit 4 Wagner, 2004
"TeCDD"-Hauptkulturi a 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 50 "TeCDD"rkaltur-a Wagner, 2004
b 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 50 5 "TeCDD"-Vorkulturib Wagné02
c 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 50 5 "TeCDD"-Vorkulturic Wagrifo4
Spit 5 a 2,5 1,25 1,25 1,25 40 "TeCDD"-Hauptkultur-a diaseeit
b 2,5 1,25 1,25 1,25 40 5 "TeCDD"-Hauptkultui-b diese Arbei
[ 2,5 1,25 1,25 1,25 40 5 "TeCDD"-Hauptkultur-c diese Atrbe
Spit 6 a 2,5 1,25 1,25 1,25 40 Spit 5-a diese Arbeit
b 2,5 1,25 1,25 1,25 40 5 Spit 5-b diese Arbeit
c 2,5 1,25 1,25 1,25 40 5 Spit 5-c diese Arbeit
Spit 7 a 2,5 1,25 1,25 1,25 40 Spit 6-a fermentierter Hefeextrakt diese Arbeit
b 2,5 1,25 1,25 1,25 40 5 Spit 6-b oder steriler diese Arbeit
c 2,5 1,25 1,25 1,25 40 5 Spit 6-c Kulturiberstand Stamm  diese Arbeit
d 2,5 X 40 5 5 Spit 6-c 195 oder DCMB5- diese Arbeit
e 2,5 125 X 40 Spit 6-c Mischkultur diese Arbeit
Spit 8 a 2,5 1,25 1,25 1,25 10 Spit 7-a diese Arbeit
b 2,5 1,25 1,25 1,25 10 5 Spit 7-a diese Arbeit
Spit 9 4B 2,5 1,25 1,25 1,25 10 Spit 8-a diese Arbeit
2B 2,5 X 10 Spit 8-b diese Arbeit
Spit 10 a 2,5 1,25 1,25 1,25 10 5 Spit 9-4B diese Arbeit
b 2,5 1,25 1,25 1,25 10 5 5 Spit 9-2B diese Arbeit
c 2,5 1,25 1,25 1,25 10 5 5 Spit 9-2B diese Arbeit
d 2,5 1,25 1,25 10 5 Spit 9-4B diese Arbeit
e 2,5 1,25 10 5 Spit 9-4B diese Arbeit
f 2,5 1,25 10 5 Spit 9-4B diese Arbeit
g 2,5 1,25 10 5 Spit 9-4B diese Arbeit
h 2,5 1,25 X 10 5 Spit 9-4B diese Arbeit
i 2,5 X 10 5 5 Spit 9-2B diese Arbeit

! Zweiflissigphasensystem
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Tab. 5 Zusammensetzung des anaeroben Basismediums 20deurSpurenelementelésung SL10
(Widdel et al., 1983).

Basismedium 204 Spurenelementelésung SL10
Substanz Endkonzentration Substanz EndkonzentratigA]
MgCl, x 6 H,O 0,26 mM FeCGlx 4H,0 1500
MgSO, x 7 HO 0,28 mM nC] 70
NH,HCO; 5,30 mM MnC} x 4H,0 100
CaCLx 2 HO 0,82 mM HBO, 6

SL10 1 ml/l CoCJ x 6 H,O 190
Vitaminldsung 1 ml/l CuCGlx 2 HO 2
Selenit/Wolframat-Losung 16/14 uM NiCt 6H,0 24
Resazurin 4 uM N#MoO, x 2H,0 36
Na/K-Phosphatpuffer 3,3 mM Konz. HCI 10 ml/l
Na,S 1mM

Ti-(IN)-NTA 1 mM

FeS 0,15 mM

Hefeextrakt 0,05 g/l

1,2,3-TrCB (Spit 8-10, Zweiflissigphasensystem), die Elektronenakzeptorkonzentration
im Medium zu erh6hen. Die Anzahl der zugesetzterktEdnendonatoren wurde z.T. bis auf
Wasserstoff reduziert, wobei gleichzeitig verschiggl Inhibitoren wie beispielsweise Van
zugesetzt wurden. Der Einfluss von komplexen Zesa(z.B. fermentierter Hefeextrakt) im
Anreicherungsprozess wurde nadher untersucht. Dalsivietungsschema der auf dem
Spittelwassersediment basierenden Anreicherungskualtist in Tab. 4 zusammengefasst.

2.3 Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.3.1 Anaerobes Medium fur die Kultivierung vbehalococcoidesp. Stamm DCMB5

Die Anzucht der anaeroben Mischkulturen erfolgteBasismedium 204 (Tab. 5), wobei bei
der Herstellung wie folgt vorgegangen wurde:

Zunachst wurde 1 | Aqua bidest (A. bidest, zweifantionisiertes Wasser) auf 100 °C erhitzt
und wéahrend des Abkuhlens durch Begasung mit Aligabnaerobisiert. Nach ca. 30 min
wurden die Mineralsalze und 0,05 g/l Hefeextrakjemsetzt. Nach Erganzung des Mediums
durch Resazurinldsung, Spurenelementlésung SL10 Seknit/Wolframatlosung (siehe
DSM-Medium 385) wurde der pH-Wert mit kristallinemaHCQ; auf 7,0 eingestellt.
Anschlieend wurden die Serumflaschen mit Butylgistopfen und Alu-
miniumschraubkappen verschlossen und der Gasrautarevd0 min mit Aligal 12 begast.
Nach dem Autoklavieren und Abkuhlen auf RaumtentperéRt) wurden dem Medium

Vitaminlésung (modifiziert nach Holligeret al, 1993, Tab. 6), Na/K-Phosphatpuffer
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Tab. 6. Zusammensetzung von Mineralsalz-, Spurenelememg-Vitaminldsung (modifiziert nach
Holliger et al, 1993), die zur Kultivierung dd3ehalococcoideStammes CBDB1 verwendet wurden.
Die Vitaminldsung wurde ebenfalls fir die Kultivigrg der Stamm DCMB5-haltigen Mischkulturen

verwendet.
Mineralsalzlésung Spurenelementelésung SL9 | Vitaminlésung
Substanz Endkon-: Substanz Endkon- Substanz Endkon-
zentration zentration zentration
in g/l in mg/| in mg/l
KH,PO, 10 Nitrilotriacetat 12800 L-Liponsaure 5
NH.CI 13,5 (NTA) D(+)-Biotin 2
NaCl 50 FeCGl x 4H,0 2 Nicotinsaure 5
MgCl, x 6H,O 20,5 ZnC} 70 Ca-D(+)-Pantothenat 5
KCI 26 MnCl, x 2H,0O 80 Pyridoxinhydrochlorid 10
CaCl x 2H,0 7,5 HBO; 6 Thiaminchlorid-di-
CoC} x 6H,0 190 hydrochlorid 5
CuCb x 2H,0 2 Folsaure 2
NiCl, x 6H,O 24 Riboflavin 5
NaMoO, x 2H,O 36 Cyanocobalamin 50
p-Aminobenzoesaure 5
NaOH ad pH 6,0 1,4-Naphthochinon 10

(autoklaviert; pH 7,0) und eine frisch zubereitd@ mM NaS-LOsung zugegeben. Die
Zugabe erfolgte aus filtersterilisierten (Cellulasetat, 0,22 pM Porendurchmesser
(Sartorius, Géttingen)) Stammlésungen mit steriEmwegspritzen und Kandlen. Als
reduzierende Agenzien wurden Titan(lll)-Nitrilowitat (NTA) und frisch hergestelltes FeS
(hergestellt nach Mc Cuet al, 1996) verwendet.
Zur Kultivierung wurde das Medium unter Aligal 12@asung auf sterile Kulturréhrchen
verteilt. Nach dem VerschlieRBen der GefaRe mitonsiepten und Aluminiumkappen wurde
der Gasraum weitere 15 min mit Aligal 12 begastdavurde ein Uberdruck von 0,2 bis 0,3
bar eingestellt. Abschlieiend wurde das Mediummgeh Ansatz, durch Zugabe folgender
Substanzesteril vervollstandigt:
- organische Sauren (Na-Pyruvat, Na-Formiat, Nadat Endkonzentration: je 1,25 miy)
- Natriumacetatgndkonzentration: 2,5 mM
- Inhibitoren (BES(Endkonzentration: 5 mM Van (Endkonzentration: 5 mg/l) bzviPenicillin
(Pen Endkonzentration: 5 mg/l))
- Fermentierter HefeextrakEndkonzentration: 10 pl/ml)
- Steriler Uberstand au®ehalococcoides ethenogenesler Stamm DCMBS5-haltigen
Kulturen

Die Zugabe der Dioxine und Chlorbenzole erfolgte wi Kapitel 2.3.5 beschrieben.
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Tab. 7. Bestandteile des Mediums zur Kultivierung @ehalococcoideStammes CBDBL1.

Komponente Endkonzentration
Mineralsalzlésung 20 ml/l
Spurenelementlésung SL9 10 ml/l
Vitaminlésung 10 mi/l
Na-Acetat 5mM
Resazurin 1uM
NaS 0,1 mM
NaHCG; 10 mM
Ti-(Ill)-citrat 2 mM

2.3.2 Anaerobes Medium fur die Kultivierung vbehalococcoidesp. Stamm CBDB1

Bei der Kultivierung vonDehalococcoidessp. Stamm CBDB1 wurde ein Schwefel-
limitiertes, synthetisches, Bicarbonat-gepuffeiéimeralmedium verwendet (Adriaat al,
1998). Bei der Herstellung des Mediums (Tab. 6,. Talbvurde wie folgt verfahren:

Zunachst wurde 1 | A. dest (destilliertes Wasser) 300 °C erhitzt und wéahrend des
Abkuhlens durch Begasung mit Aligal 12 anaerobisiach ca. 30 min wurden dem Wasser
Mineralsalzlésung, Spurenelementeldosung SL9 (Tah. Matriumacetat und Resazurin
(Tab. 7) zugesetzt. Nachfolgend wurde die Serumrtilesmit Butylgummistopfen und
Aluminiumschraubkappe verschlossen und der Gasf@amnwveitere 10 min mit Aligal 12
begast. AnschlieRend wurde die,Nd.6sung zugegeben (Tab. 7), die Losung autoklavier
und im Anschluss unter Aligal 12-Begasung auf Ramnmeratur abgekuhlt. Danach wurde
das Medium unter anaeroben Bedingungen mit Vitaisumg und Natriumhydrogencarbonat
vervollstandigt (Tab. 7).

Zur Kultivierung wurde das Medium auf Aligal 12-lzsgie Kulturrohrchen verteilt. Nach dem
VerschlieBen der GefalRe mit Teflonsepten und Alwmkappen wurde der Gasraum
weitere 15 min mit Aligal 12 begast und das Mediachfolgend mit Ti(lll)-citrat reduziert.
In den KulturgefaBen wurde mit Aligal 12 ein Uberck von 0,2 bis 0,3 bar erzeugt. Als
Elektronendonor diente Wasserstoff. Die Zugabelgidodurch Begasung mit einem Druck

von ca. 0,5 bar fur wenige Sekunden.

2.3.3 Herstellung von Ti(lll)-citrat- bzw. Ti(IIINTA-LOsung

Zur Herstellung der Ti(lll)-citrat-Losung wurden18, ml einer 15 %igen Ti(lll)-chlorid-
Losung und 10 ml einer anoxischen 1 M Natriumcitt@sung miteinander gemischt.

Anschliel3end wurde der pH-Wert mit kristallinem,N&; auf 7,0 eingestellt und die Lésung
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auf ein Endvolumen von 50 ml aufgefillt. Die Helistieg erfolgte unter konstanter Begasung
mit Aligal 12. Die Endkonzentration an Ti(lll)-lonan der Loésung betrug 0,3 M.
Bei der Herstellung von Ti(lll)-NTA wurde anstelteer 1 M Natriumcitratlosung eine 1 M

Natrium-NTA-LOsung verwendet.

2.3.4 Herstellung von fermentiertem Hefeextrakt

Die Herstellung des fermentierten Hefeextrakts lgteonach Holligeret al. (1993). Dazu
wurde anaerobisiertes Basismedium 204 mit 4 % btafale versetzt und 10%ig mit
Saalesediment inokuliert. Die Kultivierung erfolgte verschlossenen Serumflaschen bei
37 °C fur 6 Wochen. Nach dieser Zeit wurden didefebbzentrifugiert (20 min, 2800 x g)

und der Uberstand (fermentierter Hefeextrakt) Kilniert.

2.3.5 Zugabe der chlorierten Verbindungen

2.3.5.1 Zugabe der Dioxine

Die Dioxine wurden in einer Konzentration von 300 in Aceton geldst. Aus den Dioxin-
Aceton-Stammlosungen wurde das erforderliche Voluméir die gewilnschte
Endkonzentration von 25 bis 40 uM mit autoklaviertlasspritzen unter der Laminarbox
entnommen und in die Kulturgefal3e Uberfihrt. NaeindverschlieBen der Kulturgefal3e
wurde das Aceton unter steriler Aligal 12-Begasuf®jerilfilter, SRP25 (Sartorius),
Porendurchmesser 0,2 um) unter dem Abzug abgedafpft Beflllen wurden die Gefal3e

gedffnet und das Nahrmedium unter Aligal 12-Beggseingefillt.
2.3.5.2 Zugabe der Chlorbenzole aus einer Acetomstasung
Die Zugabe der Chlorbenzole erfolgte Uber sterilas§pritzen aus Acetonstammlésungen

(Endkonzentration im Medium: 40 bis 60 uM). Zur ktetlung der Stammlésungen wurden

jeweils 1 g TrCB in 1 g Aceton gel6st.
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2.3.5.3 Zugabe der Chlorbenzole tber eine Hexadigkamg (Zweiflissigphasenkulturen)

Die Zweiflissigphasenkulturen wurden nach Holligéral. (1992) erstellt. Zur Herstellung
einer sterilen Trichlorbenzol-Hexadekan-Stammléswogde das Hexadekan zunachst unter
Stickstoffbegasung anaerobisiert. Nach dem Autoktem erfolgte der Zusatz der
Trichlorbenzole (Endkonzentration: 200 mM) unter daminarbox bei gleichzeitiger steriler
Begasung. AbschlieRend wurden 2,5 ml der in Hexadalelosten Trichlorbenzole mittels
steriler Glasspritzen zu 50 ml Medium gegeben (mahei Konzentration der Trichlorbenzole
im Medium: 10 mM).

2.3.6 Kultivierung vorDehalococcoidesp.

Die Kultivierung von Dehalococcoidessp. Stamm CBDB1 erfolgte wahrend der
Transkriptionsexperimente in 60 ml-Kulturgefal3en emem Kulturvolumen von 50 ml. Die
Zweiflussigphasenkulturen wurden in einem Kultuwoken von 50 ml in 110 ml-
KulturgefaRen angezogen. Das Inokulum betrug 10€% Kulturvolumens und wurde mit
sterilen Einwegspritzen unter Aufwendung eines rggn Drucks direkt ins Medium
Uberfuhrt. Die Inkubation erfolgt bei 28 bis 30 S§€huttelnd (130 Upm; Infors, Basel).

Die den Stamm DCMB5 enthaltenden Mischkulturen wardm Zweiflissigphasensystem
mit Chlorbenzolen in einem Kulturvolumen von 50imi60 ml- oder 110 ml-Kulturgefal3en
bei 30 °C ohne Schitteln inkubiert. Das Inokulurtriog5 % des Kulturvolumens.

Die Anzucht auf Dioxinen erfolgte sowohl fir Stam@BDB1 als auch fir die Stamm
DCMB5 enthaltenden Mischkulturen entweder in einédolumen von 3 ml in
20 ml-Headspace-Vials (Supelco, Bellefonte, USAgromh einem Volumen von 50 ml in
110 ml-KulturgefaRen. Die 3 ml-Kulturen dienten d@oxinanalytik (Kap. 2.4.2.1, 2.4.2.2,
2.4.2.3), wahrend die 50 ml-Kulturen zur DNA/RNAtEaktion (Kap. 2.5.2, 2.5.3) genutzt

wurden.

2.3.7 Medium zur Kultivierung voR. coli

Zur Anzucht vonE. coli XL1-Blue_ MRF" wurden Nahrbouillon I (NB, Immunopréaparate,
Berlin) oder Nahragar Il (NA, Immunopréaparate, Bgrlverwendet. Das Antibiotikum
Ampicillin wurde in einer Endkonzentration von 1R%/ml nach dem Autoklavieren steril

zugegeben. Zur Identifizierung positiver Klone welit Blau-Weil3-Selektion wurden dem
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Nahragar neben Ampicillin zusatzlich X-Gal (Endkentration: 80 pg/ml) und IPTG
(Endkonzentration: 0,5 mM) zugesetzt.

Die Kultivierung vonE. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL erfolgte zusatzlich in lasBroth
(LB)-Medium (1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % @la pH 7,0) oder LB-Agar
(LB-Medium, 1,5 % Agar), denen die Antibiotika Anspiin (Amp, Endkonzentration:
100 pg/ml) und Chloramphenicol (Cm, EndkonzentratBD pg/ml) zugesetzt wurden.

2.3.8 Kultivierung vort. coli

E. coli XL1-Blue_MRF" wurde zur Plasmidisolierung in 3 niligsigkulturen (Kap. 2.3.7)
angezogen. Beimpft wurde mit Einzelkolonien oderekti aus der Glycerinkultur. Die
Kulturen wurden tiber Nacht oder fiir mindestens 8h37 °C und 125 Usmihinkubiert.
Die Anzucht auf Nahragar-Platten erfolgte bei 37 °C

E. coliBL21(DE3)-CodonPlus-RIL wurde in 20 ml- oder 200/tissigkulturen (Kap. 2.3.7)
bei 37 °C schiittelnd (125 Usmthinkubiert. Die Kultivierung auf LB-Agar-Plattenfelgte
bei 37 °C Gber Nacht.

Eine kurzfristige Lagerung vok. col-Kulturen oder -Agarplatten erfolgte bei 4 °C. Eine

langfristige Lagerung erfolgte bei -80 °C in Nahublon | mit 20 % Glycerin.

2.4. Analytik

2.4.1 Aufarbeitung der Kulturen zur Analyse derocidrten Dioxine und Benzole

Die Dioxine wurden min-Hexan extrahiert, wobei die 3 ml Kulturen komplatifgearbeitet
wurden. Dazu wurden die Kulturen mit je 2 miHexan versetzt und 12 h bei 30 °C
geschittelt (200 Usmif). Nachfolgend wurde dasHexan abgenommen und die Extraktion
mit frischemn-Hexan zweimal wiederholt. Die gesammelten Hexaaphavurden mit 50 pl
eines internen Standards (Surrogat-Standard: 7&%,a42BrACN/ml 2,2,4,4,6,8,8-HMN)
versetzt und im Stickstoffstrom, auf Eis und untem Abzug bis auf die HMN-Phase
eingeengt. Die Proben wurden mit 200ngexan verdiannt und in 1,5 ml-GC-RAhrchen mit
250 pl Einsatz Uberfuhrt.

Zur Analyse der Chlorbenzole wurden 0,5 ml-Probes den Kulturen mit 1 mh-Hexan
durch Schutteln (120 Usmih) bei 28 °C fiir 15 min extrahiert. AnschlieRend der 100 pl
des Extrakts in 1,5 ml-GC-R6hrchen mit 150 pl Eins@berfihrt und mit 25 pl des internen
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Standards 1,3,5-TrBB (Stammldésung: 2,5 mMn#iexan) in einer Endkonzentration von

0,5 mM versetzt.

2.4.2 Gaschromatographie (GC)

Die Analytik der Dioxine wurde an dem Gaschromaapipen GC14A (Shimadzu Europe,
Duisburg) durchgefihrt. Der Gaschromatograph wardam Autoinjector AOC20i und dem
Autosampler AOC20s (Shimadzu Europe, Duisburg) ppkti. Die Steuerung des GC und
die Auswertung der Analysen erfolgten mit Hilfe dgoftware CLASS-VP 4.2 (Shimadzu
Europe).

2.4.2.1 Dioxindetektion mit FlammenionisationsdébeKFI1D)

Mittels FID wurden das Monochlordibenpadioxin und die dichlorierten Dioxine analysiert.
Die Auftrennung der Kongenere (Probenvolumen 4epfijlgte auf einer DB608 Megabore-
Kapillarséaule (30 m x 0,331 mm i.d., Filmdicke: B; J&W Scientific, Folsom, USA) mit
Helium 5.0 als Tragergas (linearer Fluf3: 0,3 m/@ulédruck 35 psi), Stickstoff 5.0 als
.Make up“-Gas, Wasserstoff 5.0 und Druckluft alsBnergase der Wasserstoffflamme und
einem Splitverhaltnis des Injektors von 1:10. Digektor- und Detektortemperaturen lagen
bei 250 bzw. 280 °C. Das Ofenprogramm lief wie fally:

Rate in °C/min Temperatur [°C] Verweilzeit [min]
170 3
1 175 0
5 290 5

Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer komlmnten 9-Stufen-Kalibrierung im Bereich
von 0,39 uM bis 100 uM je Kongener Uber die Peak#&d(Wagner, 2004). Die sich bei
Anwendung des oben aufgefiihrten Ofenprogramms englem Retentionszeiten sind

nachfolgend aufgefihrt:

Substanz Retentionszeit [min]
DBD 9,01
2-MCDD 13,47
1-MCDD 14,24
1,3-DCDD 17,19
2,3-DCDD 17,98
5,6-DBrACN 26,43
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2.4.2.2 Dioxindetektion mittels Elektroneneinfanggktor (ECD)

Die Analyse der trichlorierten Dioxine am GC/ECDOodgte mit Split/Splitlos-Injektor und

®3Ni-Elektroneneinfangdetektor. Die gaschromatogrsgiié Trennung der Kongenere
(Probenvolumen 0,5 ul) wurde auf einer DB5-Kapdéarle (30 m x 0,25 mm i.d., Filmdicke
0,25 pum) unter Nutzung von Helium 5.0 als Trage(gasarer Flul3; 0,298 m/s; Saulendruck
35 psi), Stickstoff 5.0 als ,Make up“-Gas und ein&plitverhaltnis von 1:50 durchgefihrt.
Die Injektor- und Detektortemperaturen lagen bed 22w. 340 °C. Das Ofenprogramm

wurde wie folgt gewahlt:

Rate in °C/min Temperatur [°C] Verweilzeit [min]
150 5
3 170 1
0,5 175 2
5 222 0
30 250 0
40 290 10

Die Kongenere wurden im Vergleich der Retentiortsremit der des internen Standards
(5,6-DIiBrACN) identifiziert und unter Verwendungner kombinierten 9-Stufen-Kalibrierung
im Bereich von 0,195 uM bis 200 pM Uuber die Peakhghantifiziert. Nachfolgend sind die

analysierten Substanzen und deren Retentionszeifgelistet:

Substanz Retentionszeit [min]
1,2,4-TrCDD 29,93
1,2,3-TrCDD 31,25
5,6-DiBrACN 33,40

2.4.2.3 Dioxindetektion mit Festphasenmikroext@ki{fSPME)

Das fluchtige Dioxinkongener 2-MCDD wurde zusatzlimittels Festphasenmikroextraktion
(SPME) aus dem ,Headspace” der 3 ml-Kulturen in #sradspace-Vials analysiert. Die
Proben wurden zunachst 2 h bei 80 °C aquilibriéut. Sorption der Dioxine wurde die Faser
(100 um, Polydimethylsiloxan; Supelco) in die Gasghder Headspace-Vials gebracht und
35 min bei 80 °C dort belassen. Die Desorption Igtoim Injektor des GC bei einer
Injektortemperatur von 260 °C Uber einen Zeitrauon 195 s. Daran schloss sich die
splitlose Injektion (0,7 min) an. Als Detektor werder FID bei einer Temperatur von 300 °C
genutzt. Die Auftrennung erfolgte auf einer DB60@&gdAbore-Kapillarsaule (Kapitel 2.4.2.1)
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mit Helium 5.0 als Tragergas (linearer Flu3: 0,3,n8aulendruck 35 psi), Stickstoff 5.0 als
.Make up“-Gas, Wasserstoff 5.0 und Druckluft aleBnergase der Wasserstoffflamme. Das
Ofenprogramm war wie folgt vorgegeben:

Rate in °C/min Temperatur [°C] Verweilzeit [min]
170 3
1 175 0
5 290 5

Fur die Quantifizierung der Kongenere wurde eirfet@en-Kalibrierung verwendet (Bunge,
2004). Dazu wurden die Dioxine in einem Konzentragbereich von 0,78 bis 25 uM in
Minimalmedium gegeben und aus dem Gasraum beprobt.

Die Retentionszeiten der verwendeten Dioxine, dah ei dem angewendeten Ofen-

programm ergaben, finden sich in der folgenden &lblet:

Substanz Retentionszeit [min]
DBD 9,05
2-MCDD 13,54
1-MCDD 14,31
1,3-DCDD 17,38
2,3-DCDD 18,08

2.4.2 .4 Detektion der Chlorbenzole mit FID

Die gaschromatographische Trennung der Chlorbereztddgte auf einer DB608-Megabore-
Kapillarsdule (Kapitel 2.4.2.1) mit Helium 5.0 alkragergas (linearer Flul3: 0,3 m/s,
Saulendruck 35 psi), Stickstoff 5.0 als ,Make upds; Wasserstoff 5.0 und Druckluft als
Brennergase. Die Injektor- und Detektortemperatuesyen bei 250 °C bzw. 280 °C. Es

wurde ein Probenvolumen von 4 pl mit einem Split 2010 injiziert. Das Ofenprogramm lief

wie folgt ab:
Rate in °C/min Temperatur [°C] Verweilzeit [min]

40 1,1
40 70 1,9
20 140 1,2
40 160 1,2
25 220 0,5
40 280 5,0
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Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer zehagen Kalibrierung tber die Peakflache im
Bereich von 0,7 uM bis 363 uM je Kongener. Die $3elhn Anwendung des oben aufgefuhrten
Ofenprogramms ergebenden Retentionszeiten sindaigehd aufgefihrt:

Substanz Retentionszeit [min]
1,3-Dichlorbenzol (DCB) 6,2
1,4-DCB 6,4
1,2-DCB 6,98
1,2,3-TrCB 9,1
1,2,4-TrCB 8,42
1,3,5-TrBB 11,64

2.4.3 Bestimmung der Chloridkonzentration

Die Bestimmung der Chloridkonzentration erfolgtetteds coulometrischer Titration am
Chlor-o-counter Mark Il (Flohr Instrumenten, Nieuyea, Niederlande).

Zur Messung wurde am Gerat ein Probenvolumen vah [i0eingestellt. AnschlieRend
wurden die in der Messlosung (20 ml Basislésung enigcht mit 1 ml Gelatinelésung
(Gieseler, 2001)) enthaltenen Chloridionen titri&$ wurde jeweils eine Doppelbestimmung
der Chloridionen in zentrifugiertem Kulturiberstae 400 pl) durchgefihrt. Um die
erhaltenercountsin mM umrechnen zu kénnen, wurde im Bereich vanifls 10 mM eine
Kalibrierkurve mit NaCl, gel6st in A. bidest, erfteDie Kalibrierung erfolgte, wie bei
Fischer (2007) beschrieben, mit einem Probenvoluwoend00 pul.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Durchfuihrung der Transkriptionsexperimente

Zur Erzielung hoher Zellzahlen wurdiehalococcoidesp. Stamm CBDB1 im Vorfeld aller
Transkriptionsexperimente im Zweiflissigphasensysii€ap. 2.3.5.3) kultiviert.

Im Rahmen der Transkriptionsanalysen mit Trichlodmen erfolgte eine 10%ige
Inokulierung in komplettiertes Medium (Kap. 2.3.hne Chlorbenzole. Nach einer
72-stindigen Hungerphase ohne chloriertes Substreden die Transkriptionsversuche mit
Zugabe von 40 bis 60 uM 1,2,4- oder 1,2,3-TrCB ayést. In den Kontrollkulturen ohne
chlorierten Elektronenakzeptor wurde Aceton in eitendkonzentration von 0,5 mM
zugegeben, da dieses als Losungsmittel der chiemieBenzole verwendet wurde. In den

Transkriptionsexperimenten mit Dichlprdibenzodioxinen wurde der Versuch mit dem
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Beimpfen (10%ig) des komplettierten Mediums, daseit® das entsprechende Dioxin-
Kongener enthielt, gestartet. Aufgrund der Art @aoxinzugabe (Kap. 2.3.5.1) war eine
72 stundige Inkubation ohne chlorierten Elektrokeeator nicht moglich. Als Kontrollen
dienten Kulturen, denen kein halogeniertes Substrg¢égeben wurde.

Eine Beprobung der Kulturen erfolgte stets zu Begles Versuches (0 h), nach 24 h, 48 h,
72 h und 168 h. Zu jedem dieser Zeitpunkte wurden Probe fir die DNA-Isolierung (Kap.
2.5.2), 0,5 ml fur die Chlorbenzolanalytik (Kap424., 2.4.2.4) und 45 ml fur die RNA-
Praparation (Kap. 2.5.3) entnommen. Die Dioxindegefung wurde in separaten
3 mi-Kulturen verfolgt (Kap. 2.4.1, 2.4.2.1, 2.82.Eine Analyse der Transkription erfolgte
nach DNasel-Verdau der Gesamt-RNA (Kap. 2.5.3.2jnp dmschreiben in cDNA (Kap.
2.5.4) mittels terminalem Restriktionsfragmentlamg@ymorphismus (t-RFLP, Kap. 2.5.14)
nach Amplifikation derdhA-Transkripte (Kap. 2.5.7.2) und quantitativer PGRCR, Kap.
2.5.15).

2.5.2 Zellaufschluss und DNA-Isolierung aus dereanlaen Kulturen

2.5.2.1 Zellernte zur Praparation von DNA

Bei der Zellernte wurde 1 ml Probe aus @&halococcoidesp. Kulturen entnommen und 30
min bei 10206 x gind 7 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde versorfind das Pellet mit
500 pl A. bidest gewaschen (Zentrifugation: 15 nmid206 x g, 7 °C). Der Uberstand wurde

entfernt.

2.5.2.2 Kugelmuhlenaufschluss

Bei der Verwendung dieser Methode wurde das Pell800 pl A. bidest aufgenommen und
mit 300 pl 2 x TENS-Puffer (50 mM Tris-(hydroxymgtlraminomethansaure (Tris)-HCI,
pH 8,0; 20 mM Ethylendiamintetraessigsdure (EDTARO mM NaCl; 1 % Natrium-

dodecylsulfat (SDS)) gemischt. Die gesamten 600wutden auf 1,2 g autoklavierte
Glaskugeln (Durchmesser 0,25 bis 0,5 mm) in 2 madkiensgefal3e gegeben. Die Zellen
wurden 15 min bei maximaler Geschwindigkeit in d€ugelmihle (Retsch, Haan)
aufgeschlossen. Nach kurzer Wartezeit (ca. 5 mumdev der Ansatz zentrifugiert (2 min,
8518 x gund Raumtemperatur). Zur weiteren Praparation wu2@0 pl des Uberstandes

abgenommen.
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2.5.2.3 Ethanolféallung der DNA

Nach dem Aufschluss der Zellen wurde die DNA géfdllazu wurden dem Ansatz 1/10
Volumen an 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und das 2¢hé Volumen an 99%igem Ethanol
zugegeben. Nach Zentrifugation (20 min, 10206 % §C) wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet mit 500 pul 70%igem Ethanol gewasqiénmin, 10206 x g, 4 °C). Der
Uberstand wurde erneut verworfen und das Pelletién SpeedvVac SVC 100 (Savant,
Minnesota, USA) getrocknet. Die DNA wurde in 40 Al bidest aufgenommen und Uber
Nacht schiittelnd bei 4 °C inkubiert (120 UsmjnDie Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.5.3 Zellaufschluss und Isolierung der Gesamt-RNA

Alle im Verlauf von RNA-Arbeiten verwendeten Loswmgwurden zur Inhibierung der
RNasen mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) in einer Emdtentration von 0,1 % versetzt. Nach
einer Inkubation bei 37 °C Uber Nacht wurden disurigen autoklaviert. Die verwendeten

ReaktionsgefalRe wurden doppelt autoklaviert.

2.5.3.1 Zellernte zur Praparation von Gesamt-RNA

Bei der Zellernte wurden 45 ml der Kulturen in géer 50 ml-Greinerréhrchen (Greiner Bio-
one, Essen) geerntet (3500 x g, 45 min, 4 °C). Dberstand wurde bis auf 1 ml
abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde im igbehen Uberstand gelost und in
1,7 ml-Schraubdeckelréhrchen (Sorenson BioScieBak,Lake City, USA) tberfuhrt. Nach
Zentrifugation (5000 x g, 30 min, 4 °C) wurde ddsdistand bis auf 100 pl abgenommen und

verworfen.

2.5.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde daotal RNA-Kit (A&A Biotechnology, Gdynia,
Polen) entsprechend den Herstellerangaben verweddeWerfolgung von RNA-Verlusten
wéhrend der RNA-Praparation oder der cDNA Synthesele dem Zellpellet zu Beginn 1 pl
Coleoptera Luziferase mRNA (9,9¢1(Kopien/pl) als interner Standard zugesetzt. Die

Wiederfindungsraten der Luziferase mRNA lagen maisinem Bereich von 5 bis 50 %.
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DNA-Kontaminationen wurden durch die Anwendung Bé&sel-Kits (Fermentas, St. Leon-
Rot) nach Herstellerangaben entfernt. Der AnsatzdenB3 h bei 37 °C inkubiert. Die
Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C. Zur Uberprifudes DNasel-Verdaus wurde eine
Amplifikation der 16S rDNA mit den Primern fD1/79¢Fab. 8) durchgefihrt (Kap. 2.5.7.1).

2.5.4 Reverse Transkription (RT)

Im Rahmen eines jeden Experiments wurden jewedislgt Mengen an RNA im Bereich von
0,1 bis 1ug in die reverse Transkription einges@&®& cDNA Synthese erfolgte miandom
hexamerPrimern und dem RevertAid¥ Minus First Strand cDNA SynthesiKit"
(Fermentas) nach Herstellerangaben. Zur Uberprifigngeversen Transkription wurde eine
Amplifikation der 16S rRNA cDNA mit den Primern fD¥®6r (Tab. 8) durchgefuhrt
(Kap. 2.5.7.1).

2.5.5 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktestdotimer extension

Die Transkriptionsstartpunkte dedhA Gene cbrA, cbdbAl1624und cbdbA1453wurden
mittels primer extensiondentifiziert. In einem Volumen von 20 pl wurdefb®is 1 pg RNA
(isoliert aus Zellen, die mit 1,2,4-TrCB inkubiesorden waren) mit 1 pM der
6-Carboxyfluorescein  (FAM)-markierten Primer FAM-BE, FAM-PE-1624 und
FAM-PE-1453 (Tab. 8) inkubiert. Die reverse Trams#on wurde mit dem RevertAid"
Minus First Strand cDNA Synthed{s&t“ nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Es wuitde
Protokoll zur Synthese des Primarstranges mit eispazifischen Primer angewendet. Das
primer extensionProdukt wurde mit Ethanol gefallt. Dazu wurde d&nsatz mit
1/10 Volumen an 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und dem f38hen Volumen von 99%igem
Ethanol gemischt und zentrifugiert (20 min, 8518, Raumtemperatur). Nach der Entfernung
des Uberstandes wurde das Pellet mit 500 pl 70%Ei¥anol gewaschen (8518 x g, 10 min,
Raumtemperatur) und nach Entfernung des Uberstamdedmal 5 min in der SpeedVac
SVC 100 getrocknet. Digrimer extensiofiProdukte wurden mit Hilfe eines Genetic Analyser
3100 (PE Applied Biosystems, Weiterstadt) analysiere Grol3enzuordnung erfolgte tber
einen internen Standard (ROX Genescan 500 (-29D)Applied Biosystems) mit Hilfe der
Genemapper 3.7 Software (PE Applied Biosystems).
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2.5.6 Konzentrationsbestimmung der Nukleinséuren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photomelr durch Messung der Absorption
bei 260 nm bestimmt (Gene Quant, Pharmacia, Frgibdusatzlich wurde die Reinheit der
DNA durch Berechnung des Quotienten £3/OD2so nm, €rmittelt. Da ein Bestandteil der
anaeroben Medien (Ti(lll)-lonen) die photometristhdessungen beeinflusste, wurde die
RNA-Konzentration zuséatzlich anhand der Starke & bzw. 23S rRNA Banden in den

RNA-Gelen im Vergleich zum Marker abgeschétzt.

Tab. 8. In der Arbeit verwendete Primer. Grau unterlegt 4.inker-Regionen, die in einigen Fallen
zwischen die spezifische Primersequenz und die BHMarkierung eingefligt werden mussten, um
ein PCR-Produkt amplifizieren zu kénnen. Die 6-FAMrkierten Primer dienten digrward Primer
zur Amplifikation der PCR-Produkte fir spéatere ttlRFAnalysen (Kap. 2.5.14).

GroRRe des PCR

Primer Sequenz 553 Zielgen/Charakteristika Produkts
Amplifkation von rdhA Genen (Hdlscheret al., 2004) mit spezifischen Primern
rdhA1f TTGCTACCATGTACAGGT cbdbA1560 304 bp
rdhAlr GGCATAACCGATAAACAT
rdhA2f ACCATAGAGGTAGACTTC cbdbA1638 587 bp
rdhA2r CCAGAGCTCATTTGACCC
rdhA3f GTGAAATACCGGGAGGCG cbdbA1455 569 bp
rdhA3r CTGTTTATTGGACGGCAG
rdhA4f GGAAGGTGCAAAGCGTAG cbdbA1618 437 bp
rdhAd4r CGGAACATCTCTTTGTTT
rdhA5f TTGGCAGGTGCCGGTATA cbdbA1627 674 bp
rdhA5r GTTGGGGATAATAAAGTG
rdhA6f GGGGCAGGGCTGGGTGTG cbdbA1542 807 bp
rdhA6r TTGGTACCCCAAATCTGC
rdhA7f AGGAGTTGGGGCATTGTT cbdbA1563 1087 bp
rdhA7r ATTCATACCGTCACAATG
rdhA8f AGGTCACATCTTCGGCAA cbdbA1453 124 bp
rdhA8r AGTGGGTCTGGGTAAAGT
rdhA9f GCTACGTCTTCAACCCTT cbdbA1624 77 bp
rdhA9r ACTTTTGACCAGTCTATA
rdhA10f CCAACCCTGTCGGCTCAGG cbdbA1595 159 bp
rdhA10r TGTCCGGTTGTCTCCCAG
rdhA11f AATAATGGCAACCGGAGG cbdbA1535 934 bp
rdhAllr AGGTTTTGTCCATGCTTC
rdhA12f TTGGTCTTACAGGGGTAA cbdbA1575 738 bp
rdhA12r AACCCGTCACATGAAATA
rdhA13f CATTTACACGACCAAGGT cbdbA1546 265 bp
rdhA13r CCTACTAAACTGAAAACT
rdhA14f CAGGGAATTCGGGGATAT cbdbA1578 146 bp
rdhAl4r CGCTTTCCATACCCTGCA
rdhA15f CTGTTTGGGGCTGAGGAC cbdbA1495 304 bp
rdhA15r TGTAACCCAGGCCTCTGG
rdhA16f AAGAGAACTACAAAACCG cbdbA1550 212 bp
rdhA16r GTATGGCATACTCGTCGC
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Fortsetzung Tab.8

GroRe des PCR

Primer Produkts

Sequenz 553’ Zielgen/Charakteristika

FAM-markierte rdhA-PCR- Produkte mit einer Grol3e zwischen 350 und 650p fir t-RFLP Analysen

cluster 1a_f FAM-GTWTTYCAYGAYKTGGATGA cbhdbA1453, chdbA1624, ~510 bp
cbdbA1550, cbdbA1570,
cluster la r TCSGGHGTRCCYTSCCA cbdbA1595
cluster 1b_f FAM-GAWTTYATGAARGGYTTGGG cbhdbA1495, cbdbA1508 ~640 bp
cluster 1b r TTATRTCKTCRTCAAMTWYTA
cluster 1c_f FAM-GYGGYACCAARTRKCAGGG  chdbA1588, chdbA96, ~600 bp
cluster 1c r TCVGCACARATACCGCAGG cbdbA1535, cbdbA1582
cluster 1d_f FAM-TTYCRTGAYYTRGATGAA cbdbA1578, cbhdbA1546, ~650 bp
cluster 1d_r ATBACRTAYTTDTGMGAAG cbdbA1575
cluster 2a_f FAM-GTYTTCMAKGAYHTKGACGA
cluster 2a-1 r TCRATTTMTYAGGYAKCAC cbdbA84, cbdbA1563 ~570 bp
cluster2a-2 r TGTATTTTTCGTTGTTGGAG cbdbA1638 ~530 bp
cluster 2a-3 r GTWAYCASCCARMGRGSTTT cbdbA1560, cbdbA1627 ~650 bp
cluster2b_f FAM-GATTTTMABGAYBTDGATGA
cluster 2b-1 r CGYAWCATTCGGSTRTTTT cbdbA1542, cbdbA1491 ~400 bp
cluster 2b-2 r CTKSTCYACATCTTCAAA cbdbA238, cbdbA1455 ~580 bp
cluster 2b-3 r ACWTTAKCAGGGAAKACCA cbdbA1598, cbdbA1618 ~570 bp
cluster 3 _f FAM-GARGGTACHCCWGAABAMAA cbdbA88, cbdbA80, chdbA243  ~480 bp
cluster 3 r CCRAAATYRAYBGGWTTA
cluster 4_f1 FAM-GTTGAYAWRCCXRTWGATTTT
cluster 4a f  CATKRCCCAGWRCCACCATT cbdbA1503, cbdbA1092 ~450 bp
cluster 4o 1 TMCCMAMWATACCTAAAA cbdbA187, cbdbA1539 ~360 bp
RFLP und t-RFLP Analysen mit rdhA-PCR-Produkten bis zu einer Lédnge von 1650 bp
RRF2%3 SHM GBM GWG ATT TYA TGA ARR  GenerelledhA Primer ~1650 bp
B1R?® CHA DHA GCC AYT CRT ACC A
cl-la-f TTYCRYGAYXTRGATGA cbdbA1453, chdbA1624, ~1100 bp
FAM-cl-la-f FAM-GTTTTYCRYGAYXTRGATGA cbdbA1595, cbhdbA1578,
cl-la-r TCMGCRCAHRTWCCGCA cbdbA1546
cbdbA1535-f GTTTTCCATGACATAGATGA cbdbA1535 ~1100 bp
cbdbA1535-r TCCGCACAAATACCGCA
cbdbA1575-F CAATTTCGTGATCTGGATGA cbdbA1575 ~1100 bp
cbdbA1575-r TCAGCACAGATACCGCA
cluster 1b_f  Siehe oben cbdbA1495, cbdbA1508 ~1300 bp
cl-1b-r ATGGGGCAGTGGGGGC
cl-1c-f TDTTYCRTGAYBTKGATGAA cbdbA1550, cbdbA1570, ~1100 bp
FAM-cl-1c-f FAM-CGGTDTTYCRTGAYBTKGATGAA cbdbA1588, cbdbA96,
cl-lc-r TCDGCACARATACCGCAGG cbdbA1582
cluster 2a_f  Siehe oben cbdbA1560, cbdbA1638, ~1550 bp
cl-2a-r AWHABCCAYTCRWACCAG cbdbA1627, cbdbA84,
cbdbA1563
cluster 2b_f Siehe oben ~1250 bp
cl-2b-f TTTMABGAYBTDGATGA
cl-2b-r TCTGCHTKCCAMARGAA cbdbA1491, cbdbA1455,
cbdbA1598, cbdbA1618
cbdbA1542-r TCTGCTTTCCAAAGGAA cbdbA1542
cbdbA238-r TCTGCATTCCAAAGGAA cbdbA238
cluster 3_f  Siehe oben ~1100 bp
cl-3-r ATRMMAAKVADCCATTCATA cbdbA88, cbdbA80
cbdbA243-r ATGAAAAGCAACCATTCATA cbdbA243
cl-5a-f ARGGWACBCCWGGRGAVAA tceAr ,, tceAgs, VCrA, bvcA, ~1100 bp
cl-5a-r GGGTATAGGTAATAAACCA FL2 rdhA7
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Fortsetzung Tab. 8

GroRe des PCR

Primer Sequenz 553 Zielgen/Charakteristika Produkts
Quantitative PCR
DET-539f AGG AAG CAAGCG TTATCC 16S rRNA Gene von 209 bp
DET-731r GAC AAC CTA GAA AAC CGC DehalococcoideStammen

der Pinella Gruppe

Eub341 f CCTACGGGAGGCAGCAG 16S rRNA Gen vomBacteria 169 bp
Eub534 r ATTACCGCGGCTGCTGG Vertretern
cbdbA1588 f CTGAAAGGAATAGGTCTGG cbdbA1588 216 bp
cbdbA1588 r GTAGACTGGGATCCATGC
cbdbA84 f CTTATATCCTCAAAGCCTGA cbdbA84 201 bp
cbdbA84 r TGTTGTTGGCAACTGCTTC
cbdbA1453 f AATCTCTCGAGGGCACTC cbdbA1453 167 bp
cbdbA1453 r CCAGAGGGCTGGTAAGGT
cbdbA1624 f CAGTCACTCGAAGCTACCA cbdbA1624 171 bp
cbdbA1624 r CTGCTAAAGGATTAGCCAAAA
cbdbA187_f CCAGTGAAGTTGATACCGTA cbdbA187 194 bp
cbdbA187 r CCAGCTTAACCAAGAACGG
chdbA1618 f AGACTGAATAGACCAACGCA cbdbA1618 205 bp
cbdbA1618 r CGGTATAGCCAGTTCTCTAT
cbdbA243 f  ACGCTCGCGAATTGCATC cbdbA243 234 bp
chdbA243 r GCACTCTTGAGCATAAGG
cbdbA80_f ATTGGGGTTGGGCATCGC cbdbA80 197 bp
cbdbA80 r CAACTTCAAGGCCGAGCG
cbdbA88_f ATGTAGCCATACGGCACC cbdbA88 244 bp
cbdbA88 r GCCATGCGGATAAGGGCA
cbdbA1563_f CCTCAAGTTGCGTATGCC cbdbA1563 219 bp
chdbA1563 r TGGGCTGCCCATGCCATA
Luci_f TTCCAGGGATACGACAAGG Luziferase 200 bp
Luci r CGGACATAATCATAGGTCCT
rpoA_f ACCCTTGATTCAGATGATGC cbdbA466 151 bp
rpoA r GTGGTAAAGTTCACCTTGCG
rpoB_f ATCCAGTCCAGTATTGACCG cbdbA586 180 bp
rpoB r TAACCTTGTAACGGCCTACC
EF-Tu_f GTCATTCTGGTAGTTTCCGC cbdbA960 156 bp
EF-Tu_r GAACCTCAAGCTCAACCAG

Vektorette PCR

UV-verkirzt

AGCGATTCTCGTACGAAC

Universeller Vektorette-
Primer

AB-for GAAGGAGAGGACGCTGTCTGTCGA Oligo zur Bildung der
AGGTAAGGAACGGACGAGAGAAG  Vektorette
GGAGAG
AB-rev GACTCTCCCTTCTCGAATCGTAACC Oligo zur Bildung der
GTTCGTACGAGAATCGCTGTCCTCT Vektorette
CCTTC
DET-1260f AACAGTGCGAACTGGAGCT 16S rRNA Gen von Stamm
DET-730r GACAACCTAGAAAACCGC DCMB5
DET-249r GCCATTACCCCACCAACTAG

T-RFLP zur Analyse der Mischkulturzusammensetzung aud Uberpriifung der cDNA Synthese

fD1%° FAM-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Eub534 r Siehe oben Amplifikation des 16S rRNA 464 bp
Gens von Vertretern der
Bacteria

7961’ GGGTTGCGCTCGTTG Amplifikation des 16S rRNA 1106 bp

Gens von Vertretern der
Bacteria
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Fortsetzung Tab. 8

GroRe des PCR

Primer Sequenz 553 Zielgen/Charakteristika Produkts
Kolonie-PCR
PG1° TGGCGGCCGCGGGAATCC p-GEM°T-Easy-spezifische
PG2° GGCCGCGAATTCACTAGTG Primer
primer extension
FAM-PE-1624 FAM-AGAGTGTGGAATGAAACTCTTT Zieltranskript:cbdbA1624
FAM-PE-84 FAM-AGAGTGTGGAATGGAAATTAGA Zieltranskript:chrA
FAM-PE-1453 FAM-GCCGCACCAAGCCCAACGCCTG Zieltranskript:cbdbA1453
Gelshift Experimente
P1-f AGTGTGGAATGAAACTCTTT Amplifikation des intergenen
P2-r AGAGTCTCAAATTCGTTCAT Bereichs der Gene 288 bp
P3-r AGGGTGATAGCAAGCTTA cbdbA1624-162%Abb. 6) 97 bp
P4-f TAAGCTTGCTATCACCCT 106 bp
P5-r GCCAAATCTCCGTACACA
CbdbA84-for CGGCATTGGATATATGCTGA Amplifikation des intergenen 350 bp
CbdbA84-rev.  CACCAAGCCCAACGCCTG Bereichs der GenebdbA83-
84
CbdbA1453-for AGTGTGGAATGGAAATTAGA Amplifikation des intergenen 475 bp
CbdbA1453rev. GCGTATAAAGAAAGCCTGA Bereichs der Gene
chdbA1453-1454
Expression vonchdbA1625
CbdbA1625- ATGGTAGGTCTCAAATGAACGAAT  Amplifikation voncbdbA1625 485 bp
IBA3-for TTGAGACTCTGGAACTG zur Ligation in pASK-IBA3
CbdbAl1625- ATGGTAGGTCTCAGCGCTAATGTA
IBA3-rev TTTAAACGGGGTCAGGGT
CbdbA1625- ATGGTAGGTCTCAGCGCCAACGAA Amplifikation voncbhdbA1625 482 bp
IBA5-for TTTGAGACTCTGGAACTG zur Ligation in pASK-IBA5
CbdbA1625- ATGGTAGGTCTCATATCAAATGTAT
IBA5-rev TTAAACGGGGTCAGGGT

'Die Primer dienten zusétzlich der Amplifikation vBER-Produkten, die nach Ligation in den Vektor
pGEM®T-Easy, Transformation i&. coli XL1-Blue_ MRF" und Reamplifikation in RFLP Analysen
untersucht wurden. Der Primer cluster 4_f wurdeudazmarkiert verwendetDie Primer wurden fiir
die Analyse der PCR-Produkte mittels t-RFLP 6-FAMrkiert verwendetKrajmalnik-Brownet al.
(2004),"Die Primer wurden ohne 6-FAM-Markierung zur Amgidtion von PCR-Produkten genutzt,
die nach Ligation in den Vektor pPGEM®T-Easy, Tramsfation inE. coli XL1-Blue_MRF" und
Reamplifikation in RFLP Analysen n&her charakterisivurden.’Muyzer et al (1993),°Weisburg

et al. (1991),’Sawadaet al. (1993),®Ballerstedtet al (2004)

2.5.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocyclet baheizbarem Deckel (Primus 25
advancell, Peglab, Erlangen/ Mastercydpersonal, Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt.
Fur alle PCR-Ansatze wurden dinnwandige, besongérsneleitende, 0,2 ml Reaktions-
gefalRe (Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendeefwendet. Als Kontrollen wurden
jeweils eine Negativkontrolle (Wasser an Stelle tmaplatey und eine Positivkontrolle
(template das mit den genutzten Primern ein Produkt ergebdtie) mitgefuhrt. Die
Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes ist in Tabfgefatrt. Je nach Verwendungszweck

kamen die HotStarTaqg DNA Polymerase (Qiagen, Hilden) oder die PhuSfon
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Tab. 9. Zusammensetzung eines PCR Ansatzes

Komponente HotStarTagDNA Phusiori™ High Fidelity
Polymerase DNA Polymerase

MgCl; (25 mM} 3 mM -
PCR-Puffer 1x 1%
forward Primer (7 pM) 0,21 uM 0,21 uM
reversePrimer (7 pM) 0,21 uM 0,21 uM
dNTPs (2,5 mM) 200 uM 200 uM
DNA-Polymerase (5 U/ul) 25U 1U
template 1 pl/ 30 pl 1 pl/ 30 pl

?Zugabe fakultativ°"High Fidelity Puffer

High Fidelity (NEB, Frankfurt) DNA Polymerase zumfendung. Die dNTPs wurden von
der Firma Bioline (Luckenwalde) und die Primer \Watabion (Martinsried) bezogen.

in Tab. 10
zusammengefasst. Die Elongationszeiten richtetem sach der Lange des zu erwartenden
PCR-Produktes und der verwendeten DNA PolymerdsstStarTag DNA Polymerase:
1kb/min, PhusioR” High Fidelity DNA Polymerase: 2 kb/min). Die Birtéenperatur eines

Die den DNA Polymerasen entsprechenden PCR-Progeansid

Primers wurde nach der Formel(@uanin+Cytosin)+dAdenin+Thymin)-3 berechnet und

gegebenenfalls im praktischen Versuch optimiert.

Tab. 10 Temperaturprogramm der PCR-Reaktionen #dtStarTag DNA Polymerase oder
Phusiori High Fidelity DNA Polymerase.

HotStarTagDNA Polymerase Phusiod™ High Fidelity DNA
Polymerase
Schritt Temperatur Zeit Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 15 min 98 °C 30 sec
1. Denaturierung 94 °C 30 sec 98 °C 10 sec
2. Annealing 45-60 °C 30 sec 60 °C 30 sec
3. Elongation 72 °C 1 min-1,5 mi 72 °C 30 sec
Wiederholung der Zyklen 1.-3 33 bis 50 Zyklen MKIEn
4. Denaturierung - 98 °C 10 sec
5. Annealing - 70 °C 30 sec
6. Elongation - 72 °C 30 sec
Wiederholung der Zyklen 4.-6 - 24 Zyklen
Finale Elongation 72 °C 10 min 72 °C 7 min
Pause 8°C max. Uber 8 °C max. Uber
Nacht Nacht
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2.5.7.1 Amplifikation der 16S rRNA Gene von Veréet der Bacteria

Zur Uberpriifung des DNasel-Verdaus und der revefsanskription wurde die 16S rRNA
cDNA mit den Primern fD1 (Weisburgt al, 1991) und 796 (Sawadat al, 1993)
amplifiziert (Tab. 8). Die verwendete Primer-Bingieiperatur lag bei 51 °C. Es wurde mit 33
PCR-Zyklen gearbeitet.

Zur Untersuchung der Populationsstruktur von Mistdtiken mittels t-RFLP (Kap. 2.5.14)
wurde eine Kombination der Primer FAM-fD1 (6-FAM-rkeert) und EUB534r (Weisburgt
al., 1991; Muyzeret al, 1993) genutzt (Tab. 8). Es wurden 40 PCR-Zyklewl eine
Annealing-Temperatur von 51 °C verwendet.

Bei der Amplifikation der 16S rRNA Gene kam ditotStarTagDNA Polymerase zur

Anwendung.

2.5.7.2 Amplifikation vorrdhA Genen au®ehalococcoidesp. an DNA oder cDNA

Die Amplifikation derrdhA Gene erfolgte mit deHotStarTagDNA Polymerase mit einer
finalen MgCh-Konzentration von 3 mM im PCR-Ansatz.

Zur Identifizierung vonrdhA Genen im Stamm DCMB5 wurden zunachst, basieremd au
publizierten Sequenzen (Ho6lscherr al, 2004), spezifische Primer fur die bekanntdhA
Gene des Stammes CBDB1 abgeleitet (Tab. 8, rdhAid/rdhA16f/r). Alstemplatefir die
PCR diente isolierte Gesamt-DNA einer den Stamm BGMnthaltenden Mischkultur. Als
Positivkontrolle wurde Gesamt-DNA des Stammes CBDRiwendet. Um weiteredhA
Gene im Stamm DCMB5 zu identifizieren, wurde nelmBan spezifischen Primern ein
degeneriertes Primerpaar (RRF2, B1R (Tab. 8); Kahjik-Brown et al, 2004) verwendet,
mit dem es bereits gelanglhA Gene in den Stammen FL2, BAV1 und CBDB1 zu finden.
Nach der Veroffentlichung der Genomsequenz des 18&mMCBDB1 (Kubeet al, 2005)
sollten, basierend auf den Sequenzen atlbA Gene des Stammes CBDB1, weitetdbA
Gene im Stamm DCMB5 nachgewiesen werden. Die Priri®F2 und B1R erfassten nur
einen begrenzten Teil dedthA Gene des Stammes CBDB1. Daher mussten zur Angiliik
der rdhA Gene neue Primer abgeleitet werden. Aufgrund theken Variabilitat derdhA
Gensequenzen war es aber nicht moglich, nur eirerggertes Primerpaar abzuleiten.
Deshalb wurden diedhA Gene des Stammes CBDB1 entsprechend eines phglispen
Baums (Kubeet al, 2005) und aufgrund von Sequenzahnlichkeitenen Maupt-Cluster und

insgesamt 13 Sub-Cluster untergliedert. Fur jedsati1l3 Gruppen wurde anschliel3end ein in
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der Regel degeneriertes Primerpaar abgeleitet (8abDie amplifizierten PCR-Produkte
wiesen eine Lange zwischen 350 und 1650 bp aukeDirimer wurden zur Amplifikation
der rdhA Gene des Stammes DCMB5 genutzt. Die PCR-Produldtdem nach Klonierung
durch Restriktionsanalyse (Kap. 2.5.11) und Secmumaiyse (Kap. 2.5.13) sowie einer
Analyse mittels t-RFLP (Kap. 2.5.14) néher chanagiert. Fur die t-RFLP Untersuchungen
wurden die entsprechendéorward Primer mit 6-FAM am 5°-Ende markiert. Bei einigen
Primern war es nétig, einen Linker mit einer Lanvga 3 bp zwischen 6-FAM-Markierung
und Primersequenz einzufihren (FAM-cl-1a-f, FAM-¢lcluster 2b-f, cluster 4-f), um die
PCR-Effizienz zu erhdhen. Die 6-FAM-markierten Remavurden stets Gber HPLC gereinigt.
Zur Analyse der Transkription aller 33hA Gene des Stammes CBDB1 wurden t-RFLP
Analysen an cDNA durchgefiihrt. Dabei kamen zunadiest6-FAM-markierten Primer zur
Anwendung, die im vorangegangenen Abschnitt besibari wurden und die PCR-Produkte
bis zu einer Lange von 1650 bp ergaben. Dabeiaeigh, dass die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse mit zunehmender Lange der amplifizieR&R-Produkte abnahm. Um kirzere
PCR-Produkte zu erhalten, wurden deshalb die nmerstleA Gene in neuen Sub-Clustern
organisiert (AusnahmertbdbA187 cbdbA1539 cbdbA1503 cbdbA1092- entsprechen den
Sub-Clustern 4a und 4b). AnschlieBend wurden, beier Regel gleich bleibendéorward
Primern, entsprechend neueverse Primer abgeleitet (Tab. 8). Dirward Primer der
Cluster 1a und 1c wurden leicht modifiziert, wotles Bindestelle der Primer im Genom von
Stamm CBDB1 erhalten blieb. Die neu abgeleitetemé&paare ergaben PCR-Produkte einer
Lange von 350 bis 650 bp. Die Bindetemperaturesedi€’rimersatzes (45 °C bis 51 °C) und
die verwendeten Zyklenzahlen (34 bis 50 Zyklendsim der Arbeit von J. Junick (2007)
zusammengefasst. Algemplate diente cDNA aus den Transkriptionsanalysen und als

Positivkontrolle wurde Gesamt-DNA des Stammes CBb&dvendet.

2.5.7.3 Vektorette PCR

Die Vektorette-PCR ermoglicht die Amplifikation vambekannten DNA-Bereichen, die an
bekannte Sequenzabschnitte angrenzen. Im Rahmekleteode wurde die Gesamt-DNA
einer den Stamm DCMB5 enthaltenden Mischkultur siiter Restriktionsendonuklease
verdaut, die glatte Enden an den Restriktionsfragereerzeugte. Alle entstandenen Enden
wurden anschlieRend mit einer bekannten kurzen alspgngigen DNA-Sequenz, der so

genannten Vektorette (Abb. 5), verbunden. Diesatdimach Synthese des Primarstranges
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A
GCGATTCTCGT ACGAACGGT TACGAT TCG

*AGCGATTCTCGT ACGAACY
Universeller Vektoretten Primer: UV-verkiirzt

Abb. 5. Struktur der Vektorette und Position des Vekgezfischen Primers UV-verkirzt. Die
Bindestelle dieses Primers wird erst nach Syntliese Primarstranges mit dem Gen-spezifischen
Primer geschaffen. Die Ligation der Vektorette kgt gerichtet Uber das glatte Ende.

mit einem spezifischen Primer aus dem bekannteme®edereich als Zielsequenz fir den
zweiten Primer (Primer UV-verkirzt). Die LigatioerdVektoretten erfolgte gerichtet tGiber die
glatten Enden.

Die Herstellung der Vektoretten erfolgte in eine®01ul Ansatz. Dazu wurden 5 pl der
einzelstrangigen Vektoretten-Primer (AB-for, AB-r¢¥ab. 8); je 100 puM) mit 84 ul

A. bidest gemischt und 10 min bei 65 °C inkubidmschlie3end wurden 6 pl einer 25 mM
MgCl, Lésung zugeben und das Gemisch langsam zur Bildlesy Doppelstranges auf
Raumtemperatur abgekuinhlt. Die Lagerung des Ansatielgite bei -20 °C.

Nach dem Verdau der Gesamt-DNA des Stammes DCMEBHam 20 pl Ansatz mit 1 U/ul

eines Restriktionsenzyms (Dral, Sspl oder Nael nfléettas)) im jeweiligen Puffer (End-

konzentration: 1 x) bei 37 °C tber Nacht und Inaktung des Enzyms bei 65 °C fur 10 min
erfolgte die Ligation der Vektoretten. Dazu wurdém einem 50 pl Ansatz 20 pl

Restriktionsansatz mit 5 pul 10 x T4-Ligasepufferpll der Vektoretten, 2 pl T4-Ligase
(5 Ulul; Promega), 5 pl 50 % Polyethylenglycol (BEfd 17 pl A. bidest gemischt. Die
Inkubation des Ansatzes erfolgte bei 16 °C tbermac

Die Amplifikation der PCR-Produkte erfolgte mitHotStarTag Polymerase mit den

Dehalococcoidessp. 16S rDNA Primern 249r, 730r oder 1260f und degktoretten-

spezifischen Primer UV-verkurzt (Tab. 8).
2.5.7.4 Kolonie-PCR

Nach der Ligation von PCR-amplifizierten FragmentdenrdhA Gene oder 16S rRNA Gene
der Stamm DCMBS5-haltigen Mischkulturen in den VeltGEM®T-Easy, Transformation in
denE. coli XL1-Blue MRF" und Identifikation positiver Kloneittels Blau-Weil3-Screening

erfolgte eine Reamplifikation des Plasmid-Inserts dem Vektor-spezifischen Primerpaar
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PG1/PG2 (Tab. 8, Ballerstedt al, 2004). Die PCR-Produkte wurden mit déotStarTaq
DNA Polymerase bei einer Bindetemperatur der Privoer 56 °C amplifiziert. Als Template
dienten Kolonien positiver Klone suspendiert inbddest nach einer Inkubation von 10 min
bei 95 °C. Die PCR-Produkte wurden abschlieBentReastriktionsanalysen (Kap. 2.5.11)

naher charakterisiert.
2.5.7.5 Amplifikation vorcbdbA1625

Das Gen des MarR-ahnlichen Transkriptionsregula@drdbA1625 wurde an chromosomaler
DNA desDehalococcoidesstammes CBDB1 mit dem Primerpaaren CbdbA1625-1B#8-
rev oder CbdbA1625-IBA5-for/rev (Tab. 8) amplifisieund nach Verdau mit Bsal (New
England Biolabs) in den Vektor pASK-IBA3 bzw. inrd&ektor pASK-IBA5 ligiert. Die
Amplifikation erfolgte mit der Phusidl High Fidelity DNA Polymerase mit dem in Tab. 9
gezeigten Ansatz und dem in Tab. 10 aufgefihrteR-Pé@gramm.

2.5.8 Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung von PCR-Produkten mittels ,QIAquiclCR Purification Kit* (Qiagen)
erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Die-P@dukte wurden mit 30 bis 50 pl
A. bidest eluiert.

Zum anderen wurden die PCR-Produkte durch Gelelugereinigt. Die PCR-Produkte
wurden hierzu in einem 1%igen Agarosegel (Kap.18.8) aufgetrennt und die gewinschte
Bande wurde anschlieliend aus dem Gel ausgeschridieriElution der PCR-Produkte aus
der Gelmatrix erfolgte mittels ,QIAquick II Gel BEwction Kit® (Qiagen) nach

Herstellerangaben.

2.5.9 Ligation von gereinigten PCR-Produkten

2.5.9.1 Ligation in den Vektor pGEM-Easy

Nach der Amplifikation von 16S rRNA- unddhA Genen aus derehalococcoides

enthaltenden Mischkulturen und Reinigung der PC&i&kte (Kap. 2.5.8) erfolgte die
Ligation der gereinigten PCR-Produkte in den VekpGEM®T-Easy mit dem ,pGEM
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T-Easy Vector System” (Promega) nach HerstelleraegaDie Ligation erfolgte 1 h bei

Raumtemperatur und weiter tber Nacht bei 4 °C.

2.5.9.2 Ligation in die Vektoren pASK-IBA3 bzw. pKSBA5

Die Ligation deschdbA25Amplifikates sollte Uber die Bsal Schnittstellendie Vektoren
pASK-IBA3 bzw. pASK-IBAS erfolgen. Dazu wurden soalas PCR-Produkt als auch der
Vektor (je ca. 1 ug) mit 3 U Bsal im entsprechenéerffer iber Nacht bei 50 °C verdaut.
Danach wurde das geschnittene PCR-Produkt mit d@mquick PCR Purification Kit"
gereinigt (Kap. 2.5.8).

Die Vektoren wurden durch Alkalische Phosphatase Kélberdarm (CIAP, Promega)
dephosphoryliert, um eine Selbstligation zu vereimd Dazu wurde dem Restriktionsansatz
1 U des Enzyms zugegeben. Nach zweistiindiger Itkubbei 37 °C wurde das Enzym bei
65 °C fur 20 min inaktiviert. AnschlieRend erfolgthe Reinigung der Vektoren durch
Gelelution mit dem ,QIAquick 1l Gel Extraction Kit(Kap. 2.5.8).

Die Ligation erfolgte im 20 pl-Ansatz mit 0,1 U/{I¥-DNA-Ligase (Roche Diagnostics,
Mannheim). Vektor- (ca. 15 ng) und Fragment-DNA. (£80 ng) wurden 5 min bei 45 °C
inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von PuffendEonzentration: 1 x) und Enzym. Der
Reaktionsansatz wurde Uber Nacht bei 16 °C inkubi®a die Ligationsprodukte
anschlieBend mittels Elektroporation transformieverden sollten, wurden diese zur
Entfernung von Salzen einer 30-minutigen Mikrodsalygegen A. bidest unterzogen. Dabei
kamen Nitrocellulose-Filter (Millipore, Eschborn) itmeinem Porendurchmesser von

0,025 pm zum Einsatz.

2.5.10 Transformation voBa.coli

2.5.10.1 Transformation durch Hitzeschock (Ga@éthode)

Die amplifizierten 16S rRNA- oderdhA-Gene wurden nach Ligation in den Vektor
pGEM®T-Easy mittels CaGiMethode inE. coli XL1-Blue MRF" transformiert.

Zur Herstellung kompetentét. coli XL1-Blue MRF" Zellen wurden 70 ml NB-Medium mit
700 pl einer Uber Nacht angezogenen Kultur beimpdt bis zu einer Of3o von 0,3 bis 0,5
schittelnd bei 37 °C inkubiert. Die Kultur wurde sahlieRend zentrifugiert (20 min,
4500 x g, 4 °C) und das Pellet in 21 ml einer 70 MA&CL 20 mM MgSQ-LAsung
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resuspendiert. Der Ansatz wurde 45 min auf Eis g und danach 10 min bei 4500 x g
und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 7 niezi 70 mM CaGf 20 mM MgSQ-L6sung
resuspendiert und 45 min auf Eis gelagert. Daralgiehd wurden 1,75 ml steriles Glycerin
langsam zum Ansatz pipettiert. Nach vorsichtigensdflen wurden die Zellen in 200 ul
Aliquots aufgeteilt und bei -80 °C gelagert.

Fur die Transformation wurden pro Ansatz 200 plldempetenten Zellen auf Eis aufgetaut,
mit 2-10 pul des Ligationsansatzes versetzt und wmackichtigem Mischen 30 min auf Eis
inkubiert. Nachfolgend wurde der Ansatz 1 min b2i°€ und 2 min auf Eis gelagert. Dann
wurden 800 pl NB-Medium zugegeben und die Zellen néid, schuittelnd, bei 37 °C
inkubiert. Von diesem Ansatz wurden jeweils 200pd 800 pl auf Selektivmedium (NA,;
125 pg/ml Amp, 80 pg/ml X-Gal, 0,5 mM IPTG) ausgesien.

2.5.10.2 Transformation durch Elektroporation

Das in die Vektoren pASK-IBA3 bzw. pASK-IBAS5 ligier PCR-Produkt des Gens
cbdbA1625vurde mittels Elektroporation i&. coliBL21(DE3)-CodonPlus-RIL Ubertragen.
Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 200 m-MBdium mit 2 ml einer tGber Nacht
gewachsenen Vorkultur beimpft und bei 37 °C unthi®teln bis zu einer Oy von 0,5-0,8
kultiviert. Die Kultur wurde 15 min auf Eis abgektibnd anschlieRend zentrifugiert (20 min,
4500 x g, 4 °C). Das Zellpellet wurde zweimal naitZ00 ml eiskaltem A. bidest und einmal
mit 30 ml 10%igem Glycerin gewaschen, anschlieen®,5-0,7 ml 10%igem Glycerin
resuspendiert und in 40 pl-Aliquots aufgeteilt. Dagerung der kompetenten Zellen erfolgte
bei -80 °C.

Die Elektroporation erfolgte mit einem 'Gene Pul¥er(Biorad, Miinchen). Pro Ansatz
wurden 40 pl der kompetenten Zellen auf Eis aufgetait 5 pl Ligationsansatz versetzt und
in sterile, vorgekuhlte Elektroporationskivettede{@&odenabstand 0,2 cm) Uberfihrt. Die
Elektroporation erfolgte bei 25 pF und einer Feldst von 12,5 kV/cm. AnschlieRend
wurden dem Ansatz 1 ml NB-Medium zugegeben undZzdieen 60 min bei 37 °C inkubiert.
Von diesem Ansatz wurden jeweils 100 pl und 20@uyfl Selektivmedium (NA, 100 pg/ml
Amp, 30 pg/ml Cm) ausgestrichen.
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2.5.11 Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

Nach Ligation der 16S rDNA- unddhA-Amplifikate in den Vektor pGEMT-Easy,
Transformation irk. coli XL1-Blue MRF" und Reamplifikation der Inserts melg Kolonie-
PCR wurden die PCR-Produkte (ca. 200 ng/ul) tbe&hNbaei 37 °C mit einem Gemisch der
Enzyme Mspl und Rsal (je 0,6 U/ul; Fermentas) vetrdie verdauten Fragmente wurden in
2,5%igen Agarosegelen mit 1 x TAE-Laufpuffer aufgant (Kap. 2.5.16.1). Die Inserts
ausgewahlter Klone wurden anschlieBend durch See@reng néher charakterisiert
(Kap. 2.5.13).

2.5.12 Plasmidisolierung

Die Ernte der Zellen aus den 3 ml-Flussigkultureolgte durch Zentrifugation Gber 5 min
bei 8518 x gund Raumtemperatur. Der Uberstand wurde verworfeh das Pellet weiter
verwendet. Die Plasmide, die alesmplate fir PCR- und Sequenzreaktionen verwendet
werden sollten, isolierte man anschlieRend mit ¢&idprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen)

nach Herstellerangaben. Die Plasmid-DNA wurde @itV A. bidest eluiert.
2.5.13 Sequenzierung

Zur Sequenzierung kam der ,ABI PRISMigDye™ Terminator v 3.0 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit* (PE Applied Biosystems) zum Einsat@Durchfihrung nach

Herstellerangaben). In die Sequenzierreaktion wugkzeinigte PCR-Produkte (Kap. 2.5.8)
oder isolierte Plasmide (Kap. 2.5.12) eingesetzie [Bequenzierung erfolgte am

automatischen Sequenzer ABI PRISM 377 Version BB Applied Biosystems, Langen).
2.5.13.1 Auswertung von Sequenzdaten

Sequenzvergleiche mit Eintragen in der Datenbarsk,Baropean Molecular Biology Labo-
ratory* (EMBL) wurden mit BLAST pasic local alignment search tqdltschulet al, 1997)
Uber das National Center for Biotechnological Informattohttp://www.ncbi.nlm.nih.gov)
durchgefuhrt. 16S rDNA-Teilsequenzen aus verschiede&equenzierreaktionen wurden mit
dem Programm DNASIS miteinander verkniUpft. Die Bestung der Identitaten bzw. der
Vergleich verschiedener Sequenzen erfolgte durégnAlents im Programm CLUSTAL W
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(Thompson et al, 1994) Uber das European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html). Fur detheoretische Verdau von DNA-
Sequenzen kam das Program@lgne” (Version 4.0,Scientific & Educational Software
Durham/NC, USA) zur Anwendung.

2.5.14 Terminaler Restriktionsfragmentlangenpolyphasmus

Diese Methode wurde genutzt, um die Populationkstruder Dehalococcoidessp.
enthaltenden Anreicherungskulturen zu beschreithen] ranskription der 32dhA Gene des
Stammes CBDB1 zu untersuchen urtthA Gene im Genom des Stammes DCMB5 zu

identifizieren.

2.5.14.1 Restriktionsverdau der 6-FAM-markierterRPProdukte

Die 6-FAM markierterrdhA-PCR-Produkte (Kap. 2.5.7.1, 2.5.7.2) wurden nsti€lAquick
PCR Purification Kit* (Kap. 2.5.8) gereinigt undfalfoigen Agarosegelen (Kap. 2.5.16.1)
analysiert. Nachfolgend wurden die Amplifikate jsd¢degenerierten) Primerpaars in
Aliquots unterteilt und jedes Aliquot wurde mit Yl eines Restriktionsenzyms im vorge-
schlagenen Puffer 5 h bei 37 °C verdaut.

Im Fall der amplifizierten 16S rRNA Gene (Kap. Z.8) aus den Mischkulturen wurden ca.
800 ng DNA mit je einem der Enzymen Mspl, Rsal, IAder BsuRI (Fermentas)
geschnitten. Eine Zuordnung der Restriktionsmuaidsestimmten Bakterien erfolgte auf der
Grundlage bereits friher analysierter Klonbiblidie (Wagner (2004), Tab. 11).

Der Verdau derdhA Amplifikate (100 bis 500 ng DNA) wurde mit den Bmzen Mspl, Rsal,
Alul, Mbol, FnuDIl, Pstl oder BsuRI (Fermentas) dogefihrt. Dabei wurde jedes PCR-
Produkt mit einem bis vier Restriktionsenzymen aeitdum spezifische terminale Fragmente
aller 32rdhA Gene des Stammes CBDB1 sichtbar zu machen (Tab. 12

Nach Restriktion der PCR-Produkte wurde die DNA r&ihanol gefallt. Hierzu wurde nach
der Zugabe von 1,5 pl einer 3 M Natriumacetat-LgsypH 5,2) und 60 pl 99%igem
eiskaltem Ethanol 20 min bei 8518 x upd Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der
Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet mit |H0@0%igem Ethanol gewaschen
(8518 x g, 10 min, Raumtemperatur) und nach Entfegrdes Uberstandes mittels SpeedVac
SVC 100 getrocknet.
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Tab. 11 Theoretischeterminale Restriktionsfragmente von 16S rRNA Gerdie in 16S rDNA
Genbibliotheken der Anreicherungskulturen Spit dit 8 und Spit 3 identifiziert wurden (modifiziert
nach Wagner (2004)).

%  Terminales Fragment [bp]

Muster (Klon Hochste 16S rRNA Gen-Ahnlichkeit .
( ) Identitat Mspl Rsal Alul BsuRI

1 (Spit 3-1/1) Uncultured bacterium clone BAO53 99 509 57 130 271
7 (Spit 3-2/9) Unidentified bacterium clone vadin6{A 99 166 247 153 208
24 (Spit 3-2/37) Uncultured Nitrospirae bacteriuone 91 359 93 308
Ev219h1bfT3b4 [221]
3 (Spit 3-3/7)  Clostridium lituseburensATCC 25759 97 195 117 191270
4 (Spit 3-2/7) Uncultured bacterium clone HDBW-WB57 99 280 191 256
9 (Spit 3-3/16)  Uncultured Clostridiales bacterialone 99 438 224 210
12-10F
12 (Spit 2-2/218) Sedimentibactesp. B4 99 160 123 234281
13 (Spit 3-2/4) Clostridium hastiforme 95 299 255 302
15 (Spit 3-1/24) Uncultured bacterium clone BFE-P2 99 451 237 257
16 (Spit 2-2/205) Clostridium peptidovorans 99 448 234 298
21 (Spit 3-2/34) Uncultured bacterium clone AuSVC14 98 520 451 237 257
[443]
30 (Spit 2-2/212 UnculturedClostridiumclone PSB-M-2 95 492 422 208 193
22 (Spit 3-1/32) Thermovirga lieniistrain Cas60314 100 181 76 132
23 (Spit 3-1/39) Uncultured bacterium clone YK21 98 167 469 94 238
25(Spit 2-2/209) Uncultured bacterium clone:LS4-242 97 288 484 7400 2
27 (Spit 2-2/224) Bacterium ROME195Asa 98 221 468 252
28 (Spit 1-1/46) Unidentified eubacterium clone in&thA73 99 40 398 50
2 (Spit 3-1/2)  Trichococcus patagoniensiMagG1l 99 154 76 215
10 (Spit 3-3/35) Trichococcus palustri®SM 9172 99 156 77 217
5 (Spit 3-2/10) Dehalococcoidesp. Stamm CBDB1 99 509 443 131 168
8 (Spit 3-2/17)  Anaerobic filamentous bacterium KIB 93 25 443 229 32
6 (Spit 3-2/12)  Uncultured bacterium clone E16 99 311 328 408
29 (Spit 2-2/28) Uncultured bacterium [IB-29 99 94476 242 38
18 (Spit 3-2/28) Uncultured bacterium clone SJA-168 98 209 296 237 212
19 (Spit 3-2/29) Uncultured bacterium clone AME E35 95 160 201 281
20 (Spit 3-2/32) Bacterium DCE25 99 123 23876
11 (Spit 3-2/3)  Uncultured bacterium clone B51 99 002 212 75

®Theoretischer Verdau mit der Software ,Clone 4rerminales Restriktionsfragment erhalten nach Mspl-
Verdau des 16S rDNA PCR-Produktes amplifiziert asiid-DNA des Klons Spit 3-2/37 mit dem Primerpaar
PG1/PG2.

2.5.14.2 Analyse der Restriktionsfragmente

Die Analyse der 6-FAM-markierten terminalen Regioksfragmente (t-RFs) erfolgte
entweder am automatischen Sequenzer ABI PRISM 2#gidh 4.0 oder am ABI Prism 3100
Genetic Analyzer. Die Fragmentlange wurde durch &mgleich mit einem internen
Standard (ROX Genescan 500 (PE Applied Biosystemdgy ROX Genescan (-250)) in

einem Bereich von 50 bis 550 bp bestimmt. Die Asalger Daten wurde mit der Genescan
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Tab. 12 Terminale Restriktionsfragmente (t-RFs) baieranfieinem theoretischen Verdau déhA
Gensequenzen des Stammes CBDB1 mit dem Programame@L0”.

. Amplifizierte Lange der t-RFs [bp]
Forward Primer
rdh Gene Mspl Rsal _ Alul _ Mbol _ FnuDll _ Pstl BsuRl
cluster 1a f cbdbA145 17¢ 94 162 - -
cbdbA162 127 194 162 - -
cbdbA155 163 204 - 234 -
cbdbA157 26€ 41¢ 43¢ - -
cbdbA159 3z 43 20° 85 494
BAV1 rdhAE 35 43 20° 85 494
FAM-cl-1a-f cbdbA159! 32 40° 82 491
cbdbA157! 17¢€ 311 277 -
cbdbA153! 137 134 412 181
cbdbA157! 17¢€ 651 7° 13C
cbdbA145: 17¢€ 91 - -
cbdbA162: 124 191 - -
cbdbA154¢ 17¢ 13t 82C 121
cluster 1b_f cbdktA149: 32 101 22¢
cbdbA150 241 384 24
cluster 1c_f cbdbA158 52 19 - - 351
cbdbA9t 438 4 56 - -
cbdbA153 24 4 32 344 51z
cbdbA158 93 51C 32 - -
FAM-cl-1c-f cbdbA158 15¢ 40 26° 147
cbdbA9t 252 46¢ 38¢ 15C
cbdbA158 171 96( 482 273
cbdbA155 162 203 1037 23%
cbdbA157 26E 41€ 432 -
cluster 1d_f cbdbA157! 17¢€ 311 95 277 -
cbdbA154 17% 13t 25° - 121
cbdbA157 17€ - 3¢ 7° 13C
cluster 2a_f cbdbAS: 22¢ 13¢ 18¢ 10¢°
cbdbA156 - - 507 21¢
cbdbA163 24¢ 38¢ 3¢ -
cbdbA156 46° 171 20° 22¢
cbdbA162 23¢ - 15¢ -
cluster 2b_f cbdbA154 23¢ 233 174 -
cbdbA149 367 251 19¢€ -
cbdbA23: 18t 451 18 -
cbdbA145 69 377 352 -
cbdbA159 69 - 24 21¢€
cbdbA161 137 114 204 -
cluster 3_f cbdbAS:! 214 5 287
cbdbA8( 50& 5 101
cbdbA24. 69 5 22¢
BAV1 rdhAl 24 5° 20¢ 85 -
cluster 4 _f cbdbA150 182 70 82 75
cbdbA109 7 23t 82 -
cbdbA18 217 - 287 25%
cbdbA153 - - 75 27C
FAM-RRFZ DETO017: 34 49° 224 81 - - 494

®T-RF war auBerhalb des analysierten Bereichs (S066D bp); n.a.: Sequenzen wurden nicht analysiert;
Schnittstelle war in dem entsprechenden Sequerizheright vorhanden.

2.1 Software (PE Applied Biosystems) oder der Gemq@hér 3.7 Software durchgefiihrt. Die
Zuordnung der terminalen Fragmente zu spezifiscibA Genen erfolgte basierend auf den
Ergebnissen eines theoretischen Verdaus (Clone defydhA Nukleotidsequenzen. Die
theoretisch bestimmten FragmentlAngen wurden diNalzung genomischer DNA des
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Stammes CBDBL1 als template fir die PCR experimehgstatigt. Dabei zeigte sich, dass
Abweichungen zwischen 2 bis 5 bp in der Lange Heoretisch bestimmten und praktisch
erhaltenen terminalen Fragmente auftraten. Dies wsthrscheinlich bedingt durch
Unterschiede in der Nukleotidsequenz des internandards und der Zielsequenz (Takeshita
et al, 2007).

2.5.15 Quantitative PCR (qPCR)

Die gPCR Reaktionen erfolgten in einem Ansatz VOuE der 10 ul des ,QuantiTect SYBR
Green PCR master mix“ (Qiagen), 1,2 ul eines jedemers (Endkonzentration: 0,3 uM),
6,6 ul A. bidest und 1 ul template DNA oder cDNAHeelt. Die gPCR wurde in einer ,Rotor
Gene 6.0 gPCR machine* (Corbett Research, Sydneystrélien) durchgefihrt. Das
Temperaturprogramm lief wie folgt ab: 15 min bei @5 gefolgt von 40 bis 44 Zyklen aus
15 sec bei 94 °C, 30 sec bei 50 bis 59 °C und 8bee72 °C. Nach jeder Elongationsphase
erfolgte die Messung der Fluoreszenz bei 72 °C8E&C. Eine Schmelzkurve wurde erstellt
durch Messung der Fluoreszenz bei Erhdhung der &maty von 60 °C auf 99 °C in
1 °C-Schritten. Die Temperatur wurde dabei im er&ehritt fir 15 sec und in allen weiteren
Schritten fur 5 sec gehalten.

Die Primer 539f/730r (Ewal@t al, 2007, Tab. 8) wurden genutzt um die 16S rRNA&en
oder cDNA derDehalococcoidesstamme CBDB1 und DCMB5 spezifisch zu amplifizieren
Zur Quantifizierung bakterieller 16S rRNA Gene inisbhkulturen wurden die Primer
Eub341f/Eub534r (Muyzeet al, 1993, Tab. 8) genutzt. Die Primerpaare cbdbA&4 f
cbdbA1624 f/r, cbdbA1453 f/r, cbdbA1588 f/r, cbdi®AB f/r, cbdbA187 f/r, rpoA f/r, rpoB
f/r, EF-Tu f/r und Luci f/r wurden fur die Amplifétion vonrdhA Genen ¢brA, cbdbA1624,
cbdbA1453, cbdbA1588, cbdbA1618, chdbAl®utativenhouse keepingsenen (poA,
rpoB, tu) und der Luziferase cDNA verwendet. Die Primersggen sind in Tab. 8
zusammengefasst.

Ein Plasmid, das als Insert das 16S rRNA Gen (p®2; Brosiuset al, 1981) des Stammes
DCMBS5 tragt, wurde als Standard fur die Quantifiareg der 16S rRNA Genkopienzahl
verwendet. Fur die Quantifizierung aller anderemé&eurden mit den im vorangegangenen
Abschnitt beschriebenen Primern PCR-Produkte amiglif. Diese wurden mit dem
,QIAquick PCR Purification Kit* gereinigt, in den aktor pGEM'T-Easy ligiert und in
E. coli XL1-Blue MRF" transformiert. Anschlieend wurdee dDNA-Konzentration der

isolierten Plasmide (Kap. 2.5.6) bestimmt und d@pieénzahl aus der molekularen Masse
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aller Nukleotide des doppelstrangigen Plasmids, W#olaritat bei einer gegebenen
Konzentration und unter Nutzung der Avogadro Komigtaerrechnet. Fur die Erstellung der
Standardkurve wurden die Plasmide in 10er Schritten1G bis 10 Kopien/ul verdiinnt und
jede Verdunnungsstufe wurde in Dreifach-Ansatzemegsen. Fir die Quantifizierung von
Proben wurden drei Verdiunnungsstufen des jeweiligdgsmids als externer Standard
verwendet. Die Proben und Standards wurden in Raigih analysiert.

Das Transkriptionsniveau dethA Gene wurde aus dem Quotienten der Kopienzahidiex
Transkripte (normiert durch die Wiederfindungsratdar Luziferase mRNA) und der

Kopienzahl der entsprechendeinA Gene in einem ml Probe berechnet.

2.5.16 Agarosegelelektrophorese

2.5.16.1 Agarosegelelektrophorese von DNA

Fur die Agarosegelelektrophorese wurden 1%ige Bz%%ige Agarose-Gele verwendet. Die
Gele wurden mit 0,5 x TAE-Puffer (20 mM Tris-AcetaH 8; 0,5 mM EDTA) hergestellt.

Dieser Puffer kam anschlieRend auch als Laufpuffen Einsatz. Die 1%igen Gele dienten
der Uberpriifung von PCR-Reaktionen, der Analyse Wiasmidisolierungen und der
Reinigung von PCR-Produkten. Die 2,5%igen Gele wnrfiir Restriktionsanalysen genutzt
(Kap. 2.5.11). Durch Zugabe von Ethidiumbromid (Eszentration 0,5 pg/ml) zum Gel

konnten die Banden nach erfolgter Auftrennung duddhLicht (Gelimager, Pharmacia)

sichtbar gemacht werden. Vor dem Auftragen wurden Rroben entweder mit einem
Volumen 1 x Blue/Orange Loading Dye (Promega) gehtisoder fiur die Restriktions-

analysen mit 1/5 Volumen des sechsfach konzerdgriéBlue/Orange Loading Dyes versetzt.
Die Auftrennung erfolgte bei 80 bis 100 V. Um FragitgroRen und DNA-Mengen

abschatzen zu kdnnen, wurden folgende DNA-Markemanfi das Gel aufgetragen:

1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 80®p

46



Material und Methoden

2.5.16.2 Denaturierende AgarosegelelektrophoresdRMA

Gesamt-RNA vonDehalococcoidesp. Stamm CBDB1 wurde in 1,2%igen Agarosegelen
aufgetrennt, die 3 % Formaldehyd enthielten. Diee@airden mit 1 x MOPS-Puffer (20 mM
3-(N-Morpholino)-Propansaure (MOPS), pH 7,0; 5 mM-RAkcetat) hergestellt, der spéater
auch als Laufpuffer diente. Vor dem Auftragen wudie RNA-L6sung 1:1 mit 2 x RNA
Ladepuffer (inkl. Ethidiumbromid, Fermentas) versetlO min bei 65 °C inkubiert und
anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Die Elektaypke erfolgte bei 70 V in horizontalen
Kammern fiir ca. 2 h. Als GroRenstandard wurde deoRuler™ RNA Ladder, High Range

(Fermentas) verwendet.

6000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 500, 200 nt

2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Heterologe Synthese von Proteinen mit HidfeStreptag ll-Expressionssystems

Die Uberproduktion von CbdbA1625 aBtreptag llI-Fusionsprotein (CbdbA1625-Strep)
erfolgte mit den Vektoren pASK-IBA3 (CbdbAl1625-Fi€Qemina) Und pASK-IBAS
(CbdbA1625-Strefiermina) IMm Expressionsstamia. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL.

2.6.1.1 Proteinbiosynthese vobdbA1625Streptag Il Konstrukten

Die Synthese derStreptag Il-Fusionsproteine erfolgte mit den genannten Wirt-
Vektorsystemen (Kap. 2.6.1) in 600 ml LB-Medium @@g/ml Amp, 30 pg/ml Cm) nach
Beimpfen aus einer Gber Nacht angezogenen Kultier optische Dichte bei 600 nm (@9

zu Beginn des Versuches lag bei 0,1. Die Kultivigravurde schittelnd bei 37 °C bis zum
Erreichen einer OFo von 0,5 bis 0,7 durchgefuhrt. Nach Induktion mith&drotetrazyklin
(AHT, Endkonzentration: 0,2 pg/ml) wurden die Zelleveitere 3h bei 37 °C schuttelnd
inkubiert. Abschlie3end wurden die Zellen in 100(@bdbA1625-Stre@ermina) 0der 200 ml
(CbdbA1625-Strefpeming) Aliquots geerntet (15 min, 5000 x g, 4 °C). Diagerung der
Zellpellets erfolgte bei -20 °C.
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2.6.1.2rapid screeninghachcbdbA1625Strep exprimierenden Klonen

Das Zellpellet von je 1 ml Kultur wurde vor und 3hhch Induktion mit 0,2 pg/ml AHT in
Puffer W (100 mM Tris/HCI, pH 7,6; 1 mM EDTA; 2 mNithiothreitol (DTT)) resus-
pendiert (1/10 Volumen der QB [ul]). Acht Mikroliter des Zelllysates wurden m# pl

5 x SDS-Probenpuffer (315 mM Tris/HCI, pH 6,8; 10 S®S; 50 % Glycerin; 0,05 %
Bromphenolblau; 25 %3-Mercaptoethanol) versetzt und 10 min bei 96 °Cumért. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-Potylamidgelelektrophorese (Kap. 2.6.3)

und die Visualisierung durch Coomassie-Farbung (Raph4).
2.6.1.3 Zellaufschluss

Das Zellpellet aus 100 ml Kultur wurde in 1 ml RufiV aufgenommen und nach Zugabe von
1 mg/ml Lysozym, Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSH) einer Endkonzentration von

0,1 uM und 5 pg/ml DNasel 30 min bei 37 °C inkubigkn der French-Presse (SLM

Instruments, Rochester/NY, USA) erfolgte der Aufash der Zellen in zwei Passagen bei
1260 psi. Nach Zugabe von Avidin (25 mg/ml) undeeitnkubation von 30 min auf Eis

wurden die unloslichen Bestandteile durch Zentatign abgetrennt (30 min, 42722 x g,
4 °C). Der Uberstand (Rohextrakt) wurde auf Eisigett.

2.6.1.4 Affinitatschromatographie an StrepTactipi&eose

Die Reinigung deiStreptag llI-Fusionsproteine erfolgte Uber StrepTactin-SepbarSaulen
(1 ml Bettvolumen, IBA). Nach Aquilibrierung der @anmatrix mit 5 ml Puffer W wurde
der Rohextrakt auf die Saule pipettiert. UngebuedBroteine wurden durch Waschen mit
5 x 1 ml Puffer W von der Saule entfernt. Die Eatigebundener Proteine erfolgte mit
6 x 0,5 ml Puffer E (Puffer W mit 2,5 mM-Desthiobiotin (Sigma, Taufkirchen)). Die
Séaulenmatrix wurde durch Zugabe von 3 x 5 ml Pufier(Puffer W mit 1 mM
2-(4"-Hydroxybenzolazo)-benzoat (HABA, Sigma)) uh& 5 ml Puffer W regeneriert.

2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgté diaer Wellenlange von 280 nm am
NanoDrog™ 1000 Spektralphotometer (Thermo Fischer Scientifidiimington, USA).
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Parallel wurde die Methode nach Bradford (1976) esvendet. Dazu wurden 20 pl
Proteinlésung mit 1 ml Bradford-Reagenz (0,007 %v&dlue G-250, 5 % Ethanol, 8,5 %
H3PO,) gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiereé Messung der Absorption
wurde bei 595 nm an einem Spekol 1200 (Carl-Ze&shmology, Jena) durchgefuhrt. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nacktelung einer Kalibriergeraden mit

Rinder-Serum-Albumin (BSA) in einem Bereich vonk&e 500 pg/ml.
2.6.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektoopbe (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in 15%igeBSSPolyacrylamidgelen (Laemmli,
1970) in einer vertikalen Minigel-Apparatur (Biomat Gottingen). Sammelgel (5 %
Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung (37,5:1); 125 mM THKCI, pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,05 %
Ammoniumpersulfat (APS); 7 mM N,N,N’,N"-Tetrametétylylendiamin (TEMED)) und
Trenngel (15 % Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung (371,6:376 mM Tris/HCI, pH 8,8; 0,1 %
SDS; 0,05 % APS; 6 mM TEMED) wurden entsprechenbex@itet. Acht Mikroliter der
Proteinlosung wurde mit 3 pl 5 x SDS-Probenpufféag. 2.6.1.2) versetzt und nach
Denaturierung (5 min, 95 °C) auf die Gele aufgetragDie Proben wurden zunachst bei
10 mA fur 15 min und anschlieRend bei 25 mA misKeilycin-Puffer (25 mM Tris; 192 mM
Glycin; 0,1 % SDS) aufgetrennt.

Als Molekulargewichtsmarker dienten der PageRlflé?restained Protein Ladder (170, 130,
100, 70, 55, 40, 35, 25, 15, 10 kDa; Fermentas) derdBroad Range Precision Protein
Marker (10, 15, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250 KBiaRad).

2.6.4 Coomassie-Farbung von Proteinen

Die Farbung der mittels SDS-PAGE aufgetrennteneiietgeschah durch Schwenken der
Gele 30 bis 60 min in Coomassie-Farbelosung (0 3élwa Blue R250, 0,05 % Serva Blue
G250, 42,5 % Ethanol, 5 % Methanol, 10 % EssiggauaschlieRend wurden die Gele

innerhalb von 1 bis 2 h mit schnellem Entfarber Yd®ethanol, 10 % Essigsaure) oder tber

Nacht mit langsamem Entfarber (7 % Essigsauredoitf
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2.6.5 Transfer von Proteinen auf Polyvinylidendiflid (PVDF)-Membranen

Die Ubertragung von Proteinen aus SDS-Polyacrylgel@gh auf eine PVDF-Membran

(Pierce, Rockford/IL, USA) erfolgte mit einer FastbB34-Apparatur (Biometra, Gottingen).

Nach Beendigung der elektrophoretischen Trennunglevdas Gel 10 min in Transferpuffer
(50 mM Na-Borat pH 9,0; 10 % Methanol) inkubiertdumdie auf Gelgrof3e zurecht-

geschnittene Membran nacheinander je 1 min in Methawasser und Transferpuffer

geschwenkt. Anschlieend wurde von der Anode algeride Schichtung luftblasenfrei

vorgenommen: drei Lagen Transferpuffer-getranktdsatvian-Papier (Schleicher & Schilll,
Dassel), PVDF-Membran, Polyacrylamidgel und absfldnd drei weitere Lagen Whatman-
Papier. Der Transfer erfolgte fiir 60 min bei RT un2l mA pro crh Membranflache.

2.6.6 Antikdrpernachweis vddtreptag llI-Fusionsproteinen

Der Nachweis der rekombinanten, mit ein&treptag Il fusionierten Proteine erfolgte
mittels StrepTactirhorse radish peroxidasgHRP)-Konjugat (IBA). Nach dem Transfer der
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eMBRRMembran wurde diese 30-60 min in
1 x PBS-Puffer (4 mM KEPQOy; 16 mM NaHPOy; 115 mM NaCl) mit 3 % BSA und 0,5 %
Tween 20 inkubiert. Nach einer Inkubation von 5 mid x PBS wurden 0,25 pl StrepTactin-
HRP-Konjugat pro ml Puffer zugesetzt, gefolgt vamee weiteren 30-minitigen Inkubation.
Anschliel3end wurde die Membran 3 mal 5 min mitAB&-Puffer gewaschen. Danach wurde
die Detektion in 1 x PBS-Puffer mit 0,06 % 4-Chloaphthol, 1 % eiskaltem Ethanol und
0,04 % HO, durchgefuhrt. Nachdem die Banden die gewlnschtndsitéat erreicht hatten,

wurde die Reaktion durch intensives Spulen der Mamimit Wasser beendet.

2.6.7GelshiftExperimente

Die intergenen Bereiche der GembdbAl1624-cbdbA1625, cbdbAl1453-cbdbAl4bv
cbdbA83-chdbA84wurden mit den Primerpaaren P1/P2, P1/P3, P4/RilbAl1453
for/cbdbA1454 rev und cbdbA83 for/cbdbA84 rev (T&pmit HotStarTagDNA Polymerase
(Tab. 9, Tab. 10) bei einer Mg&iKonzentration von 3 mM amplifiziert. Die Bindedesl der
Primer P1, P2, P3, P4 und P5 in der intergenendRegwischercbdbA1624und cbdbA1625
sind in Abb. 6 schematisch dargestellt. Die PCRiBkte wurden mittels ,QIAquick PCR
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<cb:dbA1625 intergener Bereich (246 bp) :cbdbA1624>

> I
P1-P2 [ A AN
P 289 bp

pP1-P3 @ 101 bp Cﬂ
pP4-P5 E’> 108 bp CE

Abb. 6. Schematische Darstellung der DNA-Fragmente, idiedfe Gelshift Experimente verwendet
wurden und die unterschiedliche Teile des intergeBereiches der GenebdbA1624-cbdbA1625
reprasentieren. Die jeweiligen Fragmente wurdenP&smid-DNA (links neben dem Fragment)
amplifiziert. Die Pfeile P1 bis P5 stellen die Perbindestellen dar.

Purification Kit* (Kap. 2.5.8) gereinigt, in den Wer pGEM’T-Easy ligiert und inE. coli
XL1-Blue MRF transformiert. Dabei entstanden dishide pP1-P2, pP1-P3, pP4-P5,
pIR-CBDBA84 und pIR-CBDBA1453 (Tab. 3).

Die templatesfir die Gelshift Experimente wurden durch Reamplifikation der Itsater
Plasmide pP1-P2, pP1-P3, pP4-P5, pIR-CBDBA84 uft@BDBA1453 (Tab. 3) mit den
im vorangegangen Abschnitt beschriebenen Primehnalten. Die PCR-Produkte wurden
mittels ,QIAquick PCR Purification Kit* (Kap. 2.5)8gereinigt. Danach wurden jeweils
abnehmende Konzentrationen (10 uM; 3,3 uM; 1,1 |0M; uM; 0,1 uM) der Proteine
CbdbA1625-Stre@ierminas Und CbhdbA1625-StreQerminas Mit 13 bis 18 nM der Ziel-DNA
(Amplifikate der intergenen Bereiche der unterseohtlhA Gene) in 1 x Reaktionspuffer
(20 % Glycerin; 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 5 mM Mg£l12,5 mM EDTA, 250 mM NacCl,
3 mM DTT, 1 pg/ul Poly(dl-dC)ePoly(dI-dC) (Sigma-gich)) fir 30 min bei 24 °C inku-
biert. Das Reaktionsvolumen betrug 200 pl. Derles" von Trichlorbenzolen auf die DNA-
Protein Interaktion wurde durch Zugabe von 1,2,3;2,4- oder 1,3,5-TrCB (End-
konzentration je 40 uM) untersucht.

Zwanzig Mikroliter des Reaktionsansatzes wurderdim Elektrophorese auf einem nicht-
denaturierenden 8%igen Polyacrylamidgel in 0,5 x&TBuffer (1,78 mM Tris, 1,78 mM
Borséure, 0,04 mM EDTA; pH 8,0) eingesetzt. Das @€&I0x170x1,5 mm) wurde einem
30 minutigen Vorlauf bei 80 V unterzogen. Die Aafinung erfolgte nach dem Auftragen der
Proben bei 120 bis 140 V. Zur Visualisierung derADkém der Farbstoff ,GelRéY Nucleid
Acid Stain* (Biotium Inc., Hayward, USA) zur Anweuadg.
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2.6.8 Gelfiltration

Vor dem Beladen der Proteinproben auf eine Super8ieoder Superdex 200 Saule wurde die
Proteinlésung von CbdbA1625-Stegfmina 10 min bei 10000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Anschlieend wurden NaCl und Glycerin in Endkonegiinen von 250 mM bzw. 20 %
zugegeben. Die Saulen wurden zunachst mit aeroldfar IS (50 mM Tris, pH 7,5; 250 mM
NaCl, 20 % Glycerin) und spater mit anaerobem PuBie (Puffer G mit 2 mM DTT)
aquilibriert. Die Gelfiltration erfolgte mit dem A&™ Purifier (GE Healthcare, Miinchen)

und die Auswertung der Daten mit Hilfe der Unicérft Software (GE Healthcare).
2.6.9 Isotherme-Titrations-Kalorimetrie (ITC)

Die ITC Experimente wurden bei einer Temperatur 86rfC an einem VP-ITC Kalorimeter
durchgefuhrt. Nach der Reinigung des Proteins CH@®RA-Strep.erminai Uber StrepTactin
Sepharose Saulen wurde es gegen Puff@K&p. 2.6.8) dialysiert. Die Reaktionszelle wurde
mit einer 10 puM-L6sung des dialysierten Proteingilite Die titrierten Liganden 1,2,3- und
1,2,4-TrCB wurden in Konzentrationen von 50 und 18@ in entgastem Puffer,Siber
Nacht bei 30 °C gelost. Die freigesetzten Warmeraengvurden im Verlauf von
29 Injektionen a 10 pl bei einer Ruhrgeschwindigkein 307 rpm aufgezeichnet. Die

Thermogramme wurden mit der Origin 7.0 Softwaregausertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Populationsstruktur von 1,2,3-TrCB dechlorielem Mischkulturen nach Zugabe

verschiedener Kombinationen an Elektronendonatonghlinhibitoren

Durch Bunge (2004) konnte gezeigt werden, dasZdgabe des Elektronenakzeptors utber
ein Zweiflissigphasensystem zur Anreicherung Bwhalococcoidesp. Stamm DCMB5
fuhrte. Zudem wurden methanogene Archaea durch ugan BES aus der Mischkultur
entfernt (Bunge, 2004) und der Anteil grampositiBakterien durch Zusatz von Vancomycin
verringert (Wagner, 2004). Trotz einer starken Agirerung von Stamm DCMB5 gelang die
Isolierung auf diesem Wege nicht. Deshalb sollte Rahmen dieser Arbeit durch
Verringerung der Anzahl der verwendeten Elektrooeatoren und Zusatz verschiedener
Inhibitoren eine weitere Anreicherung oder gar dswolierung erzielt werden. Die
Dechlorierungsaktivitat wurde dabei durch Bestimmder Chloridkonzentration im Medium
analysiert. Die Populationsstruktur wurde nach Afiiggltion der 16S rRNA Gene durch
RFLP- oder t-RFLP Analysen untersucht und die 163NA Gen-Kopienzahl durch

guantitative PCR bestimmt.

3.1.1 Erstellung von 16S rDNA Klonbibliotheken 2dentifikation weiterer t-RFLP Muster

Stamm DCMB5-haltige Mischkulturen, die 1,2,4-TrCDBu 2-MCDD dechlorierten
(Wagner, 2004), dienten als Inokulum fir drei weitéransfers auf 1,2,4-TrCDD (Spit 5, 6,
7) und zwei folgende Transfers mit 1,2,3-TrCB (Shi®9; Tab. 4). Wahrend der Zusatz von
1,2,4-TrCDD in Konzentrationen von 40 uM erfolgteyrde 1,2,3-TrCB in einer nominalen
Endkonzentration im Medium von 10 mM Uber ein ZWm$igphasensystem zugefuhrt. Die
t-RFLP Analysen an DNA aus den entsprechenden HKartwergaben einige terminale
Restriktionsfragmente (t-RFs), die keinem bekanrit@8 rRNA Gen aus den vorhandenen
Klonbibliotheken zugeordnet werden konnten. Deshalioden erneut RFLP-Analysen mit
16S rDNA-PCR-Produkten, die an DNA der Mischkultur@pit 5 und Spit 9-4B (Tab. 4)
amplifiziert und kloniert wurden, durchgefihrt.
In beiden Kulturen wurden zusétzlich zu einigen 8@rbekannten RFLP-Muster (Wagner,
2004) insgesamt sieben neue Restriktionsmuster tv1@3-39) identifiziert (Tab. 13, 14).
Die Klonbibliotheken umfassten fir Spit 5 46 Klomed fur Spit 9-4B 28 Klone. Von allen
Mustern wurde je ein Klon ausgewahlt und das Indertentsprechenden Plasmide mit den
vektorspezifischen Primern PG1/PG2 (Tab. 8) ansexies.
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In Gegenwart von 1,2,4-TrCDD wurde die Kultur Spitvon drei, Uberwiegend géarenden
phylogenetischen Gruppen dominiert: grampositivaitBrien (50 %)sSpirochaete$21,7 %)
und Deltaproteobakterien (15,2 %, Tab. 13). DerefAnton Dehalococcoidessp. lag
hingegen unter der Nachweisgrenze. Im Gegensata Hagal3Dehalococcoidessp. den
hdchsten Anteil in der Mischkultur Spit 9-4B (61 ,%e mit 1,2,3-TrCB im Zweifllssig-
phasensystem angezogen wurde (Tab. 14). Obwohlnné&mhalococcoidessp. auch
Clostridia und eineDesulfomicrobiumSpezies zu finden waren (Tab. 14), war diese Kultu
ein geeigneter Kandidat fur weitere Versuche zurefamerung von Bakterium DCMB5. Die
in den Kulturen Spit 5 und Spit 9-4B identifizie®halococcoided6S rRNA Gensequenz
wies eine 100 % Identitat zu der des Stammes CBaB1

Um die neu identifizierten RFLP-Muster spezifischdRFs zuordnen zu kdnnen, wurden die
vorliegenden Sequenzen durch theoretischen Verdawlen Software (Clone€ unter Ver-

wendung der Restriktionsenzyme Mspl, Rsal, Alul @sdRI analysiert (Tab. 13, 14).

Tab. 13 In der 16S rDNA Klonbibliothek der Kultur Spit Hentifizierte RFLP-Muster, die
Zuordnung der entsprechenden Bakterien zu den ghgkiisch ndchst verwandten kultivierten
Organismen und die ermittelten theoretischen t-RP®& Praparation der DNA erfolgte nach
49-tagiger Kultivierung mit 40 uM 1,2,4-TrCDD.

Anteil in der Hochste 16S rRNA Gen- % Terminales Fragment [bp]

Husteron)iothek  kultvierten Organiomus 9ental Mspl Rsal AlulBsuR
oits 2y 22%  Dewzsro (xroosd) 08 508 242 71 204
(Spit355-2/11) 8,7 % ([)Ae\ffgg\?/g);i)%p' clone B4 99 162 487 214 201
(Spit357-3/28) 15.2% ([)Ae:gg%g;o aminophilus 97 133 168 215 201
(Spit35§3/47) 22% (T/réglzogggg)c ror thiogenes 9 163 242 71 206
(Spi?g-g 14 50,0 % si’flcztig‘;'go')aCEzg 97 200 444 75 275
(spit356_2,30) 21,7 % 5;’3333;';7')3‘3525 98 123 197 238 76

Tab. 14 Ildentifizierte 16S rRNA Gensequenzen in der Kibhibthek der Kultur Spit 9-4B und die
Zuordnung der entsprechenden Bakterien zu den ghgkiisch nachst verwandten Kkultivierten
Organismen. Die Isolierung der DNA aus den mit3:EB,CB versetzten Zweiflissigphasenkulturen
(nominale TrCB-Konzentration in Medium: 10 mM) dgite nach 93 Tagen.

Anteil in der  Hochste 16S rRNA Gen- o  Terminales Fragment [bp]

Muster (Klon) Klon- Ahnlichkeit zu einem -
bibliothek kultivierten Organismus ldentitat Mspl  Rsal Alul BsuRl
21 0 Clostridium akagii
(Spit 3-2/34) 25% (AJ237755) 93 520 451 237 257
39 o Desulfomicrobium escambiense
(Spit 9-4B-13 14,2 % (AJ277886) 93 162 58 155 76
> 60,89  Dehalococcoidesp. 99 509 443 131 168

(Spit 3-2/10) (AF230641)
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3.1.2 Einfluss verschiedener Kombinationen an Ebeidndonatoren auf die
Dechlorierungsaktivitat und die  Populationsstruktuvon  1,2,3-Trichlorbenzol-

dechlorierenden Mischkulturen

Die Isolierung des Stammes DCMBS5 wurde moglichesealurch den Einsatz von Pyruvat,
Fumarat, Formiat und Benzoat als Elektronendonatdre vorangegangenen Arbeiten
erschwert, da sie das Wachstum von garenden Baktiitderten, aber fiDehalococcoides
bisher nicht als Elektronendonatoren fur die reshekDechlorierung beschrieben wurden.
Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit analysieti die Verringerung der Zahl der
Elektronendonatoren zu einer weiteren Anreicherdeg Stammes DCMB5 flhrte. Die
Wirkung von Benzoat wurde nicht mehr untersuchtsidh schon friiher gezeigt hatte, dass es
nach Zugabe von BES in den Stamm DCMB5 enthaltévidehkulturen nicht umgesetzt
wurde (Wagner, 2004). Folgende Kombinationen arktEleendonatoren wurden naher
betrachtet: 1) Formiat, 1l) Formiat, Wasserstoff) Fumarat, 1) Pyruvat und V) Pyruvat,
Fumarat. Als Vergleich diente eine Kulturreihe, oig einem Gemisch aller drei organischen
Sauren (Variante VI) versetzt wurde. Die Zweiflggpdiasenkulturen mit 1,2,3-TrCB wurden
mit 2,5 mM Acetat, je 1,25 mM organischer Saure GndM BES vervollstandigt. Im Falle
der zuséatzlichen Wasserstoffzugabe wurde der Gasdaun Kulturen unter Erzeugung eines
Uberdrucks von 0,5 bar begast. Als Inokulum diedike Kultur Spit 9-4B (Tab. 4). Je
Kulturvariante wurden zwei bis drei parallele Kuén beimpft. Die Kontrollen ohne
1,2,3-TrCB waren Einzelansatze.

Die Dechlorierung startete je nach verwendeter Koatlon der organischen S&uren zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Wéahrend die Chlogidetzung der Kulturvarianten 1ll, IV, V
und VI nach 28 Tagen begonnen hatte und Uber desudlesverlauf kontinuierlich zunahm,
begann die Dechlorierung in Variante Il erst naghirfdgen und in Variante | sogar erst gegen
Ende des Versuches nach 84 Tagen (Abb. 7). DielDeetung in den Varianten lll, IV, V
und VI zeigte insgesamt einen &hnlichen VerlaufciN&8 Tagen wurden im Durchschnitt
1,3 mM, 1,8 mM, 1,8 mM und 2,2 mM Chlorid detektidn den Kulturvarianten | und Il
kam es nur zur Bildung von 0,5 bzw. 0,8 mM Chlorid.

Die Dechlorierung von 1,2,3-TrCB zu 1,3-DCB, welshegaschromatographisch
nachgewiesen wurde, war mit einer Zunahme der Kapiel vonDehalococcoidesl6S
rRNA Genen verbunden (Tab. 15). Die 16S rRNA Gemikozahl nahm in den

verschiedenen Kulturvarianten um ein bis zwei Zebotenzen zu und erreichte nach 98
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—e—— Formiat (l)

— -0 —  Kontrolle: Formiat
—v—— Formiat, H, (II)

— -+ —  Kontrolle: Formiat, H

—&——  Fumarat (Ill)

— = —  Kontrolle: Fumarat

—&—— Pyruvat (IV)

— - —  Kontrolle: Pyruvat

—a——  Pyruvat, Fumarat (V)

— —& —  Kontrolle: Pyruvat, Fumarat
———— Pyruvat, Fumarat, Formiat (VI)

— —« —  Kontrolle: Pyruvat, Fumarat, Formiat

Chlorid [mM]
=
1

Zeit [d]

Abb. 7. Chloridfreisetzung wahrend der reduktiven Dedelomg von 1,2,3-TrCB in
Zweiflissigphasenkulturen mit BES, Acetat und veisdenen Kombinationen der
Elektronendonatoren  (Pyruvat, Fumarat, Formiat, d&fadoff). Die Mittelwerte und
Standardabweichungen stammten aus der Analyse wem kis drei parallelen Kulturen. Die
Kontrollkulturen (ohne 1,2,3-TrCB) stellten Einzedtze dar. Die Chloridwerte waren die Messwerte
abzglich des Nullwertes.

Tagen Werte zwischen 4 x 1@ind 1,26 x 19 16S rRNA Genkopien/ml (Tab. 15). Im
Gegensatz zu dem Anstieg der 16S rRNA Gen-KopidnaaKulturen mit 1,2,3-TrCB blieb
diese weitgehend konstant (Variante | und IlI) odank (Variante 1lI-VI) in den
Kontrollkulturen ohne 1,2,3-TrCB (Tab. 15). Ausgetievon einer 16S rRNA Genkopie im
Genomvon Dehalocococcoidesp. (Kubeet al, 2005) wurden die Ertrage (Zellen/umol
Chlorid) fur Stamm DCMB5 nach Wachstum auf 1,2,&Brberechnet. Die Zunahme der
Zellzahl wurde dabei aus der Differenz der 16S rRSA&nkopienzahl nach 98-tagiger
Kultivierung und zum Zeitpunkt O bestimmt. Die Mengn freigesetztem Chlorid stellte die
Differenz der maximalen Chloridkonzentration abailyldes geringsten Wertes dar. Die
Werte lagen zwischen 3,6 x 10nd 1,3 x 18 Zellen pro pmol freigesetztem Chlorid (Tab.
15). Die Berechnung des Ertrages fur die Variamtend Il gestaltete sich schwierig, da die
Chloridfreisetzung unstetig verlief (Variante Iljler erst nach 84 Tagen begann (Variante I,
Abb. 7).

Der Anteil von Dehalococcoidesp. an der gesamten Bakterienpopulation wurdeelsitt
t-RFLP und qPCR bestimmt (Tab. 15). Die aus defritFR Analysen ermittelte Peakflache

des Dehalococcoide$-RF wurde ins Verhéltnis zur Gesamtpeakflacheeg#s Fur die
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Tab. 15 16S rRNA-Gen-Kopienzahl voBehalococcoidgsl, Anteil von Dehalococcoidesan der gesamten Bakterienpopulation und REdalococcoides
spezifischen Wachstumsertrage in Kulturen mit 1J2@B sowie verschiedenen Kombinationen an Elekdnatonatoren. Der Anteil wurde berechnet aus dem
Verhéltnis der Peakflache dBghalococcoide$-RF zu der Gesamtpeakflache in t-RFLP ProfiletulA/erdau) bzw. aus dem Verhdltnis deehalococcoides
16S rRNA-Gen-Kopienzahl zu d&acterial6S rRNA Gen-Kopienzahl (QPCR). Die Ertrage wurdemittelt aus dem Quotienten der Ertrage der Kuaél
desDehalococcoided6S rRNA Gens und der Chloridfreisetzung. Die shiterte und Standardabweichungen sind angegebehdder 3 parallele Kulturen.
Die Werte der Kontollen (ohne 1,2,3-TrCB) und d&RLP Analyse nach 14 d basieren auf der Aufarbgitiner Kultur.

Zeit [d] 0 14 98 Ertrag
16S rRNA Gen-  16S rRNA Gen-  Anteil Stamm DCMBS  16S rRNA Gen-  Anteil Stamm DCMBS | ) s\ o\ iA Genkopien

Elektronendondr kopienzahl/ml kopienzahl/ml [%] kopienzahl/ml [%] /umol Chlorid]

(Kulturvariante) (10°%/ml) (10°/ml) qPCR t-RFLP (10°/ml) qPCR t-RFLP

Formiat (I) 2,51 2,12 1,3 31 43,2 17,2 11,5 7, 10%
[+/- 0,14] [+/- 0,53] [+/- 0,5] [+/- 5,94] [+/12] [+/- 0,1]

Kontrolle 0,31 0,28 0,6 2,6 0,35 6,5 1,5

Formiat/H (1) 2,75 4,63 3,8 7,5 72,7 15,4 9,0 12,9%X 10

[+/- 0] [+/- 0,65] [+/- 1,5] [+/- 1,69] [+/-0,6] [+/- 2,5]

Kontrolle 1,57 1,26 4,0 2,8 0,97 3,8 1,7

Fumarat (I11) 2,01 4,02 3,1 4,9 64,5 16,2 8,7 3%
[+/- 1,90] [+/- 0,62] [+/- 0,9] [+/- 1,45] [+/3] [+/- 1,4]

Kontrolle 2,47 1,86 0,4 0,6 0,43 1,9 0,4

Pyruvat (I1V) 4,24 9,66 55 1,9 112 20,2 18,C 6,380%
[+/- 0,3] [+/- 0,85] [+/- 4,4] [+/- 39,4] [+-&] [+-2,7]

Kontrolle 1,94 0,63 0,4 5,0 0,3 3,5 3,2

Pyruvat/Fumarat (V) 2,30 8,08 3,2 3,2 126 14,8 10,9 4,99 x 10
[+/- 1,10] [+/- 2,80] [+/- 1,3] [+/- 50,6] [+/5,8] [+/-0,3]

Kontrolle 2,22 4,29 0,3 1,6 0,34 15 0,3

Pyruvat/Fumarat/ 2,20 6,80 7,0 5,1 64,9 35,8 28,2 3,60 % 10

Formiat (VI) [+/- 1,05] [+/- 0,48] [+/- 4] [+/- 1] [+/- 4,07] [+ 2] [+/- 13]

Kontrolle 6,56 1,39 2 2 1,50 1 2

®Alle Kulturen wurden mit 2,5 mM Acetat als putatikehlenstoffquelle und 5 mM BES versetzt: lBer Gasraum der Kultur wurde mit Wasserstoff Is¢gso

dass ein Uberdruck von 0,5 bar entstand.
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Berechnung des Anteils durch gPCR Analysen wura@ebbdie Kopienzahl des 16S rRNA
Gens vonDehalococcoidesp. mit den Primern DET-539f/DET-730r (Tab. 8) alsch die
bakterielle 16S rRNA Genkopienzahl mit den PrimEub241 f/Eub534 r (Tab. 8) bestimmt.
Aus dem Verhaltnis beider Werte wurde anschlieReledt prozentuale Anteil von
Dehalococcoidesp. ermittelt. Nach qPCR und t-RFLP Analysen zegjth ein Anstieg des
Anteils von Dehalococcoidesp. zwischen Beginn der Dechlorierung (14 d) umdi€Edes
Versuchs (98 d) in den Kulturen mit 1,2,3-TrCB. @haltenen Werte unterschieden sich
jedoch leicht je nach verwendeter Methode (qPCRr odBFLP). Der Anteil von
Dehalococcoidesder durch t-RFLP Analyse bestimmt wurde, war @n Regel niedriger als
nach der Bestimmung mittels gPCR. Mit gPCR konratehrO8 Tagen eine Anreicherung im
Bereich von 15 % (Variante V) bis 36 % (Variante Vérzeichnet werden, wéhrend sich mit
t-RFLP Werte zwischen 9 % (Varianten Il und Il1)duk8 % (Variante VI) ergaben (Tab. 15).
In den Kontrollkulturen ohne 1,2,3-TrCB blieb dentail von Dehalococcoidesp. konstant
niedrig und lag zwischen 1 und 6,5 %.

Zum Zeitpunkt O des Versuches wurde mit den beglutzten Methoden ein unrealistisch
hoher Anteil vonDehalococcoidesp. (z.T. Uber 100 %; nicht gezeigt) ermittelt,swam
einen auf methodische Probleme beim Zellaufschiules der PCR-Amplifikation und zum
anderen auf einen hohen Anreicherungsgrad in dektar hinwies.

Die Populationsstruktur, die mittels t-RFLP Analyssch 98 tagiger Kultivierung untersucht
wurde, unterschied sich in den sechs Kulturvariamteutlich (Abb. 8). Die t-RFs wurden
entsprechend dem RFLP-Muster der in den Tab. 11uriB 14 angegebenen Sequenzen
bezeichnet. Muster 5, das d&ehalococcoidesStamm DCMBS5 reprasentierte, war stets
eines der dominanten Muster, wobei auch folgendst&fun den entsprechenden Varianten
verstarkt auftraten (grau unterlegt: groRte Hawdigkl) Muster 13, 35, 37; Il) Muster 3, 13,
27, 29; Ill) Muster 12, 13, 18, 20, 21, 27, 29; Myuster 33; V) Muster 12, 18, 20, 21, 29.
Die Zuordnung der Muster 12, 18, 20 und 21 zu deak® um 240 bp erfolgte durch die
Analyse der t-RFLP Profile nach Verdau mit Mspl,aRsind BsuRI (Anhang 1). In der
Kulturvariante VI wurden neben dem hier klar dorarenden Muster 5 zusétzlich die Muster
3, 12, 18, 20, 21, 27, 29, 33 und 39 identifiziert.

Auf der Basis der Klonbibliotheken von Bunge (2Q0Wagner (2004) und dieser Arbeit
(Tab. 11, 13, 14) wurden die nebBehalococcoidesp. dominanten Phylotypen aller sechs
KulturvariantenClostridium hastiformgMuster 13), Bakterium ROME195Asa (Muster 27),
Bakterium 1IB-29 (Muster 29) und Bakterium DCE29y#er 33) zugeordnet.
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Abb. 8. T-RFLP Profile nach Alul-Verdau der amplifizientd6S rRNA Gene aus Mischkulturen mit
1,2,3-TrCB, BES, Acetat und verschiedenen Elekindoeatoren. Die DNA wurde nach 98-tagiger
Kultivierung isoliert. Die Zuordnung der t-RF’s Zbestimmten Mustern erfolgte nach dem
theoretischen Verdau der 16S rRNA-Gensequenzen. (Thpb13, 14). Durch den Vergleich mit
t-RFLP Profilen nach Mspl, Rsal und BsuRI Verdawlfang 1), konnte der Peak um 240 bp (x)
naher aufgeldst und den Mustern 12, 18, 20 und Wfeardnet werden. Elektronendonoratoren:
Formiat (1), Formiat, H (II), Fumarat (lll), Pyruvat (IV), Pyruvat, Fumaré/), Pyruvat, Fumarat,
Formiat (VI).
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Die Populationstruktur in den Kontrollkulturen ohb@,3-TrCB (Anhang 2) entsprach grund-
satzlich den jeweiligen Kulturvarianten mit 1,2,82B, wobei dasDehalococcoides
spezifische t-RF einen wesentlich geringeren Anbeisall und im Verlauf des Versuchs
konstant blieb (Tab. 15).

Es zeigte sich, dass eine Verringerung der ZahVelevendeten organischen S&uren nicht zur
Anreicherung von Stamm DCMBS flhrte. Der Anteil vBtamm DCMBS5 war im Gegenteil
um das zwei- bis dreifache geringer als in der Wulriante mit Pyruvat, Fumarat und
Formiat. Zudem ergab die Verwendung von Formiatr detrmiat/Wasserstoff verringerte

Dechlorierungsaktivitaten.

3.1.3 Einfluss von Wasserstoff und Inhibitoren alié Dechlorierungsaktivitat und die

Populationsstruktur in 1,2,3-Trichlorbenzol-decldoenden Mischkulturen

Da die Verringerung der Zahl der Elektronendonatongcht zu einer Anreicherung des
Stammes DCMBS5 fluhrte, wurde unter Nutzung der Eteldndonatoren Pyruvat, Fumarat,
Formiat und Wasserstoff der Einfluss der Inhibitordancomycin und Penicillin ndher
untersucht. Es wurden drei verschiedene Variantgesetzt. In den ersten beiden Varianten
dienten Pyruvat, Fumarat, Formiat und Wasserstisff Edektronendonatoren. Variante A
wurde zudem mit 5 mg/l Vancomycin und Variante B &img/l Penicillin versetzt. Um
Dehalococcoidesp. spezifisch zu selektieren, wurde in der Kutdniante C Wasserstoff als
Elektronendonor verwendet und Vancomycin als Inbibin einer Endkonzentration von
5 mg/l zugegeben. Die Zweiflissigphasenkulturen i,3-TrCB wurden mit 2,5 mM
Acetat, je 1,25 mM organischer Saure und 5 mM BESB/allstandigt. Bei Zugabe von
Wasserstoff wurde der Gasraum unter Erzeugung éibesdrucks von 0,5 bar begast. Als
Inokulum diente die Kultur Spit 9-2B (Tab. 4). JaultGrvariante wurden zwei parallele
Kulturen beimpft. Die Kontrollen ohne 1,2,3-TrCB mea Einzelansatze.

In den drei Kulturvarianten begann die Dechlorigrwon 1,2,3-TrCB innerhalb von 7
(Variante C) oder spatestens 28 Tagen (VariantadAR), wobei die Menge an freigesetztem
Chlorid Uber die Zeit zunahm (Abb. 9). Die Bildungn Chlorid zeigte in allen drei
Kulturvarianten einen &hnlichen Verlauf. Wahrend ideltivierungzeit (98 Tage) wurden ca.
2,4 mM Chlorid freigesetzt. In den Kontrollkultureahne 1,2,3-TrCB wurde Kkeine
Chloridbildung beobachtet (Abb. 9).

Die Konzentration an freigesetztem Chlorid kornééemit der Zunahme d®ehalococcoides
spezifischen 16S rRNA Gen-Kopienzahl. Die Kopiehzaes 16S rRNA Gens von
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Abb. 9. Chloridfreisetzung wahrend der reduktiven Dedelomg von 1,2,3-TrCB in
Zweiflissigphasenkulturen mit BES, Acetat, versdbigen Elektronendonatoren (Pyruvat, Fumarat,
Formiat, Wasserstoff) und Inhibitoren (Vancomycutep Penicillin). Die Mittelwerte und Standard-
abweichungen stammten aus der Analyse parallel¢uién. Die Kontrollkulturen (ohne 1,2,3-TrCB)
stellten Einzelansatze dar. Die Chloridwerte watienMesswerte abzlglich des Nullwertes dar.

Dehalococcoidestieg dabei auf Werte von 9 x 104 x 10 und 3 x 10 in den Kultur-
varianten A, B und C (Tab. 16). Das entspricht eidenahme der 16S rRNA Gen-
Kopienzahl um den Faktor 10 in Variante C und um Baktor 40 in den Varianten A und B.
In den Kontrollen ohne 1,2,3-TrCB sank die 16S rRI&&n-Kopienzahl im Laufe der
Kultivierung hingegen um bis zu einer ZehnerpotanZTab. 16).

Aus der 16S rRNA Genkopienzahl und der Menge agdeetztem Chlorid wurde auRerdem
der Wachstumsertrag mit 1,2,3-TrCB unter den gegabeKultivierungsbedingungen
bestimmt (Tab. 16). Die errechneten Werte lagersaién 2 x 10 (Variante B) und rund
3,5 x 10 (Varianten A und C) 16S rRNA Genkopien pro pmeldgesetztem Chlorid.

Der Anteil vonDehalococcoiden den Kulturvarianten wurde mittels t-RFLP unddiPge-
mal3 der in Kap. 3.1.2 beschriebenen Vorgehenswesammt. Mit beiden Methoden wurde
eine signifikante Anreicherung vddehalococcoideserzeichnet. Die t-RFLP Analyse ergab
nach 98-tagiger Kultivierung einen Anteil v@rehalococcoideson 37 %, 48 % und 28 % in

den Kulturvarianten A, B und C. Dabei muss betoetrden, dass die Kulturvariante mit
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Tab. 16 16S rRNA-Gen-Kopienzahl voDehalococcoidesl, Anteil von Dehalococcoidesin der gesamten Bakterienpopulation undRidéalococcoides
spezifischen Wachstumsertrage bei einer Kultivigronit 1,2,3-TrCB. Die Kulturen wurden versetzt mirschiedenen Elektronendonatoren und Inhibitoren.
Der prozentuale Anteil wurde berechnet aus dem aaris der Peakflache dé&ehalococcoides-RF zu der Gesamtpeakflache in t-RFLP Profilenu(Al
Verdau) oder aus dem Verhaltnis dhalococcoided6S rRNA-Gen-Kopienzahl zu d8acterial6S rRNA Gen-Kopienzahl (qPCR). Die Ertrage wurden
ermittelt aus dem Quotienten der Ertrdge der Kag@bh desDehalococcoidesl6S rRNA Gens und der Chloridfreisetzung. Die &hitierte und

Standardabweichungen sind angegeben fir 2 odaaBgba Kulturen. Die Kontrollen (ohne TrCB) war&imzelkulturen.

Zeit [d] 0 14 98 Ertrag
Elektronendondt N 16STRNA | 16S rRNA Gen- /Erg?vlilBS;w]m 16S rRNA Gen- /Bnct:?wilBS;eEg]m e (S]Gki rRNA "
: Inhibitor ~ Genkopienzahl ~ kopienzahl 0 kopienzahl 2 pienza
(Kulturvariante) (10F)/ml (10F)/ml 4qPCR RFLP 1F)ml gPCR -RELP pmol Chlorid)
H (C) Van 2,30 9,16 220 11,0 316 25,0 28,5 3,50 % 10
[+/-0,11] [+/- 4,75] [+/-14,5] [+/- 2,0] [+/- 18] [+/- 5,0] [+/- 0,5]
Kontrolle 4,11 1,24 1,9 4,0 0,43 3,0 7,0
Eg;;‘?gg&“(ﬂ?rat/ Van 2,03 2,16 21 35 86,2 40,0 37,0 3,60 % 10
[+/- 0,62] [+/-0,003]  [+-0,6] [+-0,5] [+/-28]  [+-24,0] [+-8,0]
Kontrolle 2,94 0,91 1,0 0,4 0,93 1,0 6,0
Eg:%‘gg&“g?rat/ Pen 1,12 3,14 9,7 75 41,3 40,0 47,5 1,97 % 10
[+/- 0,46] [+/- 0,28] [+/-54] [+ 2,5] [+-231L  [+-7,0] [+-25]
Kontrolle 1,09 0,39 1,1 1,0 418 50 7.0

dAlle Kulturen wurden mit 2,5 mM Acetat als putaiohlenstoffquelle und 5 mM BES versetzt: Ber Gasraum der Kultur wurde mit Wasserstoff Is¢gso
dass ein Uberdruck von 0,5 bar entstand. VancomywmihPenicillin wurden in Endkonzentrationen vomé/l zugegeben.
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Abb. 10. T-RFLP Profile eines Alul-Verdaus der amplifizesn 16S rRNA Gene aus Mischkulturen
mit 1,2,3-TrCB, BES, Acetat, verschiedenen Elektradonatoren und Inhibitoren. Die DNA wurde
nach 98-tagiger Kultivierung isoliert. Die Zuordmuder t-RFs zu bestimmten Mustern erfolgte durch
den Vergleich mit den theoretischen terminalen Feglangen der klonierten 16S rRNA Gene
(Tab. 11, 13, 14). Durch den Vergleich mit t-RFLPofilen nach Mspl, Rsal und BsuRI Verdau
(Anhang 1), konnte der Peak um 240 bp naher audgetidd den angegebenen Mustern zugeordnet
werden. A: Elektronendonatoren: Pyruvat, Fumaratpiat, H, Inhibitor: 5 mg/l Vancomycin; B:
Elektronendonatoren: Pyruvat, Fumarat, Formiat,Iithibitor: 5 mg/l Penicillin; C: Elektronendonor:
H,, Inhibitor: 5 mg/l Vancomycin.

Wasserstoff und Vancomycin (Variante C) trotz dedeae Lebensweise vdbehalococcoides
angepassten Bedingungen zur geringsten Anreichagafidirt hat. In den Kontrollkulturen
ohne 1,2,3-TrCB blieb der Anteil vdbehalococcoidesn den Kulturen konstant niedrig und
lag bei ca. 1 bis 7 % (Tab. 16).

Die Analyse der Populationsstruktur in den dreitiudarianten ergab eine starke Ahnlichkeit
zwischen den Varianten A und C (Abb. 10 A, C; beideVancomycin inkubiert). In beiden
Ansatzen war da®ehalococcoidesspezifische Fragment eines der dominanten. Zudem
wurden die Muster 12, 18, 20, 21, 27 und 39 despeathenden t-RFs zugeordnet. Die
t-RFLP Chromatogramme unterschieden sich nur ddashAuftreten der Muster 29 und 33
in Kulturvariante C. Die Auflésung des Peaks um 240 (Abb. 10 A, C) erfolgte durch
Analyse der entsprechenden t-RFLP Profile nach MRpél und BsuRI Verdau (Anhang 1).
Die Muster 12, 21 und 27 reprasentieren die 16S ARBEnsequenzen grampositiver

Bakterien (Tab. 11). Das Auftreten dieser Mustedém Varianten A und C war erstaunlich,
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da Vancomycin, ein Inhibitor grampositiver Bakterielem Kulturmedium zugesetzt worden
war. In der Kulturvariante B, in der Penicillin &elée von Vancomycin verwendet wurde,
war die Zahl der auftretenden t-RFs geringer alslen Varianten A und C (Abb. 10 B).
Neben demDehalococcoidespezifischen t-RFs wurde nur ein weiteres domegmntRF
detektiert, welches Muster 33 entsprach. Die eatdande 16S rRNA Gensequenz zeigte
groRte Ahnlichkeit zu Sequenzen des Phylubegerribacteresmit Synergistessp. Durch
Zugabe von Penicillin, das ebenfalls das Wachsttempositiver Bakterien hemmt, konnte
der Anteil der Grampositiven signifikant verringererden.

In den Kontrollkulturen ohne 1,2,3-TrCB &hnelte dtepulationsstruktur der Zusammen-
setzung der vergleichbaren Kulturen mit 1,2,3-TrGir Anteil desDehalococcoides
spezifischen t-RF war jedoch bei gleichzeitiger Zume des Anteils anderer Muster geringer
(Anhang 3).

Die Kultivierung der Mischkulturen im Zweiflissigabensystem mit 1,2,3-TrCB und der
Einsatz von Vancomycin oder Penicillin bei gleidtiger Nutzung eines Gemisches
organischer Sauren in Kombination mit Wassersttdf Elektronendonatoren bildeten die
Grundlage fir die Isolierung des Stammes DCMB5 (et al, 2008).

3.2 Abgrenzung delBehalococcoidesp. Stammes DCMB5 von Stamm CBDB1

Die Stamme DCMB5 und CBDBL1 sind auf 16S rDNA Ebéaentisch (Bunge, 2004). Um
eventuelle genetische Unterschiede zwischen beésd@mmen herauszufinden, wurden zum
einen die 16S rDNA flankierenden Bereiche im Genwon Stamm DCMB5 mittels
Vektorette-PCR naher charakterisiert. Zum anderemden putative Gene fur reduktive
Dehalogenasen des Stammes DCMB5 unter Nutzung WP Rt-RFLP und Sequenz-
analysen identifiziert und mit denen andddehalococcoideStamme verglichen.

3.2.1 Charakterisierung der DNA-Bereiche, die d&S tRNA Gen des Stammes DCMB5

up- unddownstreanflankieren

In der vorliegenden Arbeit wurden die Sequenmgstream(5°-Bereich) unddownstream
(3"-Bereich) des 16S rRNA Gens mit Hilfe der Vektte-PCR untersucht. Die Methode
schien geeignet, da sich nach Analyse der Genorasegqn der Staimme CBDB1 (Kukeé¢
al., 2005) und BAV1 zeigte, dass es bei 100 % idehéis 16S rRNA Gensequenzen geringe

Unterschiede in den flankierenden Sequenzbereigabn
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Abb. 11. PCR-Produkte nach Amplifikation mit den PrimenmgeaDET-730r/UV-verkirzt (A) bzw.
DET-1260f/UV-verkirzt (B) und Sspl- (Spur 2), DrdlSpur 3) bzw. Nael-Verdau (Spur 4). Zur
GrofRenbestimmung der Amplifikate wurde der p-GEMANMarker verwendet (Spur 1). Die mit
Sternchen versehenen PCR-Produkte wurden nach éflomg in E. coli XL1-Blue MRF durch
Sequenzanalysen naher analysiert.

Voraussetzung fur die Anwendung der Methode war deiswahl geeigneter
Restriktionsenzyme zum Verdau der genomischen DE#& $tammes DCMB5. Es handelte
sich dabei um Enzyme mit einer 6 bp langen Erkegssequenz, die glatte Enden erzeugten
und die keine Schnittstelle im 16S rRNA Gen selbssallen. Optimalerweise lag die
Schnittstelle 500 bis 2000 bp auRRerhalb des 16SArR3¢ns. Die Schnittstellenanalyse
erfolgte durch theoretischen Verdau der Genomsequeles Stammes CBDBI.
Restriktionsenzyme, die alle Anforderungen erfalltevaren Sspl, Dral, Nael, Nrul und
Smal. Fur die Untersuchung der Bereiche, die d& rFNA Gen des Stammes DCMB5
flankierten, wurden von diesen funf Enzymen SspialDund Nael ausgewahlt. Fur die
Charakterisierung des 5°-gelegenen Bereiches wurdeschlielend die 16S rDNA-
spezifischen Primer DET-730 (Sspl, Dral) und DEB#24Nael) genutzt und fir die
Amplifikation des 3’-flankierenden Bereiches wurder Primer DET-1260f (Tab. 8)
verwendet. Der Primer UV-verkirzt, der in der Vektte bindet, wurde jeweils als zweiter
Primer im PCR-Ansatz verwendet.

Das Ergebnis der jeweiligen PCR-Reaktionen istl ALl dargestellt. Es zeigte sich, dass in
jedem Fall eine Vielzahl von unspezifischen PCRdRkben amplifiziert wurde (Schmier im
Hintergrund), es aber auch eine Zahl von Ampligkagab, die distinkte Banden im Agarose-
Gel aufwiesen. Bei der Untersuchung destreamBereiches wurde nach Sspl- bzw. Dral-
Verdau jeweils ein spezifisches PCR-Produkt mit denmerpaar DET-730r/UV-verkirzt
ampliziert. Die GroRe des PCR-Produkts lag dabbeiden Fallen zwischen 750 und 800 bp.
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Nach Nael-Verdau wurden in der PCR mit den PrimBEIT249r und UV-verklrzt drei
Amplifikate erhalten, die ndher untersucht wurdemw wie Grof3en von ca. 520, 800 und
2600 bp besal3en. Im Fall des analysiedewnstreamBereiches wurde nach Sspl-Verdau
ein spezifisches PCR-Produkt amplifiziert, das @&ime Grol3e von ca. 600 bp aufwies. Nach
Nael- bzw.Dral-Verdau wurden im Agarosegel zweitidide Banden erhalten. Die PCR-
Produkte hatten im Fall des Nael-Verdaus Gré63en can300 und 800 bp bzw. 700 und
1100 bp nach Verdau mit Dral.

Die PCR-Produkte wurden nach Reinigung und Ligatiomlen Vektor pGEM®T-Easy in
Escherichia coliXL1-Blue MRF" transformiert. Nach Praparation ddasmide wurden die
Inserts mit den Primern DET-730r, DET-249r, DET-QRGnd UV-verkirzt (Tab. 8)
sequenziert. Die Sequenzierung ergab, dass nalilezinserts Amplifikate des 16S rRNA
Gens und der entsprechenden flankierenden Bereigche Dehalococcoides sp.
reprasentierten. Eine Ausnahme stellten die PCHitRte dar, die nach Nael-Verdau mit
dem Primerpaar DET249r/UV-verkirzt amplifiziert wen. Hier wurde das 16S rRNA Gen
nebst dem flankierenden Bereich vibasulfovibriosp. amplifiziert, was vermutlich auf eine
unzureichende Spezifitdt des Primers DET249r zumifckren war.

Alle Sequenzen, die den 5" bzw. 3"-Bereiche desrB0¥A Gens vorDehalococcoidesp.
reprasentierten, wurden anschlieend mit Hilfe &esgramms ,DNASIS* miteinander
verknlipft und folgend mittels ,CLUSTAL W*“ mit den6$% rRNA Gen-flankierenden
Bereichen deDehalococcoidesp. Stamme CBDB1, BAV1 und 195 verglichen (Abb).12
Im 5°-Bereich wurden mit Hilfe der Vektorette-PCR Bpupstreamdes 16S rRNA Gens von
Stamm DCMBS identifiziert, wahrend es im 3"-Berei#&#3 bpdownstreamdes 16S rRNA
Gens waren. Die Sequenzep unddownstreantdes 16S rRNA Gens des Stammes DCMB5
waren dabei identisch mit den entsprechenden Beeiocvon Stamm CBDB1. In der
upstreamRegion bestanden 100 % und 96 % Sequenzidentitdem Stammen BAV1 und
195, wahrend der Bereidownstreandes 16S rRNA Gens zu 99 % und 83 % identisch zu
den Sequenzen der Stamme BAV1 und 195 war.

3.2.2 Identifikation vomdhA Genen im Genom von Stamm DCMB5

Eine Differenzierung der Stamme CBDB1 und DCMB5 wat Hilfe der Vektorette-PCR
und der Analyse der 16S rDNA-flankierenden Bereidieht mdglich. Da physiologische
Unterschiede zwischen Stamm CBDB1 und der Stamm B&NRhltigen Mischkultur

bestanden, sollten didhA Gene im Genom des Stammes DCMB5 identifiziert eerdazu
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wurden basierend auf bekanntedhA Gensequenzen des Stammes CBDB1 Primer

abgeleitet.
A
CBDB1 AAACAATACACTAGTAATTAATATTGAGCTTGG 3 3
BAV1 AAACAATACACTAGTAATTAATATTGAGCTTGG 3 3 16S rRNA Gen
DCMB5 AAACAATACACTAGTAATTAATATTGAGCTTGG 3 3
195 AAACAATACACTAGTAATTATTATTGAGCTTGG 3 3
B
CBDB1 AAAGAGTTTTACCTTTTGTACAACATGGTGGGCCA TCTTGGTCTCGAACCAAGGACCTCA 60
DCMB5 AAAGAGTTTTACCTTTTGTACAACATGGTGGGCCATCTTGGTCTCGAACCAAGGACCTCA 60
BAV1 AAAGAGTTTTACCTTTTGTACAACATGGTGGGCCA TCTTGGTCTCGAACCAAGGACCTCA 60
195 e ATGGTGGGCCA TCTTGGTCTCGAACCAAGGACCTCA 36
*kkkkkkkkkk
CBDB1 GTCTTATCAGGACTGCGCTCTAACCAACTGAGCTAATGGCCCATTTGATAACAATATAAA 120
DCMB5 GTCTTATCAGGACTGCGCTCTAACCAACTGAGCTAATGGCCCATTTGATAACAATATAAA 120
BAV1 GTCTTATCAGGACTGCGCTCTAACCAACTGAGCTA ATGGCCCATTTGATAACAATATAAA 120
195 GTCTTATCAGGACTGCGCTCTAACCAGCTGAGCTA ATGGCCCGATTGATAACAACA--GA 94
* * kkkkkkk hkkkkkkkkk k *
CBDB1 CAAACTCAATCTTGAGCTGTCGAATGCATTAGCAA GTGAATTACTATTTGAAAAACGTCA 180
DCMB5 CAAACTCAATCTTGAGCTGTCGAATGCATTAGCAAGTGAATTACTATTTGAAAAACGTCA 180
BAV1 CAAACTCAATCTTGAGCTGTCGAATGCATTAGCAA GCGAATTACTATTTGAAAAACGTCA 180
195 CAGATT-------------—- GGGTATCTT----- -CGAAATACTACCCGAAAAACGTCA 133
*k kx % * % *% *kk kkkkk kkkkkkkkhkk
CBDB1 TTATAATATAGCAAACAGGATGCCTAGCGCAAGTC CCTTATCACCATGAACACTGATAAA 240
DCMB5 TTATAATATAGCAAACAGGATGCCTAGCGCAAGTCCCTTATCACCATGAACACTGATAAA 240
BAV1 TTATAATATAGCAAACAGGATGCCTAGCGCAAGTC CCTTATCACCATGAACACTGATAAA 240
195 ATATAATATAGCAAACAGGACGCTTAGCGCAAGTC CTTCAGC-CCAAAATGCCTAACAAA 192
*%* * %k k k kkk Kk k¥ k kkk
CBDB1 ACAGGGATAAGTTAAGCAGATGTGAGAGTTCAGGTTATCAGCTTTCAGGGAAACTAATTT 300
DCMB5 ACAGGGATAAGTTAAGCAGATGTGAGAGTTCAGGTATCAGCTTTCAGGGAAACTAATTT 300
BAV1 ACAGGGATAAGTTAAGCAGATGTGAGAGTTCAGGT TATCAGCTTTCAGGGAAACTAATTT 300
195 ACCTACATGAGTTTCAAAGCGGGATAGATACAGGT TAGCAA--TCAGGAGAAAGTAATTT 250
*% *%k kkkk *%k * * kkkkk *%k k% * * kkkk kkkkkk
CBDB1 --ATCCCCTTATAACACTAACACCTTAACCTCTGG ATAGCGGAAAGAAAAGCGAAGTATC 358
DCMB5 --ATCCCCTTATAACACTAACACCTTAACCTCTGG ATAGCGGAAAGAAAAGCGAAGTATC 358
BAV1 --ATCCCCTTATAACACTAACACCTTAACAACTGG ATAGCGGAAAGAAAAGCGAAGTATC 358
195 TTATCCCCTTATAACACTAACACCTTAACCCCTGG ATAGCGGAAAGAAAAGAGAAGTATC 310
*kkk
CBDB1 CGTTTTAAGTCGGATATCGACCTAGGTTAATAGGC ACGAGGCCAATTATCCTTAGAAAGG 418
DCMB5 CGTTTTAAGTCGGATATCGACCTAGGTTAATAGGCACGAGGCCAATTATCCTTAGAAAGG 418
BAV1 CGTTTTAAGTCGGATATCGACCTAGGTTAATAGGC ACGAGGCCAATTATCCTTAGAAAGG 418
195 CGTTTTAAGTCGGATATCGACCTAGGTTAATAGGC ACGAGGCCAATTATCCTTAGAAAGG 370
CBDB1 AGGTGATCCAGCCGCAGCTTCCGCT 443
DCMB5 AGGTGATCCAGCCGCAGCTTCCGCT 443
BAV1 AGGTGATCCAGCCGCAGCTTCCGCT 443 16S rRNA Gen

195 AGGTGATCCAGCCGCAGCTTCCGCT 395

Abb. 12. Alignmment der Bereicheipstream(A) und downstream(B) des 16S rRNA Gens der
Dehalococcoidessp. Stamme DCMB5, CBDB1, BAV1 und 195. Sternchezxbem Uberein-
stimmungen in den DNA-Sequenzen wieder.
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Zielsequenzen in Stamm CBDB1
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Abb. 13. PCR-Amplifikation der von Hdlscheat al. (2004) identifizierterrdhA Gene des Stammes
CBDB1 an DNA dembDehalococcoidesp. Stamme CBDB1 (A) und DCMB5 (B) unter Verwenglun
Dehalogenase-spezifischer Primer. Neun der untetsouc Gene waren in beiden Stammen
nachweisbar (gerahmte Spuren). Zur Kontrolle wurdde PCR-Produkte des Stammes DCMB5
sequenziert. Es wurde der p-GEMNA Marker verwendet (Spuren 1 und 18mplifiziertes rdhA
Gen des Stammes DCMBS5 zeigte héchste SequenziitentitBAV1 rdhAl "Amplifiziertes rdhA
Gen des Stammes DCMB5 zeigte hochste SequenzitentitBAV1 rdhA5, “Amplifiziertes rdhA
Gen des Stammes DCMBS5 zeigte hdohere SequenzidentitbdbA157ls zucbdbA1550

3.2.2.1 Nachweis vordhA Genen im Stamm DCMB5 UbethA-Gen-spezifische Primer

Zu Beginn der Arbeiten waren 1@&lhA Gensequenzen des Stammes CBDB1 bekannt
(Holscher et al, 2004). Diese Sequenzen waren die Grundlage &3r Dlesign von 16
spezifischen Primerpaaren (rdhA1-16 f/r; Tab. 8)&mplifikation dieser Gene an DNA, die
aus Zellen anaerober Mischkulturen isoliert wurdee Stamm DCMBS5 enthielten. Als
Positivkontrolle diente stets aus Stamm CBDB1 &téi DNA. Mit neun Primerpaaren
wurden PCR-Produkte an DNA aus der Mischkultur keha(Abb. 13). Nach Sequenzierung
dieser PCR-Produkte zeigte sich, dass sigbéh Gene amplifiziert wurden, die hochste
Sequenzidentitdten zdhA Genen des Stammes CBDB1 aufwiesen (Tab. 17), woibeiem
Primerpaar rdhA16f/r nicht wie erwartebdbA1550 sonderrcbdbA1570amplifiziert wurde.

Die Sequenz des GerbdbAl570stand zum Zeitpunkt der Untersuchungen nicht zur

Verfugung, wodurch die Spezifitait des Primerpaans Vorfeld nicht ausreichend
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Tab. 17. Identifizierung vorrdhA Genen in einer dioxindechlorierenden Mischkultutters verschiedener Primerpaare und Analysenmetnod

Primer rdhA spezifische Primer Primerpaar degenerierte Primer, degenerierte Primer, FAM-markierter: degenerierte Primer, FAM-markierter
Target RRF2/B1R Produkte bis 1650 bp forward-Primer, Produkte bis 1650 bp: forward-Primer, Produkte bis 650 bp
Analysentechnik Sequenzierung der PCR- RFLP qnd RFLP und Sequenzierung t-RFLP t-RFLP
Produkte Sequenzierun

rdhA Gene der: rdhA Gene des; identifizierte Identifizierte identifizierte identifizierte identifizierte

Stamme 195/ Stammes DCMB5-rdhA Primerpaar; DCMB5-rdhA: DCMB5-rdhA Primerpaar DCMB5-rdhA Primerpaar DCMB5-rdhA Primerpaar
CBDB1/BAV1 DCMB5 Gene(b) Gene b) Gene(b) Gene Geng
cbdbA145 DCMB rdhA1l X (94 % cl-1e-f/-r X FAM-cl-1&-f/-r X cluster 1a f/la
cbdbA162
cbdbA155
cbdbA157 DCMB rdhA:Z X (95 % rdhA16f/r X (99 % cl-1c-f/-r X FAM-cl-1c-f/-r X cluster 1a_f/la
BAV1 rdhA= DCMB rdhA4 X (94 % rdhAL10f/r X (99 % cl-1e-f/-r X FAM-cl-1e&-f/-r X cluster 1la_f/la
cbdbA149 DCMB rdhAE X (98 % rdhA15f/r X (97 % cluster 1b_/cl-1b-r X cluster 1b_f/¢-1b-r X cluster 1b_f/1b_
cbdbA158
cbdbA9¢ DCMB rdhA2( X cluster 1c_flc r
cbdbA153
chdbA158: DCMB rdhA1¢ X FAM-cl-1c-f/-r X cluster 1c_f/lic_
cbdbA150
cbdbA157
cbdbA154
cbdbA157 DCMB rdhA€ X (97 % rdhA12f/r X (98 % X (100 % cl-1c¢-f/-r X FAM-cl-1c-f/-r X cluster 1d_f/1d_
cbdbA8: DCMB rdhA1¢ X (99 % cluster 3_%/cl-3-r X cluster 3_f/c-3-r X cluster 3_f/3_
cbdbA8!( DCMB rdhA17 X (97 % cluster 3_%/cl-3-r X cluster 3_f/¢-3-r X cluster 3_f/3_
cbdbA24. DCMB rdhA2] X cluster 3_f/cbdbA24-r
cbrA DCMB rdhA7 X (96 % X (98 % cluster 2a_%/cl-2&r X cluster 2a_f/¢-2&r X cluster 2a_f/2-1 1
cbdbA156 DCMB rdhA¢ X (99 %
cbdbA156 DCMB rdhA1( X (100 % rdhA1f/r X (98 %
cbdbA162 DCMB rdhA1] X (88 % rdhA5f/r X (99 % cluster 2a %cl-2&r X cluster 2a_f/¢-2&r X cluster 2a_f/2-3 1
cbdbA163 DCMB rdhA9 X (97 % rdhA2f/r X (99 % X (98 % cluster 2a %cl-2&r X cluster 2a_f/¢-2&r X cluster 2a_f/2-2_t
cbdbA154
cbdbA149
cbdbA23! DCMB rdhA2: X cluster 2b_f/¢-2b-r X cluster 2b_f/2-2_t
cbdbA145 DCMB rdhA1: X (99 % rdhA3f/r X (97 % X (99 % cl-2b-f/cl-2b-r X cluster 2b_f/¢-2b-r X cluster 2b_f/2-2 1
cbdbA159 DCMB rdhA15 X (99 % cl-2b-flcl-2b-r X cluster 2b_f/¢-2b-r X cluster 2b_f/2-3 1
BAV1 rdhAT DCMB rdhAl¢ X (91 % rdhA4f/r X (99 %, cluster 3_“/cl-3-r X cluster 3_f/c-3-r
cbdbA18 DCMB rdhA18 X (100 % cluster 4_%/4-r X cluster 4_f/ 4-r X cluster 4_f/4-r
cbdbA153
cbdbA150
cbdbA109 DCMB rdhAZ X cluster 4_f/ 4-r X cluster 4_flar
DETO0177 DCMB rdhA12 X (85 %'

¥ rajmalnik-Brownet al, 2004,"Héchste Identitat auf DNA-Ebene zdhA Genen anderdbehalococcoideStammePrimer wurden ohne FAM-Markierung
verwendet (Tab. 8fprthologes Gen zabdbA1595°rthologes Gen zabdbA1618'kein orthologes Gen im Stamm CBDB1
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sichergestellt werden konnte. Beide Gene besitren®equenzidentitat von 81 % auf DNA-
Ebene. Mit den spezifischen Primern wurden aul3erdes rdhA Gene amplifiziert, die
hdchste Sequenzidentitaten @hA Genen des Stammes BAV1 aufwiesen (Abb. 13, Tab.
17).

3.2.2.2 Nachweis vonrdhA Genen des Stammes DCMB5 durch Einsatz von

gruppenspezifischen Primern

Nach der Verdoffentlichung der Genomsequenz desi8enCBDB1 (Kubeet al, 2005), die
zeigte, dass dieser Stamm B#hA Gene besitzt, sollte versucht werden, auf Bastsedi
Erkenntnisse, geeignete Primer zu finden, um wei@hA Gene im Genom des Stammes
DCMBS5 zu identifizieren. In vorangegangenen Untehsungen wurde zur Identifikation von
rdhA Genen ein Paar degenerierter Primer genutzt (Héist al, 2004; Krajmalnik-Brown

et al, 2004). Derforward Primer wurde dabei in der Tat-Signalsequenz (RRHRjeleitet
und derreversePrimer in einer konservierten Region des B-PratdiB1R). Obwohl die
Analyse aller 32rdhA Sequenzen des Stammes CBDB1 ergab, dass nur dindére
Sequenzen von dem Primerpaar RRF2/B1R erkannt wwuatele dieses Primerpaar genutzt,
um rdhA Gene an DNA der dioxindechlorierenden Mischkultuas amplifizieren. Die
Charakterisierung der PCR-Produkte erfolgte dalaehnKlonierung inE. coli XL1-Blue
MRF" durch RFLP-Analysen und Sequenzierung. NaghUtdgersuchung von 114 Klonen
zeigte sich, dass sieben RestriktionsmustkrA Gensequenzen reprasentierten. Sechs der
Sequenzen zeigten hohe IdentitatenrabA Genen des Stammes CBDB1, wahrend eine
Sequenz eine 85%ige ldentitat zum @HATO0173ausDehalococcoides ethenogereagwies
(Tab. 17). Nur rund 40 % der untersuchten Klong&sgntierterrdhA Gensequenzen, funf
der Muster besalen einen Anteil an der Klonbib&&ttvon unter 5 %. Das mit dem
Primerpaar RRF2/B1R detektierte GebdbA1563war mit den spezifischen Primern
rdhA7f/r nicht nachweisbar (Abb. 13). Auch in folgken RFLP und t-RFLP wurde dieses
Gen nicht amplifiziert (Tab. 17). Um die mit demirRerpaar RRF2/B1R erhaltenen
Ergebnisse zu verifizieren, wurde ein neues, sigehiés Primerpaar (cbdbA1563_f/r; Tab. 8)
fur das GercbhdbA1563abgeleitet. Mit diesem war ein Amplifikat der gewihten Grof3e an
Gesamt-DNA des Stammes DCMB5 nachweisbar.

Da die Sensitivitat des Primerpaars RRF2/B1R naudreichte, um alledhA Gene des
Stammes CBDB1 zu detektieren, wurde ein eigener &z degenerierten und spezifischen

Primern abgeleitet. Dazu wurden die BthA Gene des Stammes CBDB1 basierend auf
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hohen Sequenzidentitaten in 4 Gruppen (Cluster 3,uhd 4) unterteilt. Da es nicht moglich
war, innerhalb dieser Gruppen ausreichend konségvigequenzbereiche zu identifizieren,
um Primer abzuleiten, wurden diese Hauptgruppeninsgesamt 13 Untergruppen
untergliedert. Nach dem Alignment der Sequenzeertmalb dieser Sub-Cluster wurden in
konservierten Regionen Primerpaare abgeleitet,Pdi®-Produkte bis zu einer Lange von
1650 bp aufwiesen (Tab. 8). Zudem wurde ein westdPe@merpaar abgeleitet (cl-5-f/r,
Tab. 8), dessen Zielsequenzen Trichlorethen- (TGRJ Vinylchlorid (VC)¥dhA-Gene
anderemDehalococcoideStamme (195, BAV1, VS) waren, da diese im GenomStammes
CBDB1 nicht vorhanden waren. Die mit diesen Prim@&nnDNA der dioxindechlorierenden
Mischkulturen amplifizierten PCR-Produkte wurdenEncoli XL1-Blue MRF" kloniert und
nachfolgend durch RFLP und Sequenzierung naherakteaisiert. Es wurden mit sieben
Primerpaaren PCR-Produkte amplifiziert, die insgesbk4rdhA Gene des Stammes DCMB5
reprasentierten (Tab. 17). Die analysierten Klohdtbeken umfassten jeweils zwischen 18
und 46 Klone. Die Uberwiegende Zahl dedhA Genfragmente zeigte hochste
Sequenzidentitdten zadhA Genen des Stammes CBDB1. Allerdings gab es auehrzivA
Gene, die eine hohere Ahnlichkeit mhA Genen des Stammes BAV1 (BAW#lhA1l und
BAV1 rdhA5 aufwiesen. Beide Gene wurden bereits mit denipazen Primerpaaren
rdhA4f/r und rdhA10f/r identifiziert. Putative TC&der VCrdhA Gensequenzen wurden in

den Mischkulturen nicht detektiert.

3.2.2.3 Terminaler Restriktionsfragmentlangenpolgphsmus zur schnellen Detektion von
rdhA Genen

Um das mikrobielle Dechlorierungspotential an komtaerten Standorten abschatzen zu
konnen, ware es hilfreich, eine Methode zu entwickem rdhA Gene vorDehalococcoides
sp. schnell und effizient detektieren und diffeierem zu kdnnen. Da t-RFLP Analysen den
RFLP Untersuchungen methodisch ahneln, aber dutfalf des Klonierungsschrittes einen
hoheren Durchsatz an Proben erlauben, wurde ein- R@R t-RFLP-basierter Ansatz
eingefuhrt, umrdhA Gene vonDehalococcoidessp. zu identifizieren. Da aus den RFLP
Analysen bereits ein Satz degenerierter Primer amafan war, wurde zuerst dessen
Anwendbarkeit an DNA des Stammes CBDB1 bzw. dexidaechlorierenden Mischkultur
getestet.

Die Zuordnung terminaler Fragmente zu bestimmtdhA Genen erfolgte Gber die

Fragmentlange, die mit Hilfe eines theoretischemddes der 32dhA Gensequenzen des
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Stammes CBDB1 und der Sequenzen der Gene BAYAl BAV1 rdhA5 und DET0173
bestimmt wurde (Tab. 12). Um die einzelneimA Gene differenzieren zu kénnen, wurde
jedes 6-FAM-markierte PCR-Produkt einzeln mit eindmns vier Restriktionsenzymen
verdaut. AuBerdem sollte untersucht werden, ob dashPrimerpaar RRF2/B1R fir t-RFLP
Analysen eignet, da auch mit diesem Primerpaar tam8 DCMB5rdhA Gene detektiert
wurden.

Bei der Amplifikation von PCR-Produkten mit dem rRerpaar FAM-RRF2/B1R an DNA
des Stammes CBDB1 und anschlieender t-RFLP Anakgigte sich eine Vielzahl
terminaler Fragmente, die oftmals keinedhA Gen zugeordnet werden konnten (Daten nicht
gezeigt). Dieses Problem ist wahrscheinlich daranfickzuflhren, dass, wie bereits erwahnt,
nur vier derdhA Gene des Stammes CBDBL1 eine perfekte Zielsequerdeh Primer RRF2
besitzen. Hinzu kommt, dass derward Primer in der Tat-Signalsequenz abgeleitet wurde
und somit auch an die Signalsequenz von Genen andlat-Substrate binden kann (Begts
al., 2000). Diese mangelnde Spezifitat zeigte sigkitsebei den RFLP Analysen mit diesem
Primerpaar, wo von 27 identifizierten Restriktionstern nur 14dhA Gene reprasentierten,
die zudem oft nur einen Anteil an der Klonbiblidtheon unter 5 % besalien. Da mittels
t-RFLP nur dominante Vertreter einer Populationekigért werden kénnen (Kirlet al,
2004), ist dieses Primerpaar fur t-RFLP Analysegeangnet.

Mit den 13 in dieser Arbeit abgeleiteten Primerpaavar es moglich, alle 38hA Gene des
Stammes CBDB1 zu amplifizieren und anschlieRentdRiLP Analysen zu differenzieren.
An DNA der dioxindechlorierenden Mischkultur wurdenit neun dieser Primerpaare
Amplifikate erhalten, denen nach t-RFLP AnalyseviE8schiedenedhA Gene zugeordnet
wurden (Abb. 14, Anhang 4). Sechzehn der idengifien t-RFs reprasentiertedhA Gene
des Stammes CBDB1, 1&lhA Gene des Stammes CBDB1 waren hingegen in Stamm
DCMB5 nicht nachweisbar und zwei t-RFs wurdethA Genen des Stammes BAV1
zugewiesen (Abb. 14, Tab. 17). Mit dem PrimerpaakFclla-f/cl-1a-r wurde eimdhA Gen
amplifiziert, dass nach t-RFLP Analyse zunachst d&ncbdbA1595zugeordnet wurde. In
voran-gegangenen RFLP und Sequenzanalysen mit d&prechenden Primerpaar wurde
dieses Gen allerdings nicht detektiert. Es wurd®mgh das Gen BAVXIdhAS identifiziert,
das eine hohe Ahnlichkeit zu dem GerdbA15950esitzt (93 % auf DNA Ebene). Obwohl
beide Gene sich mit den verwendeten Restriktionsean in der t-RFLP Analyse nicht
unterscheiden lassen, wurde das fraglictedA Gen des Stammes DCMB5 dem Gen BAV1
rdhA5 zugeordnet. Mit dem Primpaar cluster 3_f/cl-3-radeueinrdh Gen identifiziert, das
aufgrund der Lange des t-RF dem Gen BAWhAldes Stammes BAV1 zugewiesen wurde.
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Abb. 14. T-RFLP Profile einer Auswahl vaihA Genen, die an DNA der Stamme CBDB1 (A, C, E)
und DCMBS5 (B, D, F) amplifiziert worden sind. DieigeordnetenndhA Gene beider Stamme sind
neben den terminalen Fragmenten angegeben, di@ndeten Primerpaare rechts neben den t-RFLP
Profilen.

Fur Transkriptionsanalysen des Stammes CBDB1 wumleitere Primerpaare abgeleitet
(siehe Kap. 2.5.7.2), die PCR-Produkte mit einendei von maximal 650 bp ergaben
(Tab. 8). Fur die Amplifikation der ClusterrdhA Gene wurden die Primerpaare cluster
4 f/cluster 4a_r und cluster 4_f/cluster 4b_r uéneert angewendet. Nach Uberpriifung der
neu abgeleiteten Primerpaare an DNA des StammesBCBDnd Identifikation und
Differenzierung aller 32dhA Gene in den t-RFLP Analysen wurden an DNA der DGMB
haltigen Mischkulturen mit 12 der 13 Primerpaare pAifikate erhalten. Nach t-RFLP
Analyse wurden diesen 12 Primerpaaren anhand deyelder terminalen Fragmente rthA
Gene zugeordnet (Tab. 17, Anhang 5). FunfzelmA Gene des Stammes DCMB5 zeigten
terminale Fragmente, drdhA Genen des Stammes CBDB1 entsprachen undrelwaiGene
besalRen terminale Fragmente, dibA Gene des Stammes BAV1 repréasentierten (BAV1
rdhAl, BAV1 rdhA5 Tab. 17). Die Zuordnung zum Gen BAVAhADS erfolgte erneut tber
Sequenzergebnisse vorangegangener Analysen, dangtudén neuen Primerpaaren die Gene
cbdbA1595und BAV1 rdhAS5 nicht anhand der entstandenen terminalen Fragmertes-

schieden werden konnten.
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Mit Hilfe dreier methodischer Ansatze wurden im rBta DCMB5 22 rdhA Gene
identifiziert, die mit DCMBrdhA1-22 bezeichnet wurden (Tab. 17). Es zeigten sich érneu
groRe Ahnlichkeiten zwischen den Stammen DCMB5 @BIDB1 (19 dhnlichedhA Gene).
Dreizehn rdhA Gene des Stammes CBDB1 waren allerdings im Genem Stammes
DCMBS5 nicht nachweisbar. DrerdhA Gene des Stammes DCMB5 wiesen hdhere
Sequenzidentitdten zu Genen and®ehalococcoidesStamme auf (Tab. 17). Aufgrund der
nur 85%igen Identitdt des Gens DCMBhA12 zum GenDET0173von Dehalococcoides
ethenogenebandelt es sich hier wahrscheinlich um ein bislangekanntesdhA Gen. Die
Anwesenheit derdhA Gene des Stammes DCMB5 wurde meist Uber mindestess
methodische Ansétze bestatigt. Es gab allerdingd edhA Gene, deren Existenz nur in
einem Versuchsansatz nachgewiesen werden konntdBD@hA12, 20und21, Tab. 17).

3.3 Analyse der Transkription der 8hA Gene vorDehalococcoidesp. Stamm CBDBL1 in
Gegenwart verschiedener chlorierter Elektronendwaat

Zu Beginn dieser Arbeit war Uber die Vorgdnge auénEkriptebene im Verlauf der
Dechlorierung chlorierter aromatischer Verbindungérhts bekannt. Um einen Einblick in
die Regulationsmechanismen wahrend der Dechlogemon Chloraromaten zu erhalten,
wurde die Transkription der 32dhA Gene des Stammes CBDB1 in Gegenwart von
1,2,3-TrCB, 1,2,4-TrCB, 2,3-DCDD und 1,3-DCDD néahetersucht. Diese Substrate bieten
den Vorteil, dass sie in nur einem Dechlorierungstticzu dem entsprechenden Endprodukt
umgesetzt werden. Die Transkription wurde mit Hdfees RT-PCR- und t-RFLP-basierten
Ansatzes (Kap. 2.5.7.2, 2.5.14) verfolgt. Die Diffiezierung derdhA Gene erfolgte nach
Amplifikation der 6-FAM-markierten PCR-Produkte ieis t-RFLP. Die Zuordnung der
erhaltenen terminalen Fragmente rdhhA Genen erfolgte nach einem theoretischen Verdau
der 32rdhA Gensequenzen (Tab. 12). Das TranskriptionsnivemsgeavahlterdhA Gene
wurde zusatzlich mittels gPCR bestimmt (Kap. 2.b.15

3.3.1 Optimierung des Versuchsansatzes

Die Optimierung des Versuchsablaufes war die Vaetzsing fur reproduzierbare Ergebnisse
wahrend der Transkriptionsuntersuchungen mit demm8t CBDB1. Als besonders kritisch
stellten sich dabei zwei Punkte heraus. Zum einarewv moglichst hohe Zellzahlen die

grundlegende Voraussetzung fur die Praparationausneichend RNA und zum anderen war
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Tab. 18 Versuchsansatze, die zur Zellanzucht von StamBEIBfur die Transkriptionsanalysen mit
Trichlorbenzolen getestet wurden.

Variante | Variante Il Variante I
TrCB- VK Je Fitterung 40 uM Je Fitterung 40 uM 10 mM
Konzentration (Zweiflussigphasensystem)

HK 40 uM 10 mM 1,2,3-TrCB 40 - 60 uM
(Zweiflussigphasensystem)
Hungerphase - ohne TrCB -ohne H - ohne TrCB
- 3 Tage bis 1 Woche -3 Tage -2 Tage
Start des - Zugabe des TrCB - Begasung mit K - Zugabe von TrCB
Versuchs
Beprobung - mehrfache Beprobung- Aufarbeitung einer - Aufarbeitung von
(Probenvolumen) einer Kultur (je 50 ml)  Kultur (50 ml) Einzelkulturen tber die Zeit
(je 45 ml)

VK-Vorkultur, HK-Hauptkultur

die Auswahl der Primer entscheidend fir eine erétdpe Amplifikation derdhA Gene an
cDNA des Stammes CBDB1. Es wurden drei VariantanAnzucht von Stamm CBDBL1 in
den Transkriptionsanalysen getestet (Tab. 18).

In Variante | (Tab. 18) wurden die Zellen in Vorkukn durch wiederholte Zugabe von
geringen Mengen an TrCB (40 uM) angezogen. Zu Beger Transkriptionsexperimente
wurden 200 ml-Hauptkulturen 10%ig aus den Vorkatubeimpft und mehrere Tage ohne
chlorierte Verbindung inkubiert. AnschlieRend wukr Versuch durch Zugabe von 40 uM
TrCB gestartet und eine Kultur wurde tber die Zeghrfach zur RNA- (je 50 ml) und DNA
(e 1 ml)-Praparation beprobt. Diese Variante wedlich als ungeeignet heraus, da wahr-
scheinlich aufgrund zu geringer Ausgangszellzahk@nsehr wenig oder keine RNA isoliert
werden konnte. Das hatte zur Folge, dass einzetapsKripte nicht reproduzierbar einem
bestimmten Substrat zugeordnet werden konnten.dudar nach der ersten Probenahme
keine Dechlorierungsaktivitdit mehr nachzuweisenesBi wurde aber als Basis fur die
Transkriptionsexperimente betrachtet.

Aufgrund dieser Erfahrungen wurde eine zweite \faagTab. 18) getestet. Hier wurden die
Vorkulturen genau wie in Variante | bei wiederhol#gabe von 40 uM TrCB inkubiert.
Diese dienten als Inoculum (10 %) fir die Hauptkdh, die mit 10 mM 1,2,3-TrCB
(2weiflissigphasensystem) versetzt wurden. Ausnischen Griinden musste die Zugabe des
Trichlorbenzols, welches in Hexadekan gelost war, dem Beimpfen erfolgen. Deshalb
konnten die Zellen des Stammes CBDB1 nach der latkn nicht mehr ohne chloriertes
Substrat inkubiert werden. Da Wasserstoff essénsel fir den Dechlorierungsprozess,
wurden die Zellen stattdessen ohne Wasserstofiviartt Der Versuch wurde anschlieend

durch Begasung mit Wasserstoff gestartet. Die Agfitmng der gesamten Kultur (50 ml)
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erfolgte nach beginnendem Umsatz von 1,2,3-TrCRB,3uDCB. Mit dieser Methode war es
maoglich, ausreichend RNA zu isolieren umithA Transkripte an cDNA zu amplifizieren und
mittels t-RFLP zu differenziererct§dbA1503, 1539, 1618, 1535, 1575, 1092).1B@ér grol3e
Nachteil war allerdings, dass durch die relativ dtante wassrige TrCB-Konzentration im
Zweiflussigphasensystem die Transkription nicht Abhangigkeit von der Substrat-
konzentration (in diesem Fall 1,2,3-TrCB) verfolggrden konnte.

Deshalb wurde eine dritte Variante (Tab. 18) unielns Die Vorkultivierung erfolgte dabei
mit 1,2,3- oder 1,2,4-TrCB in Zweiflissigphasensystn, um maximale Zellzahlen des
Stammes CBDB1 zu erhalten (5 x*1is 1 x 18 Zellen/ml). Nach Uberfithrung von 10 %
der Vorkulturen in mehrere parallele Hauptkulturearden die Kulturen 3 Tage (Hunger-
phase) ohne chlorierte Verbindung inkubiert. DearBkriptionsversuch wurde durch Zugabe
von 40 bis 60 uM der in Aceton gelésten Chlorar@majestartet. Darauf folgend wurde zu
jedem Probenahmezeitpunkt eine komplette Kulturdiérisolierung von RNA (45 ml) und
DNA (1 ml) aufgearbeitet. Mit dieser Variante gejags, ausreichende Mengen an RNA zu
praparieren und reproduzierbare Ergebnisse nachiPRR-Amplifikation derdhA Gene und
deren Differenzierung mittels t-RFLP zu erzieleried®r Ansatz wurde deshalb in allen
weiteren Transkriptionsexperimenten mit Chlorbeamolerwendet und fir die Arbeit mit
den chlorierten Dioxinen leicht modifiziert (Kap52L).

Um alle 32rdhA Gene bzw. Transkripte des Stammes CBDB1 zu amiplién und zu
unterscheiden, wurde ein PCR- und t-RFLP-basieAesatz gewahlt. Zur Auswahl
geeigneter Primer fur die Amplifikation dethA Gene war es noétig, didhA Gene basierend
auf Sequenzéhnlichkeiten in 13 Sub-Cluster zu teiten. Fur jede Gruppe wurde ein
spezifisches oder degeneriertes Primerpaar abgfel@ii Beginn der Versuche wurden
Primerpaare verwendet, die PCR-Produkte bis zu ¢i@ege von 1650 bp ergaben (Tab. 8).
Bei der Amplifikation derrdhA Sequenzen amDNA des Stammes CBDB1 nahm die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse allerdings mitelunender Lange der PCR-Produkte ab.
Um diesem Phanomen entgegen zu wirken, wurdenegiditA Gensequenzen in neuen Sub-
Clustern organisiert und es wurden neue (in dereRegversePrimer abgeleitet, die PCR-
Produkte bis zu einer Gré3e von 650 bp ergaben. @aMit diesen Primern war es moglich,

reproduzierbardhA Sequenzen an cDNA des Stammes CBDB1 zu ampléizier
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3.3.2 Transkriptionsanalysen des Stammes CBDB1/2j8- und 1,2,4-Trichlorbenzol

Wahrend der Transkriptionsversuche mit 1,2,3- bty2,4-TrCB wurde zu jedem Probe-
nahmezeitpunkt eine Einzelkultur aufgearbeitet. Zbsicherung der Ergebnisse wurde jeder
Versuchsansatz unter gleichen Bedingungen wiederNach dem Inokulieren wurden die
Kulturen 72 h ohne TrCB inkubiert, um einen Einfluger in den Vorkulturen enthaltenen
Chlorbenzole auf die Transkription auszuschliel3re Vorkultivierung fur die Trans-

kriptionsanalysen erfolgte mit 1,2,3-TrCB oder 4;ZyCB im Zweiflissigphasensystem. Die
Trichlorbenzole wurden aus einer Acetonlésung i@ Hauptkulturen gegeben. Um einen
Einfluss des Ldsungsmittels Aceton auf die Tramlon derrdhA Gene auszuschliel3en,

wurden Kontrollkulturen ohne TrCB, aber mit entgiirenden Mengen an Aceton, untersucht.

3.3.2.1 Amplifikation derdhA Transkripte mit den Primerpaaren, die PCR-Prodbidezu
einer Lange von 1650 bp ergaben

Nach einer 72 stindigen Hungerphase wurde die Egjome derrdhA Gene des Stammes
CBDB1 durch Zugabe von 1,2,3- oder 1,2,4-TrCB inedz Die Vorkulturen wurden mit
1,2,3-TrCB im Zweiflussigphasensystem kultivierin& gaschromatographische Analyse der
Dechlorierungsprodukte zeigte, dass 85 uM 1,3-Diiddnzol (DCB) aus 1,2,3-TrCB
entstanden waren (Anhang 6-A). Nach 7-tagiger Keltung mit 1,2,4-TrCB wurden
hingegen 18 pyM 1,3-DCB und 36 pM 1,4-DCB detektiddnhang 6-B). Die
Dechlorierungsaktivitat wurde dabei aufgrund derwreichenden gaschromatographischen
Detektierbarkeit der Trichlorbenzole tber die Pidadidung verfolgt.

Nach Umschreiben der RNA in cDNA wurden die geligdedhA Transkripte mit Hilfe der
Primerpaare, die Produkte bis zu einer Lange vé&® I ergaben (Tab. 8), amplifiziert und
mittels t-RFLP differenziert. Es konnten mit folgksm Primerpaaren Amplifikate erhalten
werden: FAM-cl-1a-f/r, cbdbA1535-f/r, cbdbA1575;fFFAM-cl-1c-f/r, cluster 2a_f/cl-2a-r,
cluster 2b_f/cl-2b-r (nur nach Kultivierung mit 13ZTrCB), cluster 4 f/a_r und cluster
4 f/lb_r (Anhang 7). T-RFLP Analysen der PCR-Produldie an cDNA der 48 h Probe
amplifiziert wurden, zeigten, dass in Gegenwart ¥ (h3-TrCB die Expression von 12 und in
Gegenwart von 1,2,4-TrCB die Expression vonrdBA Genen induziert wurde. Zehn der
rdhA Gene des Stammes CBDB1 wurden in Gegenwart belddastrate transkribiert.
Transkripte der GenebdbA1560und cbdbA1618wurden nur nach Zugabe von 1,2,3-TrCB
nachgewiesen (Anhang 7). Das GalbA1624vurde spezifisch durch 1,2,4-TrCB induziert
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Abb. 15. T-RFLP Profile von genomischer DNA des Stamme<DBB (A) und cDNA aus mit
1,2,3-TrCB (B) bzw. 1,2,4-TrCB (C) induzierten Kuden. Die analysierten (RT-)PCR-Produkte
(L&nge bis zu 1650 bp) wurden mit den angegebenerefaaren amplifiziert und den dargestellten
Restriktionsenzymen verdaut. Die Vorkulturen wurdeit 1,2,3-TrCB im Zweiflissigphasensystem
angezogen. abdbA1453 b-cbdbA1564 ccbdbA1582 d-cbdbA1624 ecbdbA1578 f-cbdbA1570 g-
cbrA h-cbdbA1627i-cbdbA1638k-cbdbA15391-cbdbA187
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(Anhang 7, Abb. 15). Eine genauere Analyse der ItHRIProfile zeigte zudem, dass das
Transkript cbdbA1453 das dominante t-RF nach Amplifikation mit dem Rerpaar
FAM-cl-1la-f/r und Rsal-Verdau darstellte (Abb. 13kin weiterer Substrat-abhangiger
Unterschied in der Transkription desthA Gene wurde im t-RFLP Profil des Clusters 4a
sichtbar. In Gegenwart von 1,2,3-TrCB wiesen diFts der GenebdbA187undcbdbA1539
im cDNA Profil &hnliche absolute Peakflachen auaf.dem cDNA Profil in Gegenwart von
1,2,4-TrCB und im t-RFLP Profil genomischer DNA ldgr Anteil voncbdbAl187an der
Gesamtpeakflache (Summe der Peakflachen aller tigtek t-RFs vorrdhA Genen oder
Transkripten) nur bei durchschnittlich 12 % (Abkb).1Das deutet darauf hin, dass die
Transkription voncbdbA187in Gegenwart von 1,2,3-TrCB induziert wurde. ImdeRFLP
Profilen des Clusters 2a besel¥A sowohl in Kulturen mit 1,2,3- als auch mit 1,2,AcB
den mit Abstand hdchsten Anteil aller detektietté&ts (Abb. 15).

Basierend auf den Ergebnissen dieses Versuchs wwadgerdhA Gene fir quantitative
Analysen durch RT-gPCR ausgewahlt. Dazu gehdrtenGknecbdbA1453, cbdbA1624,
cbrA, cbdbA1618ndcbdbA187

3.3.2.2 Amplifikation derdhA Transkripte mit den Primerpaaren, die PCR-Prodbidezu

einer Lange von 650 bp ergaben

Exemplarisch werden im Folgenden die Ergebnisseseifersuches gezeigt, in dem Stamm
CBDB1 auf 1,2,4-TrCB vorkultiviert wurde. In Anhargyund 9 sind die entsprechenden
Daten nach Vorkultivierung auf 1,2,3-TrCB gezelgte Peakflachen aller analysierten t-RFs
beider Versuche sind in den Anhéangen 10 und 1ledselit.

3.3.2.2.1 Dechlorierung von 1,2,3- und 1,2,4-Trachénzol

1,2,3-TrCB wurde ausschlie3lich zu 1,3-DichlorbdnZ64 pM) umgesetzt, wahrend
1,2,4-TrCB zu einer Mischung aus 33 % 1,3-DCB (M) und 67 % 1,4-DCB (22 uM)
dechloriert wurde (Abb. 16). Parallel zum Dechlnregsprozess wurde der Verlauf der 16S
rRNA Genkopienzahl durch quantitative PCR verfqlgbb. 16). Im Laufe der ersten 72
Stunden aktiver Dechlorierung war sie in Gegenwaitler Elektronenakzeptoren konstant.
Mit 1,2,3-TrCB blieb die 16S rRNA Genkopienzahl hudariber hinaus konstant, in
Gegenwart von 1,2,4-TrCB fiel sie jedoch leicht ab.
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Abb. 16. Reduktive Dechlorierung von 1,2,3-TrCB (A) un®,4;TrCB (B) und der Verlauf der
16S rRNA Genkopienzahle]. Die Dechlorierungsaktivitdt ist anhand der Bitlduder Dechlo-

rierungsprodukte 1,3-DCBA() und 1,4-DCB &) dargestellt.

3.3.2.2.2 Transkription derdhA Gene im Verlauf der Dechlorierung von 1,2,3- und
1,2,4-TrCB

Nach einer 72 stindigen Phase ohne TrCB wurdeiirjedarallele Kulturen entweder mit
1,2,3- oder 1,2,4-TrCB versetzt. Direkt nach Zugdee TrCBs bzw. nach 24, 48, 72 und
168 h wurden Einzelkulturen zufallig ausgewahlt und Nukleinsaureextraktion (RNA,
DNA) komplett aufgearbeitet. Nach RNA-PraparatidiNasel-Behandlung und reverser
Transkription wurden diedhA Transkripte des Stammes CBDB1 mit den 13 degeatemie
und spezifischen Primerpaaren nachgewiesen, die®G&ukte bis zu einer Lange von 650
bp ergaben (Tab. 8). Zum Zeitpunkt O waren keiner auir geringe Mengen an RT-PCR-
Produkten in 1%igen Agarosegelen nachweisbar (ABbA, B). Nach 24 h oder spatestens
48 h wurden RT-PCR-Produkte mit allen Primerpaareit, Ausnahme des Primerpaars
cluster 3 _f/r, erhalten. Die Intensitdt der Bandeiie die einzelnenrdhA Transkripte
reprasentierten, war nahezu konstant im Zeitraunischen 24 und 72 h, nahm aber 168 h
nach der Induktion stark ab. Diese VerringerungrdeA Transkriptmenge korrelierte mit der
Tatsache, dass nach 72 h keine Dechlorierungsttimehr in den Kulturen nachweisbar
war (Abb. 16).

Mit dem Primerpaar cluster 3_f/r wurden in keineen Bxperimente PCR-Produkte an cDNA
amplifiziert, wahrend es an Gesamt-DNA des Stam@BBB1 stets gelang, ein Amplifikat
zu erhalten. Um abzuschétzen, ob dieses Ergebmah daine sehr hohe Nachweisgrenze
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A B C
Cluster- Zeit nach Induktion [h] Durch t-RFLP
Primerpaar 0 24 48 72 168 0 24 48 72 168 identifizierte Transkripte:
laf/fr  510bp- «= S G5 S S S hdbA1453, 1624, 1550, 1570, 1595
1b_f/r 640 bp S EE D el cbdbA49s, 1508
1c_f/r 600 bp - - - - TS S W opdbA1588, 96, 1535,1582
id fir 650 bp — ——— e B cbdbA1578, 1546, 1575
2a_f/-1_r 600 bp I o w wa chrA, chdbA1563
2a_fl-2_r 550 bp - — e - - - cbdbA1638
2a f/-3.r  650bp T R cbdbA1560, 1627
2b_fl-1 r 400 bp = e "= = cbhdbA1542, 1491
2b_f/-2.r 600 bp— .o cbdbA238, 1455
2b_f/-3_r 600 bp — . - cbdbA1598, 1618
3 flr 480 bp = -
4 fla_r 450 bp - o — cbdbA1503, 1092
4_flb_r 360 bp - - .= w— — cbdbA1539, 187

Abb. 17. Die zusammengefligte Abbildung zeigt Teile von déai Agarose-Gelen beladen mit
RT-PCR-Produkten, die mit 13 degenerierten undi8pelzen Primerpaaren amplifiziert wurden. Als
templatefur die PCR dienten cDNAs aus Kulturen, die zunit@enkt O mit 1,2,3-TrCB (A) oder
1,2,4-TrCB (B) versetzt wurden. Die GroRRe der PCBdBkte wurde anhand eines DNA-Markers
bestimmt und ist links neben den Gelausschnittegestellt. T-RFLP Analysen von PCR-Produkten,
die zum Zeitpunkt 48 h nach Induktion amplifiziemirden, ergaben die Transkription von 29 der 32
rdhA Gene des Stammes CBDBL in beiden Kulturvariarn@n (

dieses Primerpaars bedingt war, wurde diese anngenober DNA des Stammes CBDB1
bestimmt und mit der des cluster 4_f/b_r Primerpaa&rglichen, das in allen Versuchen zur
Amplifikation vonrdhA Genen an cDNA gefihrt hatte. Dazu wurde zunéadesKdpienzahl
des Genoms in isolierter Gesamt-DNA (3 X K@pien/ml) mittels quantitativer PCR mit den
16S rDNA-gerichtetn Primern DET-539f/DET-731r bestit. Darauf folgend wurde die
Gesamt-DNA in 10er Schritten bis zu 3 ¥ I8enomkopien/pl verdiinnt. Ein Mikroliter jeder
Verdunnung diente afemplatefir die PCR mit den Primerpaaren cluster 3_f/r choter

4 f/b_r. Im Vergleich zum Primerpaar cluster 4_f/fiihrte das Primerpaar cluster 3_f/r noch
mit 10-fach niedrigeren DNA Konzentrationen (3 x*1Kopien/ml) zur Bildung von
Amplifikaten. Das lasst vermuten, dass die im @us? zusammengefasstedhA Gene
tatsachlich nicht oder nur auf niedrigem Niveaunsiaibiert wurden. Letzteres wurde spéater
in quantitativen RT-PCR Analysen mit spezifischenm@rn gezeigt (Kap. 3.3.2.2.3;
Anhang 12).

T-RFLP Analysen der 6-FAM-markierten RT-PCR-Produkius beiden Kulturvarianten
(48 h nach Induktion) zeigten, dass 29 derd?A Gene des Stammes CBDB1 transkribiert
wurden (Abb. 17 C). Obwohl im Vergleich beider Mssksvarianten (1,2,3-TrCB oder
1,2,4-TrCB als Induktor) keine Unterschiede in déahl der induziertenrdhA Gene
festgestellte wurden, variierte die relative Hakéig dreierrdhA Transkripte in Abhangigkeit
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Abb. 18. T-RFLP Profile von genomischer DNA des Stamme®BB (A, B) oder cDNA, die aus
Kulturen stammte, die mit 1,2,3-TrCB (C, D) oder,4;TrCB inkubiert wurden (E, F). Die
analysierten PCR-Produkte wurden mit den Primegya&tuster 1a_f/r (linke Reihe) und cluster
4_f/b_r (rechte Reihe) amplifiziert und folgend mén Enzymen Rsal (linke Reihe) oder Alul (rechte
Reihe) verdaut.

vom zugegebenen Trichlorbenzol (Abb. 18). Als retatHaufigkeit wurde der Anteil der
Peakflache des spezifischen t-RFs ein#fsA Transkripts an der Gesamtpeakflache aller
identifizierten t-RFs vorrdhA Genen in einem t-RFLP Profil bezeichnet. Die reéat
Peakflachen der t-RFs dethA Transkripte wurden mit t-RFLP Profilen genomiscb&A
verglichen (Anhang 13), da hier die relativen PCRzEnzen des entsprechenden
Primerpaars fur die einzelnen ZrelhA Gene wiedergeben werden. Die GehdbA1453und
cbdbAl187wurden starker transkribiert in Gegenwart von 3:2,CB, wahrendcbhdbA1624
verstarkt in der Anwesenheit von 1,2,4-TrCB experhiwurde (Abb. 18). DasdhA Gen
cbrA zeigte nach Amplifikation mit dem Primerpaar cirsRa_f/-1_r und Alul-Verdau in
cDNA t-RFLP Profilen nach Induktion mit 1,2,3- od&2,4-TrCB einen hoheren relativen
Anteil gegenubercbdbA1563als in den t-RFLP Profilen von Gesamt-DNA (Anhaly).
Wahrend die relative Peakflache vdorA in Profilen genomischer DNA bei durchschnittlich
42 % lag, hatte es in cDNA Profilen durchschniktl@nen Anteil von Gber 70 %.

Um den Einfluss des Losungsmittels Aceton aufrdigd Expression zu untersuchen, wurden
parallel Kontrollen angesetzt, die mit entsprecteenillengen an Aceton versetzt wurden. Die
Transkription derdhA Gene wurde mittels RT-PCR und t-RFLP analysiert.2Wei Primer-

paaren (cluster 1la, 1c) wurden RT-PCR-Produkteitseza Beginn des Versuches amplifi-
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ziert. Eine Induktion der Transkription wurde atlergs Gber den gesamten Versuchsablauf
nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt).

3.3.2.2.3 Transkriptionsniveau dethA Gene des Stammes CBDB1 in Gegenwart von 1,2,3-
und 1,2,4-TrCB

107 10t In vorangegangenen Transkriptionsanalysen
von rdhA Genen in Dehalococcoidessp.
10° o wurden bislang zwei verschiedene Standards
T 10 % verwendet, um die Transkriptionsniveaus der
% 101 §_ rdhA Gene zu normalisieren. Die Kopienzahl
g - 3:9' der rdhA Transkripte wurde entweder be-
§ L 108 nzé zogen auf das Transkriptionsniveau dasB
16 ] § Gens (Morriset al, 2006; Rahnet al, 2006
b; Funget al, 2007) oder auf die Kopienzahl
12 L : : : Y des entsprechendedhA Gens (Johnsomet

0 40 80 120 160 al., 2005 a; Johnsost al, 2005 b; Leest al,

Zeit [n]

Abb. 1€ Transkriptionsprofile derhouse- )
keepingGenetuf (), rpoA (e) undrpoB (w) Quantifizierung derdhA Transkriptmengen
(linke Achse) und des 16S rRNA Ge 4 pehalococcoidesp. Stamm CBDB1 zu
(e, rechte Achse) im Verlauf des Wachst _ o _

mit 1,2,3-TrCB. Mittelwerte und Standard-finden, wurde die Transkription dreier
abweichungen (oft kleiner als die Symbc
sind fur 2 parallele PCR-Reaktionen gezeigt.

2006). Um einen geeigneten Standard fir die

housekeeping Gene {uf, rpoA, rpoB
kodieren den Translationselongationsfaktor
TU und die beiden Untereinheiten der RNA-Polymerased des 16S rRNA Gens mittels
RT-gPCR in mit 1,2,3-TrCB versetzten Kulturen as@éyt. Es zeigte sich, dass die
Kopienzahl derrpoB, rpoA und tuf Transkripte innerhalb von 24 h nach Zugabe von
1,2,3-TrCB um das 10 bis 100 fache anstieg (Abh. Busgehend von einer mehrere
GroRRenordnungen hoheren Ausgangs-Transkriptmengen rdie 16S rRNA Kopienzahl
ebenfalls zu, allerdings nur um einen Faktor vah Die relativ konstante Kopienzahl des
16S rRNA Gens (Abb. 16) lasst vermuten, dass Amdgro in der Kopienzahl der
housekeepingsen-Transkripte Unterschiede in der Transkriptiates darstellen und nicht
eine Zunahme der Zellzahl widerspiegeln. Deshallbde/in der vorliegenden Arbeit ein
Zellzahl-basierter Ansatz zur Normalisierung dean&kriptionsdaten gewahlt. Dazu wurde

die Kopienzahl derdhA Transkripte auf die Kopienzahl der entsprechenddrA Gene
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Abb. 20. Quantitative Transkriptionsanalyse ausgewahitivA Gene ¢brA (A), cbdbA1624(e),

cbdbA1453(v), cbhdbA1588(m) und cbdbA187(e)) des Stammes CBDB1 nach Kultivierung mit
1,2,3-TrCB (A), 1,2,4-TrCB (B) oder Aceton (Konti@l C). Die Kulturen wurden 10%ig mit Zellen
beimpft, die in Zweiflissigphasenkulturen mit 1;ZACB angezogen wurden.

bezogen. So konnten die Transkriptmengen verscaméedehA Gene trotz unterschiedlicher
Amplifikationseffizienzen verschiedener Primerpaanad Zielgene direkt miteinander
verglichen werden.

Der zeitliche Verlauf der Transkription dethA GenecbdbA1624cbdbA1453, cbdbA1618
und cbdbA187wurde aufgrund der Substrat-spezifischen Unteeslehiin der Expression
(Abb. 15, 18, Anhang 7) durch RT-gPCR in 1,2,3- und,4-TrCB induzierten Kulturen
naher analysiert. Aul3erdem wurde die ExpressiorGagrecbrA und cbdbAl563untersucht,
da die relative Peakflache vabrA bezogen au€bdbA1563n t-RFLP Profilen von cDNA
hoher war als in den entsprechenden Profilen gesudrar DNA (Kap. 3.3.2.2.2, Anhang 14).
Zudem wurde kurzlich gezeigt, dasbrA fir eine Trichlorbenzol-RdhA kodiert (Adrian
et al, 2007 b). Ein weiteres analysiertes Gen witdbA1588 dessen orthologes Gen in
Dehalococcoides ethenogents eine PCE- und putative 2,3-Dichlorphenol-Rdkaédiert
(Funget al, 2007; Morriset al, 2007). Die GenebdbA243 cbdbA80und cbdbA88wurden
untersucht, da die entsprechenden Transkripte enit degenerierten Primerpaar cluster 3_f/r
nicht amplifiziert werden konnten.

Die meisten untersuchtedhA Transkripte zeigten sowohl mit 1,2,3- als auch Iyi2t4-TrCB
einen Anstieg des Transkriptionsniveaus um mindestne Zehnerpotenz innerhalb der
ersten 24 h und in der Regel auch einen weiterestidqbis zu 72 h (Abb. 20 A, B). Solange

eine aktive Dechlorierung zu beobachten war (Ald), blieben auch die Transkriptmengen
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relativ hoch. Nach Induktion mit beiden untersuahtilorierten Elektronenakzeptoren zeigte
cbrA das hochste Transkriptionsniveau aller analysier#hA Gene. Die zweithdchste
Expression wiesenbdbA1453n Kulturen mit 1,2,3-TrCB bzwcbdbA1624in Kulturen mit
1,2,4-TrCB auf. Diese Abhéangigkeit der TranskripSniveaus vom verwendeten Substrat
bestatigten die Ergebnisse der t-RFLP (Abb. 15, D®) t-RFLP Ergebnisse wurden auch in
Bezug auttbdbAl18Werifiziert, denn dieses Gen wurde in Gegenwart ¥@,3-TrCB starker
transkribiert als mit 1,2,4-TrCB.

Eine interessante Beobachtung war, dass alle wcteten rdhA Gene unterschiedliche
initiale Transkriptmengen besal3en. Wahrebd?, cbdbA1624und/odercbdbA1453hnliche
Anfangswerte zeigten, lagen die TranskriptmengenGlenecbdbA187 cbdbA1588(Abb.
20) und cbdbA1563 (Daten nicht gezeigt) zum selben Zeitpunkt eines hiier
GroRRenordnungen unterhalb dieser Werte. Nach 168rhKultivierung befanden sich die
Endwerte in etwa im Bereich des Ausgangsniveaus.

Die mit dem Primerpaar cluster 3_f/r nicht detaktggen rdhA Transkripte cbdbA243
cbdbA80und cbdbA88wurden zusatzlich mittels RT-gPCR analysiert. Altei Gene wiesen
Transkriptkopienzahlen von fobis 10° pro Genkopienzahl zu Beginn des Versuches auf.
Trotz Induktion der Transkription um eine bis zw&i63enordnungen waren auch nach 48 h
nur geringe Transkriptmengen der drdhA Gene nachweisbar (Anhang 12). Die Trans-
kriptionsniveaus lagen in etwa im Bereich des GdutbhA1588

Um einen Einfluss des Ldsungsmittels Aceton auf Higression derdhA Gene aus-
zuschlie3en, wurden Kontrollkulturen anstelle de€B/Aceton-Gemisches nur mit Aceton
versetzt. Die Transkriptionsniveaus der untersucthddA Gene zeigten in diesen Kulturen
Uber den Versuchsverlauf nur geringe Unterschiédsb.(20 C). Ein leichter Anstieg im
Transkriptionsniveau wurde bebdbA1624, cbdbA18udnd cbhdbA1588beobachtet. Dieser
Anstieg war aber im Vergleich zum Anstieg in dert MiCB versetzten Kulturen gering.
Interessanterweise waren die Transkripte auf dmmiiedrigem Niveau noch nach 240 h
Inkubation ohne TrCB (72 stindige Hungerphase mh Inokulieren und 168 h wéahrend
des Versuchs) nachweisbar.

Um den Einfluss des in der Vorkultur genutzten delben Substrates auf diedhA
Expression zu testen, wurden vergleichbare Expaeienemit 1,2,3-TrCB-haltigen
Vorkulturen durchgefiihrt. Diese Vorkulturen dientes Inokulum fur Kulturen mit
1,2,3-TrCB oder 1,2,4-TrCB in den Transkriptiondgsan. In diesem Ansatz wurden in
Bezug auf die Zahl der transkribierten Gene undTdanskriptionsniveaus der untersuchten

Gene ahnliche Ergebnisse erhalten wie in dem AnsétA,2,4-TrCB-haltigen Vorkulturen.
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RT-PCR t-RFLP und RT-gPCR Analysen zeigten, dieresgion aller 32dhA Gene des
Stammes CBDB1 nach Induktion mit 1,2,3- bzw. 1 @B (Anhang 8, 9, 11, 12). Im
RT-gPCR Ansatz wurde zusatzlich das Transkriptivmesu des GensbdbA1618&estimmit.
Dieses Gen wurde unter beiden Kultivierungsbediggan(1,2,3-TrCB oder 1,2,4-TrCB)
induziert, zeigte aber vergleichsweise niedrigen$kaiptionsniveaus (Anhang 9).

3.3.3 Transkriptionsanalysen mit 2,3-DCDD und 1GHD

FiUr die Untersuchung der Induktion dehA Gen-Transkription durch 2,3- und 1,3-DCDD
war ein verandertes Versuchsregime notwendig, ddxine in Aceton so schlecht 16slich
waren, dass sie nicht direkt in einer kleinen Anetenge zugesetzt werden konnten. Deshalb
wurden die Dioxine in einer Acetonldésung in dier&ge Rohrchen tberfuhrt. Erst nach dem
Abdampfen des Acetons wurde das Medium zugegeben. nfhissten die Trans-
kriptionsexperimente mit dem Beimpfen der Kulturegestartet werden. Die
Transkriptionsversuche basierten auf Vorkulturent mj2,3-TrCB (Zweiflissigphasen-
kulturen). Wahrend der Transkriptionsversuche mityM 2,3- oder 1,3-DCDD wurden zu
jedem Probenahmezeitpunkt zwei parallele 50 mldgeh aufgearbeitet. Die Messung der
Dioxinkonzentration erfolgte nicht in den 50 ml Kuren, sondern in parallel angesetzten
3 ml-Kulturen, von denen ebenfalls jeweils zwejedem Probenahmezeitpunkt aufgearbeitet
wurden. Um eine DCDD-unabhéangige Expression rdeéA Gene auszuschliel3en, wurden
Kulturen ohne chlorierte Dioxine mitgefuhrt. Zu gd Probenahmezeitpunkt wurde eine
Einzelkultur dieser Kontrollkulturen aufgearbeitet.

3.3.3.1 Dechlorierung von 2,3- und 1,3-DCDD

Die Dechlorierung von 2,3- und 1,3-DCDD durch Star@BDB1 fiihrte zur Bildung von
2-MCDD, wenn die Kulturen mit 1,2,3-TrCB vorinkubien Zellen beimpft wurden (Abb. 21
A, B). Cirka 12 uM 2,3-DCDD wurden im Verlauf vor68 h vollstandig zu 2-MCDD
umgesetzt, wahrend im selben Zeitraum rund 25 uBADCDD zu 10 pM 2-MCDD
dechloriert wurden. Zellen, die auf 2,3-DCDD kukit wurden, behielten die Fahigkeit
2,3-DCDD zu dechlorieren auch nach Uberfihrungimer 2. Transfer (Abb. 21 C). Zellen,
die auf 1,3-DCDD vorkultiviert wurden, zeigten heggen in einer 2. Passage keine
Dechlorierungsaktivitait mehr gegenuber 1,3-DCDD K{Ab21 C). Wenn die mit
1,3-DCDD vorinkubierten Zellen allerdings in ein@ltur mit 2,3-DCDD Uberfiihrt wurden,
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Abb. 21. Dechlorierung von 2,3-DCDDe(, ¢) und 1,3-DCDD ¢) Uber zwei Passagen durch Stamm

CBDB1 und Verlauf der Kopienzahl des 16S rRNA Gémy (A) 2,3-DCDD-Dechlorierung zu
2-MCDD (A) und Kopienzahl des 16S rRNA Gens in der 1. Pasg&) 1,3-DCDD-Dechlorierung
zu 2-MCDD (A) und Kopienzahl des 16S rRNA Gens in der 1. Pass@g) Dechlorierung von
2,3-DCDD und 1,3-DCDD in der 2. Passage: 1,3-DCDacm Vorkultur mit 1,3-DCDD «),

2,3-DCDD nach Vorkultur mit 1,3-DCDD0}, 2,3-DCDD nach Vorkultur mit 2,3-DCDDej. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen stammten ausudalyse von parallelen Kulturen.

wiesen sie keine Einschrankungen in der Dechlangsaktivitat auf (Abb. 21 C). Wahrend
2,3-DCDD von Stamm CBDB1 metabolisch umgesetzt wurdar die Dechlorierung von
1,3-DCDD nur in Gegenwart eines Wachstumssubstratéglich. Wie gaschromato-
graphische Messungen zeigten, beruhte die in déadsage verzeichnete Dechlorierung von
1,3-DCDD auf einer Uberfiihrung von 1,2,3-TrCB aas \dorkultur (Daten nicht gezeigt).

Die Kopienzahl des 16S rRNA Gens wurde im Verlaarf dechlorierung von 2,3-DCDD und
1,3-DCDD im 1. Transfer nach Wachstum mit 1,2, 3Br@nittels quantitativer PCR
bestimmt (Abb. 21 A, B). Die 16S rRNA Genkopienzalieb wahrend der Dechlorierung
von 2,3-DCDD weitgehend konstant, wahrend sie ragiabe von 1,3-DCDD innerhalb der

ersten 24 h absank und dann stabil blieb.

3.3.3.2 Transkription derdhA Gene wahrend der Dechlorierung von 2,3-DCDD und
1,3-DCDD

Die Transkriptionsanalysen mit 2,3- bzw. 1,3-DCDDrden mit dem Beimpfen von je 10
parallelen Kulturen gestartet. Wie bereits erldugab es keine Hungerphase ohne chlorierten
Elektronenakzeptor. Direkt nach dem Inokulierergn24 h, 48 h, 72 h und 168 h wurden je

Substrat zufallig zwei parallele Kulturen und jerfimlle eine Kultur ausgewahlt und zur
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C Durch t-RFLP identifizierte Transkripte:
mit 2,3-DCDD Kontrolle mit 1,3-DCDD Kontrolle

Primerpaar

(a, b-2 Parallelen

(c-Einzelansatz)

(a, b-2 Parallelen)

(c-Einzelansatz)

Cluster 1a_fir

cbdbA1453, 1624
1550, 1570, 1595

, C

1550, 1570, 1595

bdbA1453, 1624

, cCbdbA1453, 1624
1550, 1570, 1595

, cCbdbA1453, 1624,

1550, 1570, 1595

Cluster 1b_f/r

cbdbA1495, 1508

cbdbA1495, 1508

cbdbA1495, 1508

Cluster 1c_f/r

cbdbA1588, 96,

cbdbA1588, 96,

cbdbA1588, 96,

cbdbA1588, 96,

1535,1582 1535,1582 1535,1582 1535,1582

Cluster 1d_fir cbdbA1578, 1546, - cbdbA1575 cbdbA1575
1575

Cluster 2a f/-1 r cbrA, 1563 - cbrA, 1563 cbrA, 1563
Cluster 2a_f/-2_r cbdbA1638 cbdbA1638 cbdbA1638 cbdbA1638
Cluster 2a_f/-3 r | cbdbA1560, 1627 cbdbA1560 cbdbA1560 cbdbA1560
Cluster 2b_f/-1_r cbdbA1542, 1491 cbdbA1542, 1491 chdbA1542, 1491 -
Cluster 2b /-2 r  cbdbA238, 1455 cbdbA1455 cbdbA238, 1455

Cluster 2b /-3 r

cbdbA1598, 1618

cbdbA1598, 16!

18

cbdbA1598, 1

618 bALiEDS, 1618

Cluster 3 fir

Cluster 4 fla r

cbdbA1503, 1092

cbdbA1503

cbdbA1503

Cluster 4 f/b r

cbdbA1539, 187

cbdbA1539, 187

cbdbA1539, 187

Abb. 22. RT-PCR-Produkte bis zu einer Lange von 650 bpnat 13 degenerierten und spezifischen
Primerpaaren amplifiziert wurden (A, B) und die Zdroung vonrdhA Genen zu diesen Amplifikaten
nach den t-RFLP Analysen (C). Atemplatefir die PCR diente cDNA aus je zwei parallelen
Kulturen (a, b) pro Probenahmezeitpunkt, die mB-RCDD (A) oder 1,3-DCDD (B) kultiviert
wurden. Als Kontrollen dienten Kulturen, die ohneCDD inkubiert wurden (c). Von den
Kontollkulturen wurde zu jedem Probenahmezeitpusikte Kultur aufgearbeitet. Die GréRRe der

RT-PCR-Produkte wurde anhand eines DNA-Markers ifnest und

ist

links neben den

Gelausschnitten dargestellt. Die Pfeile geben ass die entsprechenden PCR-Produkte durch t-RFLP
Analysen naher charakterisiert wurden.
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Praparation der Nukleinsauren (DNA, RNA) vollstandaufgearbeitet. Nach RNA-
Extraktion, DNasel Behandlung und reverser Trapsiom wurden mit 13 degenerierten und
spezifischen Primerpaaren PCR-Produkte an der cBiaplifiziert, die eine Lange von bis
zu 650 bp besalRen (Tab. 8). Die absoluten Peakftaetier detektierten t-RFs sind in
Anhang 15 und 16 zusammengefasst.

Mit 2,3-DCDD wurde zum Zeitpunkt O kein oder nur g RT-PCR-Produkt in 1%igen
Agarosegelen nachgewiesen (Abb. 22 A). Nach 24 kdewumit 12 der 13 verwendeten
Primerpaare PCR-Produkte amplifiziert. Mit dem Rmipaar cluster 3_f/r konnten tber den
gesamten Versuchsverlauf keine RT-PCR-Produktetifdeert werden. Die Intensitat der
Banden, die einzelnelhA Transkriptgruppen reprasentierten, war im Zeitrawwischen 24 h
und dem Ende des Versuches konstant. Obwohl 2,3IDBébeits nach 72 h vollstandig zum
2-MCDD umgesetzt worden war (Abb. 21), gab es keiAbfall in der Bandenintensitat
(Abb. 22 A). Das koénnte eventuell auf Unterschiedder Dechlorierungsgeschwindigkeit in
den 50 ml-Kulturen im Vergleich zu den gemesseraalfelen 3 mi-Kulturen hindeuten. Die
Analyse der in Abb. 22 A mit Pfeilen gekennzeiclenet6-FAM-markierten RT-PCR-
Produkte mittels t-RFLP ergab die Transkription 2% der 32rdhA Gene des Stammes
CBDBL1 in beiden parallel analysierten Kulturen.

In den Kulturen mit 1,3-DCDD wurden bereits direkt Beginn des Versuches RT-PCR-
Produkte (Lange bis 650 bp) mit 12 der degenenem@d spezifischen Primerpaare
amplifziert (Abb. 22 B). Auf moégliche Ursachen wigpater eingegangen. Mit Primerpaar
cluster 3_f/r wurden erneut keine Amplifikate an N® erhalten. Mit den Cluster-
Primerpaaren 1a_f/r, 1c_f/r, 2a_f/-1_r und 2b_f/-Blieb die Bandenintensitat der RT-PCR-
Produkte Uber den gesamten Versuchsverlauf im weden konstant (Abb. 22 B). Die
Bandenintensitat aller weiteren PCR-Produkte nalmgdgen mit fortschreitender Zeit ab.
Eine Zunahme in der Bandenintensitat konnte nigublchtet werden. Demzufolge ist es
unwahrscheinlich, dass 1,3-DCDD die Transkriptiom xdhA Genen induziert. Die Analyse
einzelner RT-PCR-Produkte mittels t-RFLP zeigtessdau den untersuchten Zeitpunkten
maximal 24rdhA Gentranskripte nachweisbar waren (Abb. 22 C, Aghk#). Da RT-PCR-
Produkte bereits zu Beginn des Versuchs nachweishegn, sind die identifizierterdhA
Transkripte wahrscheinlich auf eine Induktion durdh2,3-TrCB in der Vorkultur
zurtckzufihren.

Im Vergleich der Primerpaar-spezifischen t-RFLPfiRr@eigte sich, dass es aul3er den zum
Teil fehlenden Transkripten in den Kulturen mit -D@DD kaum Unterschiede in den

relativen Haufigkeiten der einzelnen t-RFs in Abiyigkeit vom verwendeten Substrat
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Abb. 23. T-RFLP Profile von RT-PCR-Produkten amplifizietit dem Primerpaar cluster 1c_f/r nach
Mspl Verdau. Alsemplateftr die PCR diente cDNA aus Kulturen mit 2,3-DCI® siehe Abb. 22
A, 48h, a) oder 1,3-DCDD (B, siehe Abb. 22 B, 48ah,oder aus den Kontrollkulturen ohne
chlorierten Elektronenakzeptor (C, siehe Abb. 224B,h, c). 1-t-RF desbdbA1588Transkripts,
2-t-RF dexhdbA1582Transkripts, 3-t-RF desbdbA96Transkripts

(1,3- oder 2,3-DCDD oder Kontrolle ohne chlorievterbindung) gab. Ein Unterschied war
allerdings auffallig. Wahrend in den Kulturen mit32DCDD oder den Kontrollkulturen
(Abb. 23 B, C) der Anteil des t-RF, das d&#slbA1588Transkript reprasentierte, bezogen auf
die Gesamtpeakflache gering war (2 bis 7 %), betleg Anteil in den Kulturen mit
2,3-DCDD zwischen 37 und 38 % (Abb. 23 A). Das dedlarauf hin, dass die Expression
des GengbdbA1588n Gegenwart von 2,3-DCDD stark induziert wurde.

Um eine DCDD-unabhangige Transkription ddhA Gene auszuschlieRen, wurden parallel
zu jeder Versuchsreihe (1,3-DCDD oder 2,3-DCDD) #alikulturen mitgefuhrt, die ohne
chlorierten Elektronenakzeptor inkubiert wurden. dan Kontrollkulturen zur Reihe mit
2,3-DCDD wurde kein oder nur wenig RT-PCR-Produkt den 13 genutzten Primerpaaren
an cDNA amplifiziert (Abb. 22 A). Zu Beginn des ‘eches waren mit den Cluster-
Primerpaaren clla _f/r, 1c flr, cl2a_f/-3_r, cl2blff schwache RT-PCR-Produkte
nachweisbar. Nach Analyse dieser Produkte mitt&lELtP wurden Transkripte von X3hA
Genen identifiziert (Abb. 22 C, Anhang 15). Dieseriskripte wurden allerdings nur zu
Beginn des Versuchs identifiziert und sind deshedihrscheinlich auf eine Induktion in den
Vorkulturen zurickzufuhren. Nach 72 h und/oder h88urden schwache RT-PCR-Produkte
mit den Cluster-Primerpaaren 2a f/-2_r und 2b_f/-amplifiziert. Die Analyse der
Amplifikate durch t-RFLP ergab, dass diese RT-PCG8dBkte drei rdhA Gene
reprasentierten (Abb. 22 C, Anhang 15). Begrundestlsich dieser Effekt mdglicherweise
durch die Aufarbeitung von Einzelkulturen, die wathiedlich hohe initiale
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Abb. 24. Denaturierende Gelelektrophorese mit je 8 pl @efINA von Dehalococcoidessp.
CBDB1 nach Kultivierung auf 1,3-DCDD (A) und 2,3-DO (B) und die photometrisch bestimmten
RNA-Konzentrationen. Die Zellernte der beiden Ralah mit chloriertem Substrat (a, b) und der
Kontrollkulturen ohne DCDD (c) erfolgte 24 h nactai$ des Versuches. Als GroRenstandard wurde
der RiboRule! RNA Ladder, High Range (Fermentas) verwendet ¢linPie Positionen der 16S
und 23S rRNA sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Transkriptionsniveaus besessen haben kénnen. Igléfen zu den Kulturen mit 2,3-DCDD
wiesen die RT-PCR-Produkte der Kontrollkulturen eeivesentlich geringere Banden-
intensitat auf.

Die Kontrollen der 1,3-DCDD-Kulturen zeigten eindanes Bild. Wie in den Kulturen mit
1,3-DCDD waren bereits zu Beginn des Versuches BR-Produkte mit 12 der genutzten
Primerpaare nachweisbar (Abb. 22 B). Auch Uber deitlichen Verlauf wurden in den
Kontrollkulturen Produkte mit der RT-PCR amplifidiedie von der Bandenintensitat her mit
denen der Kulturen mit 1,3-DCDD vergleichbar warbfit einigen Primerpaaren blieb die
Menge an amplifiziertem RT-PCR-Produkt tber diet Zenstant und mit anderen nahm die
Bandenintensitat der Amplifikate Gber die Zeit BEme Induktion der Transkription war nicht
zu beobachten. Die Analyse ausgewahlter RT-PCRuRted(Abb. 22 B) mittels t-RFLP
ergab den Nachweis von 28IhA Transkripten in den Kontrollkulturen (Abb. 22 C,
Anhang 16).

Die Unterschiede zwischen den Kulturreinen mit lp2w. 2,3-DCDD (einschlieRlich der
Kontrollen) beziglich des initialen Transkriptionsaus lassen sich wahrscheinlich auf die
in die reverse Transkription eingesetzten RNA-Mengeruckfihren. Die photometrische
Bestimmung der RNA-Konzentration ergab zwar flrdeeVersuchsreihen ahnliche Werte,
die Analyse der RNA-Gele ergab allerdings ein aesleBild. In der Versuchsreihe mit
1,3-DCDD wurden im RNA-Gel wesentlich gréRere RNANen sichtbar (Abb. 24). Die
Diskrepanz zwischen den photometrisch und im Galitoenten Konzentrationen beruht

wahrscheinlich auf dem verwendeten Reduktionsmifitell-citrat. Photometrische Analysen
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im Rahmen dieser Arbeit verdeutlichten, dass Feiftat genau wie Nukleinsduren bei einer
Wellenlange von 260 nm stark absorbiert und esdeei Isolierung der RNA oft nicht

vollstandig entfernt werden konnte (Daten nichtejgt).

Die im Gel sichtbaren RNA-Konzentrationsunterschieder beiden Kulturreihen mit

1,3-DCDD oder 2,3-DCDD lief3en sich nicht auf untlredliche Zellzahlen zurickfihren

(Abb. 21). Die Quantifizierung des mitgefihrten d&efindungsstandards (Luziferase
MRNA) mittels gPCR ergab jedoch, dass die Wiedddiny in der 1,3-DCDD-Kulturreihe

(einschlie3lich der Kontrollkulturen) bei ca. 50 1&g, wohingegen sie in der 2,3-DCDD-
Reihe (einschlieBlich der Kontrollkulturen) bei noa. 5 % lag. Da Konzentrations-
unterschiede bereits im RNA-Gel sichtbar wurdentelealles darauf hin, dass die Verluste

wahrend der RNA-Praparation selbst zustande gekonsmne.

3.3.3.3 Transkriptionsniveau dedhA Gene des Stammes CBDB1 in Gegenwart von
2,3-DCDD und 1,3-DCDD

Der zeitliche Verlauf der Transkription dedhA GenecbrA, cbdbA1624 cbdbA1453und
cbdbA1588wurde mittels RT-qgPCR in Kulturen untersucht, dig¢ 2,3-DCDD, 1,3-DCDD
oder ohne chlorierten Elektronenakzeptor inkubimrtrden. Die Transkriptmengen der
untersuchten Gene bestatigten die Ergebnisse ausR@ePCR. In den Kulturen mit
1,3-DCDD blieben die Transkriptmengen der untertercihdhA Gene Uber den gesamten
Versuchsverlauf konstant im Bereich des initialameldus (Abb. 25 B). Eine Induktion der
Transkription konnte nicht beobachtet werden. Im dalturen mit 2,3-DCDD hingegen
stiegen die Transkriptionsniveaus aller vier arniatyenrdhA Gene innerhalb von 48 h um
zwei bis drei GroRenordnungen an (Abb. 25 A). Initeven Verlauf gab es zusatzlich einen
Anstieg im Transkriptniveau der GenbdbA1624und cbdbA1453um eine Gréf3enordnung,
wéahrend die Zahl der Transkripte/Gen \aiimA undcbdbA1588wneitgehend gleich blieb. Das
cbrA Gen zeigte Uber den gesamten Versuchsverlauf dagleichsweise hdchste
Transkriptionsniveau (0,7 Transkripte/Gen). Die ered untersuchterdhA Gene wiesen am
Ende des Versuches &hnliche Werte um 0,1 bis Oghskripte/Gen auf. Trotz des
vollstandigen Umsatzes von 2,3-DCDD 72 h nach Bedies Versuches kam es im weiteren
Verlauf nicht zu einem Abfall der Transkriptmenge Zelle, wie vorher in den Ansatzen mit
TrCB beobachtet (Abb. 20). Das lag, wie bereitsémt, vermutlich daran, dass die Messung
der Dioxindechlorierung in parallelen 3 ml Kulturerfolgte. Wahrend 2,3-DCDD in diesen

Kulturen bereits vollstandig umgesetzt worden waar;, das in den 50 ml Kulturen, die fur die
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Abb. 25. Quantitative Transkriptionsanalyse vier ausgeteihlihA Gene ¢brA (a), chdbA1624e),

cbdbA1453(v) und cbdbA1588(m)) des Stammes CBDB1 nach Kultivierung mit 2,3-DCIDD),
1,3-DCDD (B) oder ohne chlorierten Elektronenakaei€C). Die Kulturen wurden 10%ig mit Zellen
beimpft, die in Zweiflissigphasenkulturen mit 1;Z)&B angezogen wurden. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen stammten aus der Analysdgbaradulturen.

Nukleinsdureextraktion genutzt wurden, nicht del, Raie gaschromatographische Mes-
sungen zeigten.

Wie bereits in den Transkriptionsanalysen mit +,218d 1,2,4-TrCB gesehen, zeigten die
untersuchtenrdhA Gene auch mit den DCDD unterschiedlich hohe ieitidrans-
kriptionsniveaus. In den Kulturen mit 1,3-DCDD b@ern die GenebdbA1624cbdbA1453
und cbdbA1588zu Beginn des Versuches &ahnliche Transkriptioreaug (Abb. 25 B),
wahrend das Startniveau des GebsA um den Faktor 10 hoher lag. Mit 2,3-DCDD war der
Effekt noch ausgepragter. Die initialen Transkriptgen der GenebrA, cbdbA1453
cbdbA1588und cbhdbAl624agen bei 1000, 200, 50 und 1 Transkript(en) @00D0 Zellen
(Abb. 25 A).

In Kontrollkulturen ohne chlorierten Elektronenage verliefen die Transkriptionsniveaus
der untersuchtemdhA Gene &hnlich wie in den mit 1,3-DCDD inkubiertemltkiren. Das
Transkriptionsniveau fiel entweder um eine GroRdnong ¢bdbA1624, cbdbAl58&der
war relativ konstant wahrend des gesamten Versuches, cbdbA1453Abb. 25 C). Auch
nach 168 h ohne chloriertes Substrat waren aufrigem Niveau rdhA Transkripte

nachweisbar.
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3.3.4 Transkriptionsniveau demdhA Gene des Stammes CBDB1 in Gegenwart von
Tetrachlorethen (PCE)

In der Arbeit von Junick (2007) wurde u.a. die Ikilon der rdhA Gene des Stammes
CBDB1 durch 200 uM PCE nach einer Vorkultivierungt 1,2,4-TrCB im ZweiflUssig-
phasensystem untersucht. Die Analyse des Dechlogsrkerlaufs zeigte, dass PCE zu
Trichlorethen (TCE) umgesetzt wurde. TCE wurde nighiter dechloriert und stellte somit
das Endprodukt der PCE-Dechlorierung dar. Im l@8digen Versuchsverlauf wurden
50 mol% des zugesetzten PCEs zu TCE umgesetzt. RidéhPraparation, DNasel Behand-
lung und cDNA-Synthese wurden mit acht der 13 vedeéen Primerpaare (Lange der PCR-
Produkte bis 650 bp)dhA Transkripte amplifiziert. Die t-RFLP-Charakterisiag dieser
PCR-Produkte zeigte die Transkription vonrd@A Genen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Transkriptiaaeau derdhA GenecbrA, cbdbA1624
cbdbA1453und cbdbA1588néher betrachtet. Von besonderem Interesse waei diib
Expression der GenebdbA1588und cbrA. Fir cbdbA1588wurde eine starke Induktion
erwartet, da das orthologe Gen dbshalococcoides ethenogents eine PCE reduktive
Dehalogenase kodiert (Furgg al, 2007). CbrA hingegen wurde als Chlorbenzol réidek
Dehalogenase beschrieben (Adr&ral, 2007 b).

Die Inkubation der untersuchten Kulturen mit PCErfé im Verlauf des Versuches zu einer
Zunahme im Transkriptionsniveau der GebebA1588chdbA1624undcbdbA1453um eine
bis zwei GroRenordnungen (Abb. 26 A). Die Trandkngnge voncbrA fiel dagegen
innerhalb der ersten 24 h leicht ab und blieb drefddnd bis zum Ende des Versuches
konstant bei rund 0,08 Transkripten/Zelle (Abb. 2% Das Gen mit dem hdchsten
Transkriptionsniveau nach 168 stindiger Inkubationit PCE war cbdbA1588 Das
zweithochste Transkriptionsniveau zeigte das GelmdbA1624 Der Anstieg des
Transkriptionsniveaus der GenkdbA1588cbdbA1624und cbdbA1453orrelierte mit einer
fortschreitenden Dechlorierung von PCE zu TCE (Jni 2007). Die initialen
Transkriptionsniveaus waren auch in diesem VersughPCE fir die untersuchterdhA
Gene verschieden. Wie nach einer Vorkultivierung Ip2,4-TrCB zu erwarten, besaBrA
das hochste Transkriptionsniveau, wahrend die andentersuchten Gene um bis zu zwei
GroRRenordnungen geringere Transkriptmengen aufwigsab. 26 A).

Um einen PCE-unabhangigen Einfluss auf die Trapskn derrdhA Gene auszuschliel3en,
wurden parallel Kontroll-Kulturen ohne chloriert&ubstrat inokuliert. Die Analyse der

Transkriptmengen in den Kontrollen zeigte einenallafn Zeitraum von 48 h nach dem Start
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Abb. 26. Quantitative Transkriptionsanalyse der vier augddtenrdhA GenecbrA (a), cbdbA1624
(@), cbdbA1453(v) und cbdbA1588(m) des Stammes CBDB1 nach Kultivierung mit PCE (Ao
ohne chlorierten Elektronenakzeptor (B). Die Kuwturwurden 10%ig mit Zellen beimpft, die in
Zweiflissigphasenkulturen mit 1,2,4-TrCB angezogeuarden. Die Mittelwerte und Standard-
abweichungen stammten aus der Analyse parallelduten (A).

des Versuches fir die vier untersuchten Gene (26I8). Wahrend das Transkriptionsniveau
der GenecbrA, cbdbA1624und 1588 anschlie3end bei einer leichten Abwartstenderativel
konstant blieb, stieg die Transkriptmenge wimlbA1453eicht an. Dieser Anstieg war aber
im Vergleich zum Anstieg in den mit PCE versetAterturen gering (Abb. 26).

3.4 Untersuchung der Rolle von ChdbA1625 Bekalococcoidesp. Stamm CBDBL1 bei der

Dechlorierung von Chlorbenzolen

Die Analyse der Transkription deslhA GenscbdbAl624mittels RT-gPCR zeigte eine
induzierte Expression in Gegenwart von 1,2,4- urg§3tTrCB, 2,3-DCDD und PCE. Eine
Analyse der Genomsequenz des Stammes CBDB1 (kabal, 2005) ergab, dass vor
cbdbAl624ein Gen liegt, das fur einen MarR-&hnlichen Traipgsionsregulator kodiert
(cbdbA1625 Abb. 3). MarR-ahnliche Regulatoren spielen eingehtige Rolle bei der
Kontrolle des aeroben Abbaus aromatischer Verbigdar(Tropel und van der Meer, 2004)
und sind bekannt dafir, lipophile (in der Regel miische) Verbindungen zu binden
(Wilkinson und Grove, 2006). Um eine Bindung vondBh1625 an diebdbA16240pera-
torregion zu zeigen oder mogliche Liganden (1,238 1,2,4-TrCB; 1,3,5-TrCB) zu identi-
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fizieren, solltecbdbA1625m Rahmen der vorliegenden Arbeit heterolodeincoli als Strep
tag Fusionsprotein exprimiert werden. Die Bindestudieiolgten in Gelshiftexperimenten.

3.4.1 Reinigung von CbdbA1625

Als Expressionsvektoren wurden pASK-IBA5 und pASKAB genutzt. Nach Expression
von cbdbA1625n E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL wurden digtreptag-Fusionsproteine
(folgend als CbdbA1625-Strep bezeichnet) Uber Saepn Sepharose Affinitatschro-
matographie gereinigt. Die Zellernte erfolgte 3deimder Induktion mit AHT. Im Falle beider
Fusionsproteine (N- und C-terminal&treptag) wurde nach der Reinigung im 15%igen
SDS-Polyacrylamidgel eine ca. 20 kDa grof3e Haupmtbadentifiziert (Abb. 27). Die Gréle
stimmte mit der aus der Proteinsequenz abgeleitetelekularen Masse von CbdbA1625
(18,9 kDa) inklusive desStreptag uberein. Die entsprechenden Proteine konnten in
Kontrollexperimenten mitE. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL und den leeren Vektoren
pASK-IBA3 und pASK-IBA5 nicht nachgewiesen werddéyafen nicht gezeigt). Aus 100 ml
Kulturvolumen wurden 3 mg C-terminales und 0,75 Miterminales CbdbA1625trep-tag-
Fusionsprotein isoliert.

Gelfiltrationsexperimente mit einer Superdex SD7&ul® zeigten, dass das C-terminale
Strep-tagFusionsprotein stark zur Multimerisierung neigténter aeroben Bedingungen
waren neben groBen Mengen des Multimers nur kl&leegen des Monomers und von
Oligomeren verschiedener Grof3en nachweisbar. Umtaeroben Bedingungen (Puffer mit
DTT, Nx-begast) wurden das Monomer, das Dimer und Muleéndetektiert (Abb. 28).

3.4.2 Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte clotbA1624cbdbA1453undcbrA

Die Transkriptionsstartpunkte der GededbA1624 cbdbA1453und cbrA wurden 105 bp,
115 bp und 107 bp stromaufwérts des ATG Startcodoitiels primer extensiorReaktion
bestimmt (Abb. 29). DiecbdbAl1624Promotorregion enthielt typische Elemente fir die
Erkennung durch den’®-Faktor der RNA-Polymerase. Dazu zahlten die Sezprers bp
(TATATG) und 33 bp (TTGACA) stromaufwarts des Tringtionsstarts, die degi. coli
o'° Regionen -10 (TATAAT) und -35 in vier von sechsskonen bzw. komplett
entsprachen. Die Promotorregion des GefglbA1453 zeigte eine hoch konservierte
-10 Region (5 Ubereinstimmungen) inklusive des wggn TAXxxT Motivs, aber nur eine

schwache -35 Region (4 Ubereinstimmungen) mit eiriemperfekten TTGxxx Motiv
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Abb. 27. Reinigung des heterolog . coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL exprimierten Gens
cbdbA1625von Dehalococcoidesp. Stamm CBDBlals C-terminales (A) und N-terminales (B)
Streptag ll-Fusionsprotein. Je 8 pl der Proben wurden awof E5%iges SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen, die Proteine wurden aufgetrennt undhd@oomassie-Farbung sichtbar gemacht. Die
Proteinkonzentrationen betrugen in der 3. Elutiddfon (Spur 7) 6 mg/ml (A) und 3 mg/ml (B). Als
Molekulargewichtsmarker diente der Broad Range iBimt Protein Marker (Bio-Rad, Spur 1). 2:
SDS-Lysat von Zellen vor der Induktion, 3: SDS-Lysan Zellen nach Induktion mit AHT, 4:
Rohextrakt, 5 - 10: Eluate der Affinitatschromagggtie an StrepTactin-Sepharose

mAU

Ve [ml]

Abb. 28. Gelfiltrationsprofil von gereinigtem CbdbA1625 tnC-terminalemStrep-tagll Peptid
(A) und die Eichgerade zur GrélRenbestimmung deerén Proteine (B). Die Gelfiltration erfolgte
auf einer Superdex 75 Saule unter anaeroben Beatjegu 1 - Monomer; 2 - Dimer; 3 - Ausschluss-
volumen, Multimere

\

cbrA AAGTACTTCTTcAgCATTCAAGATATACCCTTAATRAGAGAt ct ATTTA...106.bp...ATG
cbhdbA1624 CCGTACACACTATGACAATACACAATCGGTATATTAGIKT At gGACHA...104 bp...ATG
cbdbA1453 TTTAGTCCTAITt ACt ACCTATGCTGCGGCCACTATAATATACt ATAA...114 bp...ATG

tceA TTTTTCATTCTTTCgTGCACGTGCGCTTTCCAABETAL CTTCTACTT...122 bp...ATG
pceA GGGTATTCGTTTADcGAat GCTTACCTGTCTTCATATCATTAAACTG...142 bp...ATG
-35 -10

Abb. 29. Promotorregionen stromaufwarts der Transkripstarspunkte der GenebrA, cbdbA1624
und cbdbA1453 die mittels primer extensionbestimmt wurden. Zum Vergleich sind die
Promotorbereiche der GerteeA und pceA (Fung et al, 2007) dargestellt. Unterstrichene und
fettgedruckte Basen reprasentieren potentielle Re@ionen, TGTG-Motive oder -35 Regionen.
Kleingeschriebene Buchstaben geben Abweichungerdeok. coli ”° Konsensusbindesequenz an.
Pfeil: Identifizierte Transkriptionsstartpunkte
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(TTtxxx). Die potentiellen -10 und -35 Regionen dbrA Promotorregionen zeigten jeweils
nur 3 von 6 moglichen Ubereinstimmungen #ircoli 6’° Konsensusbindesequenz, wobei
auch hoch konservierte Basen ausgetauscht wurd®x{T — TtxxxT, TTGxxx—TTCXxX).

Es konnte jedoch das TGTG Motiv stromaufwarts d€r Region identifiziert werden, das
dafir bekannt ist, die Bildung des offenen Kompexe stabilisieren. Diese konservierte
Sequenz tritt oft im Zusammenhang mit wenig konseten -35 Regionen auf (Voskuil und
Chambiliss, 2002).

3.4.3 Bindestudien mit den CbdbAl63%ep-tagFusionsproteinen und der intergenen
Region der GenebdbA1624indcbdbA1625

Ein 289 bp langes DNA-Fragment, welches die 246dmge intergene Region der Gene
cbdbA1624und cbdbAl1625enthielt, wurde an Plasmid-DNA des Vektors pPlmBels
PCR amplifiziert (Abb. 6). Gelretardationsexperiteenvurden durchgefihrt, um eine
mdogliche Bindung der CbdbA1625trep-tagFusionsproteine an das Amplifikat der
intergenen Region der GenbdbA1624und cbdbA1625zu analysieren. Es wurde dabei das
Fusionsprotein sowohl mit N-terminalem als auch mé&m C-terminalenStreptag Il
untersucht. Es konnten keine Unterschiede in Abigéeg von der Art des verwendetésg
beobachtet werden. Nach der Inkubation des getemig®CR-Produktes (13 nM) mit
verschiedenen Konzentrationen an CbdbA1625-8ttefha (10 uM; 3,3 uM; 1,1 uM; 0,4
uM; 0,1 uM) wurde in 8%igen nativen Polyacrylamiddgelen eine Retention der DNA
sichtbar (Abb. 30). Es war jedoch ein 40-facheténeUberschuss noétig, um die Bildung des
Protein-DNA-Komplexes nachweisen zu kénnen. Zwaitén-DNA-Komplexe erschienen
bei Proteinkonzentrationen zwischen 0,4 und 3,3 Pl deutet auf das Vorhandensein von
zwei CbdbA1625-Bindestellen in der intergenen Regier GenebdbA1624indcbdbA1625
hin. Wenn das Verhaltnis von CbdbA1625-Sggmina zur Operator-DNA weiter erhoht
wurde (Proteinkonzentrationen >3,3 uM), traten zishe Banden mit einer geringeren
elektrophoretischen Mobilitat auf. Es konnte bestimwerden, dass die Bindung von
CbdbA1625-Strep an die intergene Region der GirubA1624und cbdbA1625spezifisch
ist, da keine Retention der DNA beobachtet wurdemmdie amplifizierten Promotorregionen
andererdhA Gene ¢bdbA1453, cbrpverwendet wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 30. Gelretardationsexperimente mit CbdbA1625-Sitgpn. und der intergenen Region der
Gene cbdbA1624 und cbdbAl1625 Das 289 bp grof3e, an Plasmid-DNA des Vektors
pP1-P2 reamplifizierte PCR-Produkt (13 nM) wurd@eliSpur 1) oder mit 10 uM (Spur 2), 3,3 uM
(Spur 3), 1,1 uM (Spur 4), 0,4 uM (Spur 5) und DM (Spur 6) CbdbA1625-StreR mina inkubiert.
Protein-DNA-Komplexe (C1, C2,{Lund freie DNA (F) sind durch Pfeile gekennzeidhne

CbdbA1625-Strep [uM] - 33 11 04 - 33 11 04
P1-P3DNA[18nM] + + +  +

P4-P5 DNA [18 nM] Fo+ o+ o+

Abb. 31 Bindung von CbdbA1625-StreRmina @n die DNA Fragmente P1-P3 und P4-P5, die Teile
der intergenen Region der GenbdbA1624und cbdbAl1625repréasentieren (Abb. 6). Die DNA-
Fragmente wurden an Plasmid-DNA der Vektoren pP1uRBpP4-P5 reamplifiziert. Ca. 18 nM der
DNA-Fragmente wurden mit den angegebenen abnehmeraamzentrationen an CbdbA1625-
StreR eminainkubiert. C1, C2 - Protein-DNA-Komplexe, F - feeDNA

3.4.4 Lokalisierung der Bindestellen der CbdbAl1&2Eep-tagFusionsproteine

Um die Bindestellen der CbdbAl16&irep-tagFusionsproteine in den intergenen Regionen
der GenechdbA1624und cbdbAl1625naher einzugrenzen, wurden kiirzere DNA-Fragmente
mit Grof3en von 100 und 107 bp (Abb. 6) mit den Rripaaren P1/P2 und P4/P5 (Tab. 8) an
Plasmid-DNA der Vektoren pP1-P3 bzw. pP4-P5 (Talve@8mplifiziert. Das DNA Fragment
P1-P2 beinhaltete die Region stromaufwarts des Af@&codons, wahrend das Fragment P4-
P5 die Region um den Transkriptionsstartpunkt slodbAl1624umspannte. Diese Fragmente
wurden nach der Reinigung erneut in Gelretardagigpsrimenten untersucht. Die zwei
Amplifikate (ca. 18 nM) wurden dazu jeweils ohnedBB1625-Strep bzw. mit 3,3 puM;
1,1 uM oder 0,4 uM CbdbA1625-Strep (sowohl als G- auch N-terminalesStrep-tag
Fusionsprotein) inkubiert (Abb. 31). Eine CbdbAl&sep abhéngige Retention der DNA
trat mit dem Fragment P4-P5 auf, aber nicht mit dermgment P1-P3. Mit dem P4-P5
Amplifikat wurden erneut zwei Proteinkomplexe bedftet, was darauf hindeutet, dass die

beiden putativen Bindestellen von CbdbA1625-Strepdém entsprechenden Bereich der
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Abb. 32. Einfluss von Trichlorbenzolen auf die Komplexbifdy (C1, C2) der intergenen Region der
GenechdbA1624/cbdbA1626nd CbdbA1625-StreReminabel einer Reaktionstemperatur von 24 °C
(A) oder 45 °C (B, Vorinkubation des Reaktionsptgfenit den TrCB’s uber Nacht bei 70 °C). Ca.
0,1 uM gereinigtes PCR-Produkt P1-P2 wurde ohneb8b825-Strep.ermina (Spur 1) oder mit
12,4 uM CbdbA1625rmina (Spuren 2-5) inkubiert. Die Trichlorbenzole WurdeN§onzentrationen
von 80 pM (1,2,4-TrCB; A), 40 uM (1,2,3-TrCB; 1,3[8CB; A) oder im Uberschuss zum
Reaktionsansatz hinzugeflgt (B). Spur 2 - ohne TrSBur 3 - mit 1,2,4-TrCB; Spur 4 - mit
1,2,3-TrCB; Spur 5 - mit 1,3,5-TrCB; F - freie DNA

intergenen Region der GerbdbA1624und cbhdbAl6250kalisiert sind. Im Bindeverhalten
konnten keine Unterschiede zwischen dem N- bzwer@ihalenStrep-tagFusionsprotein
beobachtet werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine Segn@yse der intergenen Region der Gene
cbdbA1624und cbdbA1625in Bezug auf invertierte Sequenzwiederholungercluyefihrt.
Invertierte Sequenzwiederholungen stellen mogliimelestellen fir MarR-a&hnliche Proteine
dar (Wilkinson und Grove, 2006). In dem 107 bp gmB&ragment P4-P5 wurden zwei 19 bp
umfassende Regionen identifiziert, die einen peefelaverted repeabilden und zusatzlich
jeweils zwei invertierte Bereiche der Sequenz ATAginhalten. Die beiden putativen
Bindestellen lagen direkt nebeneinander und umssblo den Transkriptionsstart von
cbdbA1624

3.4.5 Ligandenbindung durch CbhdbA1625-Strep

Um die Bindung der drei Trichlorbenzol-Kongenereratiu CbdbA1625-Strep (C- und N-
terminalesStrep-tagFusionsprotein) zu untersuchen, wurde gereinigtesein (3,3 pM) mit

6 nM gereinigtem PCR-Produkt (Fragment P1-P2, A)bdas am Plasmid pP1-P2 (Tab. 3)
amplifiziert wurde, versetzt und danach mit denanden 1,2,3-TrCB (40 uM), 1,2,4-TrCB
(80 uM) oder 1,3,5-TrCB (40 uM) inkubiert. Die Zumgader Trichlorbenzole zerstérte bei
einer Reaktionstemperatur von 24 °C die Bildung B&-Protein-Komplexes nicht (Abb.
32 A). Die Vorinkubation des Reaktionspuffers mitean Uberschuss der entsprechenden
Trichlorbenzole Uber Nacht bei 70 °C gefolgt vom degabe von CbhdbA1625-Strep (N- und

C-terminales Strep-tagFusionsprotein) und dem gereinigten Fragment PluiR@d der
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Inkubation bei 45 °C fir 30 min flhrte jedoch zunesi Schwachung des DNA-Protein-
Komplexes (Abb. 32 B). Wéhrend 1,2,4- und 1,2,38r@ie Bildung der Protein-DNA-
Bindung am starksten inhibierten, zeigte 1,3,5-Tr@B einen schwachen oder keinen Effekt.
Es konnten keine Unterschiede im ReaktionsverhaltanN-terminalem bzw. C-terminalen
Strep-tagFusionsprotein beobachtet werden. Um die Liganthehing von CbdbA1625-
Strep (N- und C-terminal&strep-tagFusionsprotein) néher zu untersuchen, wurden Aealy
mittels Isothermer Titrations-Kalorimetrie und ddrganden 1,2,4- und 1,2,3-TrCB
durchgefuhrt. Allerdings konnte auf diesem WegBiiedung der getesteten Trichlorbenzole
an CbhdbA1625-Strep nicht detektiert werden.

101



Diskussion

4. Diskussion

4.1 Anreicherung von obligat dechlorierenden Ba&ter

Die reduktive Dechlorierung halogenierter Aromaterd Aliphaten wurde fir eine grof3e
Bandbreite an Bakteriengruppen beschrieben. Sodehbteobakterien (z.BDesulfomonile
sp., Desulfovibrio sp.), y-Proteobakterien (z.BEnterobactersp.), e-Proteobakterien (z.B.
Sulfurospirillum sp.), grampositive BakterienClostridium sp., Desulfitobacteriumssp.,
Dehalobacter sp.) als auchChloroflexi (z.B. Dehalococcoidesssp.) sind in der Lage,
halogenierte Verbindungen abzubauen (L6féieal, 2003). Viele dieser Organismen zeigen
eine physiologische Diversitdt und kénnen unteesdiithe Elektronenakzeptoren nutzen.
Anaeromyxobacterssp. reduzieren beispielsweise Sauerstoff, Nitiditrit, oxidierte
Metallspezies, Fumarat oder Halophenole (Loffedr al, 2005). Dehalobacter sp. und
Dehalococcoidessp. sind im Gegensatz dazu abhangig von der Amhe#e von
halogenierten Verbindungen, um Energie im ProzessDa&thalorespiration zu konservieren
(Maymo-Gatellet al,, 1997; Holligeret al, 1998; Adriaret al, 2000 b; Heet al, 2003 b; He
et al, 2005). Die spezialisierte Lebensweise d¥halococcoidetesund die geringen
Zellausbeuten (fobis 16 Zellen/ml (Maymoé-Gatellet al, 1997; Adrianet al, 2000 b))
erschweren die Isolierung dieser Organismen. B heutigen Tag sind acht Stamme in
Reinkultur vorhanden, die in die Gruppe d&halococcoideteginzuordnen sind (Maymo-
Gatell et al, 1997 (Stamm 195); Adriaet al, 2000 b (Stamm CBDB1); Het al, 2003 b
(Stamm BAV1); Heet al, 2005 (Stamm FL2); Surgf al, 2006 (Stamm GT); Bunget al.,
2007 (Stamm VZ); Bunget al, 2008 (Stamm DCMB5); Magt al, 2008 (Stamm DF-1)).
Die fur die Anreicherung und Isolierung verschiegleBtamme verwendeten Strategien sollen
vergleichend mit der in der vorliegenden Arbeit fiamm DCMB5 vorgestellten Variante
diskutiert werden, um kritische Punkte im Isoliaggprozess hervorzuheben (Tab. 19).
Generell werden bis zum Erhalt einer Reinkulturf f8ohritte durchlaufen: die Probenahme,
die Erstellung eines Mikrokosmos, der Ubergang iedi®ent-freie Kulturen, die

Anreicherung und abschliel3end die Isolierung.
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Tab. 19 Im Anreicherungsprozess ausgewéahehalococcoideteStamme verwendete Elektronenakzeptoren, -donatbrkibitoren, komplexe Zusétze und

Reduktionsmittel.

Stamm DCMB5

CBDB1 195

BAV1

FL2

VZ DF-1

Priméres Inokulum

Spittelwassersediment

Saalesedime
Abwasserauf-
bereitungsanlage

Bachman road site

Faulschlamm, Ithaca Grundwassermaterial Red Cedar

Sediment

Grundwassermaterial, Charlston
PCE-kontaminierter Hafensediment
Standort, Victoria

Angereichert/isoliert au

Elektronenakzeptor TrCB-10 miv

1,2,3-/1,2,4-TrCB

PCE (bis 0,55 mM)

VC (0,27 bis 1,6 mM TCE (0,28 mMj

cDCE (250-500 pM)  2,3,5,6-PCB (350

(TrCDD-25 bis 50 (aquimolares Gemisch, uM)
UM, TeCDD-50 pM  je 15 pM)
bis 3,3 mM)
Elektronendonatoren Pyruvat, Fumarat, Pyruvat, Butyrat, Methanol, Glukose, Laktat, Acetat, Pyruvat, Glycerol Benzoat Formiat,
und C-Quelle im Formiat, Benzoat, Succinat, Formiat, Formiat, Essigsaure, Formiat, Pyruvat Wasserstoff
Anreicherungsprozess Acetat Citrat, Acetat, Glukose Wasserstoff
Elektronendonor der Wasserstoff Wasserstoff Wasserstoff Wasserstoff safaoff Wasserstoff Formiat,
Reinkultur: Wasserstoff
C-Qelle der Acetat Acetat Acetat Acetat Acetat Acetat Formiat
Reinkultur:
komplexe Zuséatze - fermentierter - steriler Uberstand aus - steriler - - steriler autoklavierter
Hefeextrakt Mischkulturen Faulschlammiberstand Kulturiiberstand aus Zellextrakt aus
- steriler —war in Reinkulturen - Filter-sterilisiertes dechlorierenden VZ- Desulfovibriosp.
Kulturiberstand der zur Erhaltung der Extrakt aus Stamm Mischkulturen Kulturen
Mischkultur Dechlorierungsaktivitat 195-Mischkulturen —in Reinkulturen zur
- steriler Faulschlammnicht nétig —Veranderung des Erhaltung der
Uberstand Stamm 195 Mediums und Dechlorierungs-
—kein fordernder entsprechende B aktivitat nicht notig
Effekt Konz. machten beides
unnétig
Antibiotika BES, Vancomycin, BES, Vancomycin Vancomycin, Ampicillin Ampicillin nicht beschrieben BES, Vancgwin
Penicillin Ampicillin
Agarshakes + + - + - + +
Reduktionsmittel Ti(llI)-NTA, NaS, Ti(l-Citrat—>Ti(lll)-  NaS, FeC} L-Cystein, NaS L-Cystein, Ng&S  Ti(lll)-Citrat, Na,S Cystein-Ti(lll)-
FeS NTA—TIi(lll)-Citrat, NTA—Cystein
Na,S
Literatur Bungeet al, 2001; Novaket al, 1996; Adrian Freedman und Gossett, Heet al, 2003 a; Het Heet al, 2005 Bunget al, 2007 Weuet al, 2002 b;

Bungeet al, 2008

et al, 1998; Adriaret al,
2000 b

1989; DiStefan@t al,
1991; Maymo-Gatelet
al., 1997; Heet al, 2007

al., 2003 b

May et al, 2008
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4.1.1 Probenahme und Ubergang aus den Mikrokosm8ediment-freie Kulturen

Hendricksonet al (2002) zeigten, dad€Sehalococcoidesp. in verschiedenen Chlorethen-
verunreinigten anaeroben Standorten unterschietlidreographischer und klimatischer
Zonen in Nordamerika und Europa vorkommen. Ein dusanhang zwischen einer hohen
Belastung an halogenierten Verbindungen und dentréteh vonDehalococcoidesp. wurde
auch fur weitere anaerobe Habitate beobachtet @wmgl Lechner, 2001; Hiraiski al.,
2005 b). Die Mehrheit der reduktiv dechlorierend@rturen wurde aus Proben anaerober,
kontaminierter Standorte angereichert. Dabei haadetd sich um kontaminierte Sedimente
(Nowak et al, 1996; Adrianet al, 1998, Bungeet al, 2001; Heet al, 2005; Mayet al,
2008), Grundwasser-Material (H# al, 2003 a; Bunget al, 2007) oder Faulschlamm aus
einer Klaranlage (Freedman und Gossett, 1989).

Der Ubergang in Sediment-freie Kulturen kann eiitidaher Punkt bei der Anreicherung
sein. So beschrieben Cutter al (1998), dass die untersuchten Mikrokosmen in Ldgye
waren, die zugesetzten polychlorierten Biphenylddd in der metaals auch in der para-
Position zu dechlorieren. Beim Ubergang in Kultuokme Sediment kam es zum Verlust der
meta-Dechlorierung. Die Dechlorierungsaktivitat gegber 1,2,3- und 1,2,4-TrCDD wurde
jedoch in unseren Anreicherungskulturen beim Auivenen des Sediments nicht

beeintrachtigt.

4.1.2 Wahl der Elektronendonatoren

Vertreter der GattungDehalococcoidessp. konservieren Energie ausschlief3lich durch
Dehalorespiration mit Wasserstoff als Elektronermtpeinem halogenierten Aromaten oder
Aliphaten als Elektronenakzeptor und Acetat als IKostoffquelle (Maymo-Gatelet al,
1997; Adrianet al, 2000 b). Trotzdem wurden im friihen Anreicherymmggess entweder
organische Sauren, Glukose oder Methanol verweiddt. 19). Bei der Anreicherung von
Stamm DCMB5 wurde z.B. ein Gemisch aus organisch@uaren als Elektronendonatoren
(Pyruvat, Fumarat, Formiat und Benzoat) und Acatmiohlenstoffquelle genutzt (Bungé
al., 2001; Bunge 2004; Wagner, 2004). Auf den direlEesatz von Acetat und Wasserstoff
wurde verzichtet, da die Gabe von Wasserstoff clyzeitiger Anwesenheit von Carbonat
neben den Dechlorierern auch das Wachstum eindreReiderer Bakterien (Methanogene,
Acetogene, Sulfatreduzierer) fordert (Burggeal, 2007, Abb. 10). Es wurde auch gezeigt,

dass die externe Zugabe von Wasserstoff zu Mikimokosund friihen Anreicherungskulturen

104



Diskussion

die reduktive Dechlorierung hemmte (Ballerstetlal, 2004; Rysavt al, 2005). Substrate,
die die kontinuierliche Freisetzung von Wasserstafiubten, erwiesen sich als geeigneter fur
die Anreicherung vonDehalococcoidetes(Bunge et al, 2007). Sie verschaffen den
dechlorierenden Bakterien einen Selektionsvortdd, z.B. die Methanogenese nur bei
hoheren Wasserstoffkonzentrationen abladwfb (nM), wahrend die Dechlorierung hingegen
noch bei Wasserstoffkonzentrationen um 0,3 nM neelesen werden kann (Loffleat al,
1999). In anderen Studien wurde der Einfluss vorektEbnendonatoren auf die
Dechlorierungsaktivitat untersucht, die zum einenemer langsamen (Butyrat, Propionat)
und zum anderen zu einer schnellen (Laktat, MethaA@isetzung von Wasserstoff und
damit zu unterschiedlich hohen Partialdriicken &iniFenneliet al, 1997; Freeboret al,
2005). Unter beiden Bedingungen wurden &hnlicheheierungsaktivitaten beobachtet.

Die Eignung bestimmter organischer Sauren im Ahezigngsprozess ist offenbar stark
abhangig von der Populationszusammensetzung. Wdillneinder Anreicherung von Stamm
CBDBL1 der Elektronendonor Formiat die Dechlorierdidnglerte (Adriaret al, 1998), zeigte
sich in den Anreicherungskulturen mit Stamm DCMBS Rahmen dieser Arbeit nur eine
sehr schwache Dechlorierungsaktivitat (Abb. 7). Ehnliches Phanomen wurde in
polychlorierten Biphenyl-dechlorierenden KulturdBeflardet al, 2006) und in 1,2,3- bzw.
1,2,4-TrCB-dechlorierenden Mischkulturen (Holligetr al, 1992; Middledorpet al, 1997)
beobachtet. Eine Begrenzung der organischen Saurfeficetat bei gleichzeitiger Gabe von
Wasserstoff brachte in dieser Arbeit nicht den gesetiten Erfolg im Anreicherungsprozess
(Abb. 10, Tab. 16). Die Verwendung von Benzoat, dasfig in Syntrophie mit Wasser-
stoffverbrauchenden Organismen umgesetzt wird §daelt al, 1999), eignete sich hingegen
besser zur Anreicherung v@rehalococcoidesBungeet al (2007) zeigten die Bildung einer
syntrophen Gemeinschaft alesulfitobacteriumsp., Dehalococcoidesp. undSyntrophus
sp., in deDehalococcoidesp. Stamm VZ einen Anteil von bis zu 54 % besal3.

Neben den bereits beschriebenen Verbindungen wamdd der Einfluss von Beuf die
Dechlorierung untersucht (Rosentlealal, 2003; Rysavet al, 2005; Yaret al, 2005). Die
Freisetzung von Wasserstoff erfolgt dabei abiotidalch Eisenkorrosion (Rosenthet al,
2003). Dabei zeigte sich, dass’ ke Dechlorierung forderte, solange es nicht inhphen
Konzentrationen eingesetzt wurde. Ein Vergleich vi@trachlorbiphenyl-dechlorierenden
Kulturen, die entweder mit organischen Sauren &@eversetzt wurden, ergab, dass ldig
Phase vor dem Start der Dechlorierung mitwesentlich verkiirzt war (Yaet al, 2005).

Die PCB-dechlorierenden Stamme DF-1 (\&tual, 2002 b) und 0-17 (Cuttest al, 1998;

Pulliam Holomaret al, 1998; Cutteet al, 2001), die nur eine entfernte Verwandtschaft zu
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Dehalococcoidebesitzen£ 90% Sequenzidentitat der 16S rRNA Gene, Bedaad, 2007),
wiesen abweichende Bedurfnisse hinsichtlich dewgadeten Elektronendonatoren und der
Kohlenstoffquelle auf. Dem Stamm o0-17 diente Acetls Kohlenstoffquelle und
Elektronendonor (Cutteet al, 2001), die Zugabe von Wasserstoff hemmte auchoth
angereicherten Kulturen die Dechlorierung. StammlD#essen Isolierung Mast al (2008)
erst kirzlich gelang, nutzt im Gegensatz zu Stamfav dNVasserstoff oder Formiat als
Elektronendonor, ist aber nicht in der Lage, AcatatKohlenstoffquelle zu verwenden (Tab.
19).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Nutmumngcetat als Kohlenstoffquelle und
Wasserstoff als Elektronendonor in der vorliegendeeit eine Koanreicherung von
Dehalococcoidesp. und Acetogenen nach sich zog (Abb. 10, Tap.i&é Verwendung von
organischen Sauren als Elektronendonatoren ventendermutlich aufgrund der Freisetzung
geringer Wasserstoffmengen eine Vorherrschaft degtdgenen. Nach dem Umsatz der
organischen Sauren durch die fermentierende Geuonfgifis kam es zu einer starken
Anreicherung voribehalococcoidegAbb. 10, Tab. 16).

4.1.3 Einfluss von Inhibitoren auf den Anreichersioigpzess

Sowohl im Anreicherungsprozess des Stammes DCMB5aath bei der Isolierung der
Stamme CBDB1, 195, BAV1, FL2 und DF-1 wurden Intoken verwendet (Tab. 19). Dabei
handelte es in der Regel um BromethansulfonsauS)YBden Inhibitor methanogener
Archaea, und Antibiotika, die gegen grampositiv&ktBaen wirken (Amp, Van). BES ist ein
Strukturanalogon des Coenzyms M und hemmt kompetig Methyl-Coenzym M-Reduk-
tase. Bei der Anreicherung der Stamme CBDB1 und BE&Meigte sich, dass die Zugabe
von BES zu einer gesteigerten Dechlorierungsaktiviithrte (Adrianet al, 1998; Bungeet
al., 2008). Adrianet al (1998) machten die Hemmung der Methanogenen,ndieden
dechlorierenden Bakterien in Konkurrenz um den Aas$sff standen, fur diesen Effekt
verantwortlich. In anderen dechlorierenden Kultunenmde nach Zusatz von BES kein Effekt
(Holliger et al, 1992; Ballerstedtet al, 2004) oder nur eine leicht verringerte
Dechlorierungsrate beobachtet (Wual, 2000). In anderen Studien fuhrte die Nutzung von
BES zu einer Hemmung einiger Dechlorierungsch(litéfler et al, 1997; Middeldorpet al,
1997) oder zur vollstdndigen Inhibierung des Unestder halogenierten Verbindungen
(Cutter et al, 2001; Yanet al, 2005). Die Inhibierung der Dechlorierung von driger

chlorierten Intermediaten wurde fur die Dechloriggwon 1,2,3,4-TeCB beschrieben, bei der
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es zu einer Akkumulation von 1,2,3-DCB kam (Middejdet al, 1997). Loffleret al (1997)
beobachteten fur die Dechlorierung von PCE, das®edichlorierungsschritte vom DCE zum
Ethen besonders betroffen waren. Eine mdglichedgrkly hierfur ware, dass durch BES
einige reduktive Dehalogenasen gehemmt werden aitdss nach Inhibierung der
Methanogenen steigende Wasserstoffkonzentratiomgethermodynamisch weniger gunstige
Dechlorierung niedrig halogenierter Verbindungetetariicken.

Sowohl Ampicillin, Penicillin B-Lactam-Antibiotika) als auch Vancomycin (Glykopelpt
Antibiotikum) hemmen die Zellwandbiosynthese. DashlEn von Peptidoglykan ist
wahrscheinlich fir die Unempfindlichkeit vdbehalococcoidegiegeniber Ampicillin und
Vancomycin verantwortlich (Maymo-Gatedt al, 1997; Adrianet al, 2000 b). Die Zugabe
dieser Antibiotika zu diversen Anreicherungskultuleewirkte eine leichte Verringerung der
Dechlorierungsrate (Wattt al, 2001; Ballerstedet al, 2004; Bungeet al, 2008). Wahrend
Stamm DF-1 empfindlich gegenuber Amplicillin war,unde die Dechlorierung von
2,3,4,5-PCB durch 100 pg/ml Vancomycin nicht bdasdt. Vancomycin und Ampicillin
scheinen daher gut geeignet, um Vertreter Dehalococcoidetesanzureichern. Bei der
Isolierung der Stamme CBDB1 und 195 war die Zugaba Vancomycin oder eines
Vancomycin/Ampicillin-Gemisches einer der entsckeiden Schritte. Die Anwendung dieser
Antibiotika besitzt allerdings auch den Nachteihsd die Zugabe nicht zum Tod der
Bakterienzellen, sondern nur zu einer Wachstumiiehing fihrt, so dass
Verdunnungsreihen oder mehrere Transfers in newsdiuvh notwendig bleiben (Lofflest
al., 1999). Bei der Anreicherung des Stammes DCMB®Rahmen dieser Arbeit brachte die
Zugabe von Vancomycin nicht den erwarteten Erfdf@p( 3.1.3). Durch Zugabe von
Penicillin wurde jedoch der Uberwiegende Teil deangpositiven Bakterien aus dem
Konsortium entfernt. Damit wurde die Grundlage flie spatere Isolierung des Stammes
DCMB5 geschaffen.

4.1.4 Zugabe undefinierter Zusatze

Im Anreicherungsprozess der Stamme CBDB1, 195 bBZ®.und nach Isolierung des
Stammes DF-1 zeigte sich, dass durch Hemmung odeitust von Mitgliedern der
Mischkulturen die Dechlorierungsativitat nicht irue Kulturen Uberfihrt werden konnte
(Maymo-Gatellet al, 1997; Adriaret al, 2000 a; Mulleret al, 2004; Mayet al, 2008). Der
Zusatz von sterilem Mischkulturiberstand glich 8mlust der entsprechenden Organismen

allerdings aus.
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Im Isolierungsprozess vobehalococcoidesp. Stamm 195 zeigte sich, dass es bereits in
frihen Anreicherungskulturen nétig war, komplexes@ue zuzugeben, um einen Verlust der
Dechlorierungsaktivitat zu vermeiden (Maymo-Gatdllal, 1995). So wurden 25 % (v/v)
Filter-sterilisierter anaerober Faulschlamm zugegelits wurden verschiedenste Néhrstoffe
auf eine stimulierende Wirkung getestet (Cholesteffiichtige Fettsauren oder auch
Aminosauren aus verdautem Casein), und obwohl eii8gbstanzen die Dechlorierung
forderten, konnte die Dechlorierungsaktivitdt nuarah Zugabe von sterilfiltriertem
Uberstand aus dechlorierenden Mischkulturen eréadgyrtransferiert werden. He al (2007)
gelang es inzwischen, Stamm 195 in definiertem Kdilmeedium zu kultivieren.
Ausschlaggebend waren ein Wechsel des Mediums ismd/erwendung einer erhdhten
Vitamin B;>-Konzentration (0,025 mg/l). Auch bei der Isoliegudes Stammes DF-1 war es
nur moglich, die Dechlorierungsaktivitat in den Railturen zu erhalten, wenn steriler
Kulturiberstand eines aus der Mischkultur isolieri@esulfovibrio Stammes zugegeben
wurde (Mayet al, 2008). Eine genauere Analyse des MetabolismgsR#gtners kann in
diesem Zusammenhang helfen, den fir das dechloderBakterium essentiellen Nahrstoff
zu identifizieren. So gelang es De Wildenatnal (2003) durch die Analyse verschiedener
Kulturiberstéande herauszufinden, dass fir den Ertar Dechlorierungsaktivitat von
Desulfitobacterium dichloroeliminanger Zusatz von Vitamin Koder K nétig war und den
Zusatz des sterilen Kulturiberstandes Uberflissighte.

Wahrend der Anreicherung von Stamm DCMB5 wurde®® % Hefeextrakt zugesetzt. Die
Kultivierung des Stammes DCMB5 gelang jedoch aleBehd wie die der Stamme VZ,
CBDB1, BAV1, FL2, GT und 195 in synthetischem Mialkenedium (Heet al, 2003 b; Heet

al., 2005; Sungpt al, 2006; Bungeet al, 2007; Heet al, 2007; Bungest al, 2008; Tab. 19).
Dies ist ein Hinweis darauf, dass mdglichst fritigeim Anreicherungsprozess versucht
werden sollte, komplexe Zusatze weggelassen, umAd&ahl von Begleitorganismen zu

reduzieren.

4.1.5 Konzentration und Toxizitat der chloriertdekEronenakzeptoren

Da viele chlororganische Verbindungen ab eineritmesten Konzentration toxisch fur die
dechlorierenden Mikroorganismen sind, sollten zgiBe der Anreicherung geringe Mengen
an halogeniertem Elektronenakzeptor verwendet werd@éffler et al, 2005). Speziell

Chloraromaten fuhren in hoheren Konzentrationeeimar Hemmung der Dechlorierung, wie

beispielsweise fiur Chlorbenzole gezeigt wurde (igefl et al, 1992; Adrian und Gorisch,
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2002). Andererseits ist es aber auch notwendigealm®ende Mengen an Elektronenakzeptor
zuzugeben, um die Anreicherung zu fordern. So beddn Maymo-Gatelket al (1995),
Ballerstedtet al (2004) und Bedardt al (2006), dass die Zugabe hdherer Konzentrationen
an Elektronenakzeptor zu einer héheren Dechlorgsaktivitat fuhrte. Fur die Dechlorierung
von cDCE und Vinylchlorid wurde eine Grenzkonzetitra von 0,7 UM ermittelt, unter der
keine Dechlorierung und kein Wachstum mehr statéan(Cupplest al, 2004 a). Dabei
handelt es sich um eine Beobachtung, die sowohl diér Anreicherung der dehalo-
respirierenden Bakterien als auch fur die Saniespraxis von Bedeutung ist.

Hohere Elektronenakzeptorkonzentrationen forderdemu nicht nur die Dechlorierungs-
aktivitat, sondern inhibieren gleichzeitig das Wstdm einiger Mitglieder in den
dehalogenierenden Mischkulturen. So wurden insliEmen methanogene Archaea in
Kulturen der Stamme 195, BAV1 und FL2 durch hohenkémtrationen an chlorierten
Ethenen gehemmt (Maymo-Gatell al, 1995; Heet al, 2003 b; Heet al, 2005). Dies war
besonders dann von Vorteil fur die Anreicherung,nwedie Gabe von BES die
Dechlorierungsaktivitat negativ beeinflusste (Léfit al, 1997, Kap. 4.1.3).

Die Isolierung und Kultivierung von Dioxin-dechleridenDehalococcoidessp. gestaltete
sich, moglicherweise aufgrund des hydrophoben &hersder Dioxine (Shiet al, 1988),
oft schwierig. Dennoch gelang es Hiraighial. (2005 a) vieDehalococcoide$Stamme mit
50 uM 1,2,3,4-TeCDD als Elektronenakzeptor und uNigzung von BES und Molydbat als
Inhibitoren soweit anzureichern, dass anschlief3nd Isolierung tUber Verdinnungsreihen
in Agarshakes mdglich war.

Eine Strategie, um trotz der Limitierung durch desfigbare Substrat zu einer héheren
Dechlorierungsaktivitat und einer Anreicherung alaggen, ist die zusatzliche Gabe von
halogenierten Verbindungen mit einer héheren Bikidgrarkeit. Das sogenannf@iming
wurde schon in einer Vielzahl von Studien angewdkdn et al, 1998, 1999; Ahret al,
2005, 2007; Bedardt al, 2007; Liu und Fennell, 2008). Dabei wird gemmer im Vergleich

zu der Substanz mit der geringeren Bioverfligbarikeiinem 7 bis 14 fachen Uberschuss
zugegeben (Adrian und Lechner, 2004). Der Zusatz Sobstanzen ahnlicher Struktur,
speziell die Zugabe von Tetrachlorbenzol, Tetraemisol oder Tetrachlorphenol, férderte
beispielsweise die Dechlorierung von 1,2,3,4-TeC@bn et al, 2005, 2007). Die Zugabe
von 2,3,5,6-Tetrachlorbiphenyl oder 2,6-Dibrombipyle erhohte die Dechlorierung von
Aroclor 1260, einem PCB-Gemisch (Wat al., 1998, 1999). Der fordernde Effekt des
priming liegt in der Stimulierung des Wachstums des deidrienden Bakteriums (Wet al,
1999). Im Anreicherungsprozess des Stammes DCMB8ewlieser Effekt ebenfalls genutzt,
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indem anstelle von 1,2,4-TrCDD 1,2,3-TrCB eingesetarde. 1,2,3-TrCB ist besser
wasserloslich und lasst sich Uber eine Hexadekasplmigeben. Die Nutzung dieses
sogenannten Zweiflissigphasensystems besitzt deteiValass es zu einer kontinuierlichen
Nachlésung des Substrates in niedrigen Konzentratio (Verteilungskoeffizient
Hexadekan/Wasser fir 1,2,3-TrCB: 4,04; Holligerl, 1992) kommt und eventuell toxische
Intermediate oder Endprodukte des Dechlorierunggsses aus der wassrigen Phase entfernt
werden (Holligeret al, 1992; Adrian und Gérisch., 2002). Ein positingbeneffekt besteht
darin, dass hohe Zellzahlen in den Kulturen erzie#trden konnen. Zweiflissig-
phasensysteme wurden unter anderem im Isolieruogsgs der Stamme FL2 und DCMB5
verwendet (Heet al, 2005; Bungeet al, 2008; diese Arbeit). Im Falle vddehalococcoides
sp. Stamm DCMBS5 stieg der Anteil von 0,0007 % mR,4-TrCDD auf bis zu 48 % mit
1,2,3-TrCB im Zweiflissigphasensystem (Burgeal, 2008; Tab. 16).

4.1.6 Isolierung der dechlorierenden Bakterien

Die Isolierung vonDehalococcoidesStammen aus hoch angereicherten Kulturen erfolgte
meist mittels Verdinnungsreihen in Flissigmediurd/oder Weichagarshakes (Loffler al.,
2005, Mayet al, 2008).Dehalococcoidessp. bilden zwar auf Agarplatten keine Kolonien,
aber im Weichagar mit einem Anteil von 0,5-0,7184% meltingAgarose kam es zur Bildung
sichtbarer Kolonien (Adriaet al, 2000 b; Heet al, 2003 b, Sungt al, 2006; Bungest al.,
2007).

Bei der Isolierung des Stammes DCMB5 wurde zunaahse Verdiunnungsreihe in
Zweiflussigphasenkulturen mit 1,2,3-TrCB als Eleki&nakzeptor und Wasserstoff als
Elektronendonor hergestellt (Bunge al, 2008). Aus der hdchsten Verdinnungsstufe mit
nachweisbarer Dechlorierungaktivitat wurde ans@diel eine Verdinnungsreihe low
melting Agarose erstellt. Koloniebildung wurde nur biseiner Verdiinnungsstufe von 40
festgestellt, wohingegen die Dechlorierungsaktivitis zu einer Verdiinnungsstufe von®10
messbar war, das heil3t, es waren keine KolonierStleames DCMB5 sichtbar. Aus dem
Agaroseshake der Verdiinnungsstufe von® Murden zufallig sechs Agarose-Stiicke
ausgewahlt und in frisches Medium mit 1,2,4-TrCDikithrt. Zwei dieser Kulturen zeigten
anschlieBend Dechlorierungsaktivitat und in mikaygskchen Analysen ausschlief3lich Zellen
mit der firDehalococcoidesypischen Morphologie.

Die Nutzung von organischen Sauren als Elektroneaidoen und Kohlenstoffquelle im

frihen Anreicherungsprozess, der Wechsel zu AWtetserstoff in angereicherten Kulturen,
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die Verwendung von Antibiotika sowie hohen Konzatitmen des Elektronenakzeptors und
die Entfernung komplexer Zusatze aus dem Kultingamedium kénnen zu einer starken
Anreicherung vorDehalococcoidesp. fuhren. Diese hoch angereicherten Kulturetebidie
Maglichkeit der Isolierung vorDehalococcoidessp. tUber Agarshakes und Verdinnungs-
reihen. Eine Moglichkeit den Anreicherungszeitrammverkirzen, ware die Nutzung eines
Percoll-Gradienten (van Doesbugj al, 2005; Fischer, 2007). Hiermit war es moglich,
Stamm DCMBS5 und defi-Hexachlorcyclohexan-dechlorierendBn restrictusstarker anzu-
reichern, die Isolierung gelang jedoch auf dieserag®/nicht. Weitere Faktoren, die die
Anreicherung beeinflussen kdnnen, sind die Tempei@ittelmann und Friedrich, 2008 a),
der pH-Wert (Griffinet al, 2004) und das verwendete Reduktionsmittel (klagl, 2008).

4.2 Wachstumsertrage des Stammes DCMB5

Die in dieser Arbeit ermittelten WachstumsertréigieStamm DCMBS5 lagen zwischen 2 und
6 x 10 16S rRNA Genkopien pro pmol an freigesetztem Gihlddiese Werte entsprechen
weitgehend Ertrdgen der Stamme CBDB1 und 195 naaebh#fum auf 2,3-Dichlorphenol
oder des Stammes BAV1 nach Wachstum auf Vinylcthl¢fiab. 20). Bei der Analyse der
Wachstumsertrage verschiededehalococcoidesp. zeigte sich jedoch, dass der Ertrag um
eine oder gar zwei (Stamm 195) GroRRenordnungenevani konnte. Fir diese Diskrepanz
finden sich in der Literatur unterschiedliche Erlidgen. Wahrend die Abweichungen im
Ertrag des Stammes 195 wahrscheinlich auf die nagrgelegte Rechnung zurtickzufihren
sind (Holmeset al, 2006), erklaren Duhamet al (2004) die Varianz mit Unterschieden in
der Physiologie verschiedenddehalococcoidesStamme oder methodischen Fehlern.
Dagegen spricht jedoch, dass sich die Wachsturdgertdes Stammes DCMB5 flr
1,2,3-TrCB bzw. zwei Trichlordibenzodioxine um ks einer Gré3enordnung unterschieden
(Ewald et al, 2007; Tab. 15, 16). Die Wahrscheinlichkeit, dags Diskrepanz auf die
verwendeten Elektronenakzeptoren zuriickzufihrenssigering, da zum Beispiel &hnliche
Ertrage nach Wachstum auf VC oder TCE (Cupplesl, 2004 b), Aroclor 1260 (Bedart

al., 2007) und TrCDDs (Ewalet al, 2007) auftraten (Tab. 20). Bung# al (2008)
begriindeten die Unterschiede mit verschiedeneralenit Zellzahlen. Eine groRere Zahl von
Zellen kdnnte dazu fuhren, dass ein hoherer Adiesl vorhandenen Elektronenakzeptors fir
den Erhaltungsstoffwechsel genutzt wird und soncttnfiir Wachstum oder Biosynthese zur
Verfugung steht. Widerspruchlich ist jedoch, das3-2CP dechlorierende Kulturen des

Stammes CBDBL trotz einer niedrigen AusgangszdlZdi Zellen/ml) nur einen Ertrag von
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Tab. 20 Wachstumsertrdge ausgewahltBrehalococcoidesssp. bei

Elektronenakzeptoren.

Nutzung verschiedener

Wachstumsertrag

Stamm Substrat (10’ 16S rDNA Kopien/pmol Chlorid) Referenz
DCMBS 1,2,3-TrCB 2,0-6,4 ‘1"66)56 Arbeit (Tab. 15,
DCMB5 1,2,4-TrCDD 28
DCMB5 1,2,3-TrCDD 25 Ewaldet al, 2007
CBDB1 Pentachlorbenzol 14 Jayachandraet al,
CBDB1 Hexachlorbenzol 9 2003
CBDB1 2,3-DCP 6,3-7,6 Adriaet al,, 2007 a
D. ethenogenes PCE 230 Holmest al,, 2006
D. ethenogenes 2,3-DCP 8,3 Adriaret al, 2007 a
BAV1 Vinylchlorid 6,3 Heet al, 2003 b
VS Vinylchlorid 52 Cupplest al, 2003
VS Vinylchlorid 46
VS TCE 58 Cuppleset al, 2004 b
GT Vinylchlorid 25
GT TCE 31 Sunget al, 2006
Dehalococcoidesp. . .

ANAS-Kultur Vinylchlorid 1,3

Dehalococcoidesp. .

ANAS-Kultur cis DCE 1,1 Holmeset al, 2006
Dehalococcoidesp.

ANAS-Kultur TCE L4

Dehalococcoidesp. Vinylchlorid 56

KB-1/VC-Kultur Duhamelet al, 2004
Dehalococcoidesp. TCE 36

KB-1/VC-Kultur

Dehalococcoidesp.  Arochlor1260 93 Bedadl al., 2007

TrCB-Trichlorbenzol,
Dichlorethen

TrCDD-Trichlordibenzp-dioxin,

DCP-Dichlorphenol,

TCE-Trichlorethen, DCE-

7,6 x 10 Zellen/umol Chlorid erreichten (Adriagt al, 2007 a). Holmest al (2006) und
Adrianet al (2007 a) erklarten Unterschiede im Wachstumsgrira einer Entkopplung von

Wachstum und Dechlorierung. Dieses Phanomen wuedeit von Maymo-Gatelet al
(1997) fur Stamm 195 beobachtet. Warum es zur fpplkmg von Wachstum und

Dechlorierung kommt, ist bislang nicht bekanntwvsl aber vermutet, dass eine Limitierung

von einzelnen Medienkomponenten daflr verantwdrttiein konnte (Adriaet al, 2007 a;

Bungeet al, 2008).
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4.3 Methoden zur Untersuchung der Populationstruktu

Die Analyse der Populationsstruktur erfolgte in derliegenden Arbeit mittels t-RFLP
Analysen von 16S rRNA Genen. Die Sequenzen ausamnddnen (Wagner, 2004) oder in
dieser Arbeit neu generierten Klonbibliotheken (TaB, 14) stellten fiir die Auswertung eine
wichtige Voraussetzung dar. Die t-RFLP Analyse fapckeits eine breite Anwendung bei der
Untersuchung von Populationsstrukturen in dechienden Mischkulturen (Ritalahti und
Loffler, 2004; Ahnet al, 2007; Bungeet al, 2008; Kittelmann und Friedrich, 2008 a, b),
neben anderen 16S rDNA-bezogenen Methodengdematuring gradient gel electrophoresis
(DGGE)-Analysen (Cutteet al, 2001; Duhamel und Edwards, 2006), RFLP-Analy§anet

al., 2004; Bedaret al, 2007) oder Fluoreszenz-In situ-Hybridisierun¢SiH; Richardsoret

al., 2002; Yanget al, 2005).

T-RFLP, RFLP und DGGE Analysen sind PCR-basiertethblden, was eine gewisse
Fehlerhaftigkeit nach sich zieht. Bereits der 4dBahluss hat einen Einfluss auf die spateren
Ergebnisse (Pulliam Holomaet al, 1998). Ist die Lyse-Methode zu sanft, werden
gramnegative Bakterien Uberreprasentiert. Ist di¢hidde zu hart, kdnnte es zur Scherung der
DNA kommen (Kirket al, 2004). PCR bedingte Fehler entstehen durch eliekfvitat der
verwendeten Primer, die genutzten Amplifikationshgdngen (Osboret al, 2000; Huwset

al., 2007) oder durch die Bildung von Chimaren (Amanal, 1995; Kanagawat al., 2003).
Yanget al (2005) beschrieben, dass die mittels DGGE enmaftedErgebnisse stark von den
verwendeten Primerpaaren abhingen. Auch im RahnegnUditersuchungen von Wagner
(2004) und der vorliegenden Arbeit zeigte sich,sddie Wahl der Primerpaare entscheidend
fur die spateren Ergebnisse war. So war beispiggnbe Amplifikation der 16S rRNA Gene
an DNA aus dechlorierenden Mischkulturen mit denmBrpaar fD1/rP2 (Weisburgt al.,
1991) nicht moglich (Wagner, 2004). Mit den PriméDi und 796r (Sawadat al, 1993)
kam es in der vorliegenden Arbeit zu einer Uberstthiy des Anteils voehalococcoides
sp. in t-RFLP Analysen (Daten nicht gezeigt). Hrst Verwendung der Primer fD1 und
Eub534 r (Muyzeret al, 1993) wurden in t-RFLP Analysen Ergebnisse ¢ehaldie
weitgehend mit denen mikroskopischer Analysen iibstienmten (Bungest al, 2008). Bei
diesem Vergleich offenbarte sich ein weiteres Rnobber PCR-basierten Methoden. Denn
im Vergleich zur direkten Zellzdhlung kam es in FR®R Analysen zur leichten
Unterschatzung des Anteils v@rehalococcoidesDies begrindet sich wahrscheinlich damit,
dass die Zahl der 16S rRNA Genkopien im Genom eEgmnismus seinen scheinbaren
Anteil an der Gesamtpopulation beeinflusst (Wattal, 2001; Richardsoat al, 2002; Rahm
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et al, 2006 a). Organismen mit einer groReren Zahl&rRNA Kopien im Genom wie z.B.
Clostridien (Raineyet al, 1996) werden so uberreprasentiert. Im Gegenzugl w
beispielsweise der Anteil voDehalococcoidesp. mit nur einer 16S rRNA Genkopie im
Genom (Kubeet al.,, 2005; Seshadset al,, 2005) unterschatzt.

Vergleicht man die verschiedenen PCR-basierten ddigth (RFLP, t-RFLP und DGGE)
hinsichtlich der Vor- und Nachteile (Wats al, 2001; Kirket al, 2004), liegt der Vorteil der
RFLP-Analysen darin, dass auch sehr ahnliche 18SArfSensequenzen unterschieden
werden konnen. Es kann jedoch auch zu einer waitészzerrung der Detektionsfrequenz
einzelner Organismen durch unterschiedliche Tramsdtionseffizienzen und die zuféllige
Auswahl der Klone kommen. Ein Nachteil von t-RFLRIUDDGGE Analysen ist, dass sie nur
auswertbare Ergebnisse in weniger komplexen MidtiMan ergeben (Wattst al, 2001;
Kirk et al, 2004). Bei der t-RFLP Methode kommt hinzu, dasspezifische terminale
Fragmente durch Bildung von so genannten Pseudspé&alert und Friedrich, 2003) oder
konkatemere Primersequenzen (Osboeteal, 2005) auftreten konnen. Diese Artefakte
lassen die Mischkulturen komplexer erscheinensiglg¢atséachlich sind. Ein weiterer Nachteil
der t-RFLP Analysen besteht darin, dass es erfiicteist, Klonbibliotheken der in der
Mischkultur enthaltenen 16S rRNA Gene zu erstellad Sequenzanalysen durchzufihren,
um die gebildeten terminalen Fragmente bestimmtga@smen zuordnen zu kénnen (Watts
et al, 2001). Bei der Anwendung der DGGE Methode kdndienerhaltenen Banden direkt
ansequenziert werden.

Obwohl Lueders und Friedrich (2003) zeigten, dasméglich ist, ausgewéhlte Organismen
mittels t-RFLP Analysen Uber die Peakflache zu ¢tiaeren, lassen PCR-basierte
Methoden aufgrund der konventionell verwendetenpnétbestimmung in der Regel keine
guantitative Aussage Uber die Haufigkeit einzelri@akterien in Mischkulturen zu
(Richardsonet al, 2002; Yanget al, 2005). Richardsoret al (2002) untersuchten die
Populationsstruktur von ANAS Anreicherungskulturemttels t-RFLP und FISH. Dabei
ergaben die beiden Methoden voneinander abweichdandefigkeiten der einzelnen
detektierten Organismen. Obwohl es mittels t-RFLBgich war, Unterschiede in der
Populationsstruktur unter wechselnden Bedingungbnedl zu detektieren, kam es mit dieser
Methode zu einer Uberschatzung vdahalococcoidesp. und grampositiven Bakterien mit
niedrigem G+C Gehalt. Die alleinige Nutzung der HH8nalysen hatte hingegen dazu
gefuhrt, wichtige in der ANAS-Kultur enthaltene Baken zu Ubersehen. Um ein mdglichst
realistisches Bild von der Zusammensetzung einescMultur zu erhalten, ist es deshalb
notwendig, mehrere Methoden zu kombinieren (Rickamét al, 2002).
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Fir die Identifikation der dechlorierenden Bakteria Mischkulturen kamen sowohl PCR-
basierte Methoden (Wet al, 2002 b; Cupplest al, 2003; Ballerstedet al., 2004; Duhamel
und Edwards, 2006) als auch mikroskopische Techn{Rellentaet al, 2004; Bungeet al,
2007) zum Einsatz. Dem qualitativen Nachweis vBehalococcoidessp. dienten
beispielsweis@estedPCR Anséatze (Ballerstedt al, 2004) oder DGGE Analysen (Duhamel
und Edwards, 2006). Mit DGGE Untersuchungen geksyglen Nachweis zu erbringen, dass
der PCB-dechlorierende Stamm 0-17 auch in Gegenwant Chlorbenzolen (Wt al,
2002 b) oder Chlorethenen (Millezt al, 2005) wuchs. Die quantitative Analyse von
Dehalococcoidessp. wurde mittels competitiver PCR (Cupplets al, 2003), MPN-PCR
(Fagervoldet al, 2005), quantitativer PCR (He al, 2003 a; Duhamel und Edwards, 2006;
Bunge et al, 2008), FISH (Aulentaet al, 2004; Bungeet al, 2007) oder durch
mikroskopische Zahlung nach Anfarben mit CoomaéBignge et al, 2008) durchgefiuhrt.
Wahrend man mit der herkdmmlichen FISH-Methode unieht-limitierenden Bedingungen
in BioreaktorerDehalococcoideproblemlos detektieren konnte (Aulemtaal, 2004), war es
im Anreicherungsprozess des Stammes VZ effektider, sensitiverecatalyzed reporter
deposition(Card)-FISH-Technik fir die Quantifizierung vddehalococcoidesinzusetzen
(Bunge et al, 2007). Bei allen Vor- und Nachteilen der genannMethoden wird zur
Quantifizierung von Dehalococcoidesaufgrund der hohen Sensitivitdt und der guten
Reproduzierbarkeit wahrscheinlich in Zukunft Ubesgend die quantitative PCR ihre
Anwendung finden. Nicht nur in Anreicherungskultursondern auch zur Abschatzung des
Dechlorierungspotentials an kontaminierten Stamsipitann die Bestimmung der Kopienzahl
von 16S rRNA- und/oder funktionellerdpA) Genen oder Transkripten einen Uberblick tiber
die Zahl und Aktivitat der dehalorespirierenden ®alen geben.

4.4 Mogliche Interaktionen zwischen Dechlorierend Wertretern der Mischkultur

Ein interessanter Aspekt bei der Analyse von dewrenden Mischkulturen ist, dass viele
identifizierte Organismen bereits in anderen Arreigskulturen dehalorespirierender
Bakterien nachgewiesen wurden (Tab. 21). SpezielA-Sund SJA-16S rRNA Gen-
sequenzen aus 1,2-Dichlorpropan- und Trichlorbedechlorierenden Mischkulturen
(Schlotelburget al, 2000, von Wintzingerodet al, 1999) sind auch in einer Vielzahl
weiterer dechlorierender Populationen zu findens Dautet auf spezifische Interaktionen
innerhalb der dechlorierenden Okosysteme hin. Eszvgar auch mdglich, dass diese

Koanreicherung mit den physikalisch-chemischen Bgualgen (pH-Wert, Chloridkonzen-
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tration, Redoxpotential) zusammenhangt, die fur dkeuktive Dechlorierung bendtigt
werden. Andererseits ist es aber auch denkbar, slasauf syntrophen oder chemischen
Beziehungen der Mitglieder beruht (@&t al, 2004). Entsprechende Signatur-Organismen
konnten in Kombination mit dem Nachweis dechlomeler Bakterien helfen, an
kontaminierten Standorten vorauszusagen, ob eimeplatte oder partielle Dechlorierung
ohne Eingriff des Menschen moglich ist (&ual, 2004).

Ein Vergleich der in dieser Arbeit ermittelten Ptgiionsstruktur von Stamm DCMB5-
haltigen Anreicherungskulturen mit anderen dechlenden Kulturen zeigte, dass die
16S rRNA Gensequenzen von Vertretern d&pirochaetes Bacteroidetes und von
Sedimentibactesp., Syntrophussp., Desulfovibrio sp. undDehalococcoidesp. haufig zu
finden sind, unabhangig von den verwendeten Elaktiakzeptoren, Elektronendonatoren
und Anreicherungsstrategien (Tab. 21). Die Vermgturdass die wiederholt in
dechlorierenden Kulturen identifizierten Organismen syntropher oder mutualistischer
Beziehung zu den dehalorespirierenden Bakteridrestevird dadurch unterstitzt, dass z.B.
ein Desulfovibriosp. fur das Wachstum von Stamm DF-1 essentiell (May et al., 2008)
und eine Kokultivierung miDesulfovibriosp. die Dechlorierungsaktivitat des Stammes 195
forderte (Heet al, 2007). Syntrophe Beziehungen wurden auch flirukoken, bestehend aus
Dehalobacter sp. und Sedimentibactersp. (van Doesburget al., 2005) bzw. aus
Dehalococcoidessp., Desulfitobacteriumsp. und Syntrophussp. (Bungeet al, 2007),
postuliert. Nur in aktiv Arochlor 1260 dechloriedln Kulturen waren aucBacteroidetes
und Spirochaeted/ertreter zu finden (Fagervokt al, 2007).

Wahrend fur letztere bisher keine Hinweise auf ilfenktion in dehalorespirierenden
Gemeinschaften existieren, gibt es Biesulfovibriosp. undSyntrophussp. Indizien, dass sie
Uber den Wasserstoff-Stoffwechsel mit dem dechieniden Partner in Verbindung stehen.
So wurde furDesulfovibriosp. beschrieben, dass es in Abwesenheit von Saolid¢r Lage
war, Substrate wie Laktat unter Wasserstofffreisegizzu fermentieren, sofern eine syntrophe
Interaktion mit einem Wasserstoff-verwertenden Bakim bestand (Richardse al, 2002).
Syntrophusssp. sind bei der Verwertung von Benzoat auf eisgntrophen Partner
angewiesen (Schingt al., 1997). Die Wasserstoff-verbrauchenden Organissivah dabei in
der Regel methanogene Archaea. Buegel (2007) beschrieb eine Benzoat-oxidierende
syntrophe Gemeinschaft aBgntrophussp.,Desulfitobacteriunsp. undDehalococcoidesp.,

bei der dechlorierende Bakterien die Wasserstafraeichenden Partner waren. Der Abbau
der zugesetzten organischen Sauren durch nichtedeglende Mitglieder der Mischkulturen

fordert die dechlorierenden Bakterien vermutlichrotiuFreisetzung bendétigter Elektronen-
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Tab. 21 Populationszusammensetzung dechlorierender Migitinen. Wiederholt auftretende Organismen sindi¢ghervorgehoben.

Kultur Methode Dominante Organismen Referenz

Dioxin-dechlorierendes Konsortium RFLP Vertreter de ,Clostridiumsp.,Trichococcussp., ., Geobacter Hiraishiet al, 2005 a
sp.,Syntrophusp, Desulfobacteriunsp.,Chloroflexi

DCMB5-Anreicherungskultur RFLP Syntrophusp, Trichococcussp.,Clostridiumsp., , Dehalococcoidesp. Bungeet al, 2008

(1,2,4-TrCDD-Dechlorierung)

DCMB5-Anreicherungskultur RFLP Syntrophusp, Trichococcussp.,Clostridiumsp., -Chloroflexi Klon SHA-300, Bungeet al, 2008

(1,2,3-TrCB-Dechlorierung) Dehalococcoidesp.

DCMB5-Anreicherungskultur t-RFLP Clostridiumsp., ) Vertreter defSpirochaetegu.a. Klon diese Arbeit

(1,2,3-TrCB-Dechlorierung) SJA-168),Acetobacteriunsp, -Dehalococcoidesp.

PCB-dechlorierendes Konsortium RFLP Vertreter dar . Tauerasp.,Pseudomonasp., ., Klon SHA-  Bedardet al, 2006
53, Dehalococcoidesp.

Arochlor 1260 dechlorierendes RFLP Tauerasp.,Actinobactersp.,Pseudomonasp., Vertreter der ~Geobacteraceae Bedardet al, 2007

Konsortium sp., Klon SHA-53,Clostridiumsp.,Dehalococcoidesp.

0-17 Anreicherungskultur DGGE Pseudomonasp.,Aminobacteriunsp.,Spirochaetasp, Cutteret al, 2001

(PCB-Dechlorierung)

0-17 Anreicherungskultur Thermotogasp., Verteter der ~Desulfothiovibriosp.,Clostridiumsp., Pulliam Holomaret

(PCB-Dechlorierung) Syntrophusp.,Desulfuromonasp. al., 1998

2,3,4,5-Tetrachlorbiphenyl- DGGE Clostridiumsp., Klon SHA-15Anaerolineasp.,Pelosporasp.,Syntrophomonasp.,, Yanet al, 2006

dechlorierende Mischkultur Desulfosarcinasp.,Dehalococcoidesp.

PCB-dechlorierende Mischkultur RFLP Desulfuromonasp., , Aminobacteriunsp.,Acetivibriosp.,Thermotogasp.  Wattst al, 2001

Anreicherungskultur Stamm VZ DGGE Clostridiumsp., , Desulfitobacteriunmsp.,Syntrophus ~ Bungeet al, 2007

(PCE-Dechlorierung) sp., Dehalococcoidesp.

KB-1 Anreicherungskultur: Duhamel und

PCE-Dechlorierung DGGE Vertreter der , Desulfotomaculunsp.,Geobactersp.,Spirochaetes Edwards, 2006
Sulfurospirillumsp.,Sytrophobactesp.,Syntrophomonasp.,Dehalococcoidesp.

VC-Dechlorierung DGGE Acetobacteriunsp., Vertreter der -~Geobactersp., Vertreter depirochaetes
Syntrophusp.,Dehalococcoidesp.

TCE/cDCE dechlorierendes RFLP Vertreter deBpirochates , Vertreter deChloroflexi Guet al, 2004

Konsortium

PCE-dechlorierendes Konsortium SIP Vertreterdear ~Vertreter deChloroflexi Lahn-Cluster, DF-13-Proteobacterien Kittelman und
(Desulfuromonasp,Desulfomonile tiedj@j Vertreter defSpirochaetes Friedrich, 2008 a, b

TCE-dechlorierendes Konsortium RFLP Acetobacteriunsp.,Sphingobacteriursp., Vertreter der undSpirochaetes Macbethet al, 2004

ANAS-Anreicherungskultur: TCE-
Dechlorierung

t-RFLP/RFLP

Trichlorobactersp.,Sulfurospirillumsp.
., Bacillus sp.,Flavobacteriumsp.,Mycobacteriunsp., ,
Lactobacillussp.,Citrobactersp.,Clostridiumsp.

Freeborret al, 2005
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donatoren, Kohlenstoffquellen und anderer Nahrstoffinter den Bakterien, die in der
Anreicherungskultur des Stammes DCMB5 nachgewiegerden, vergdren zum Beispiel
Sedimentibactessp. (Breitensteiet al, 2002), Vertreter de€lostridia (Dorn et al, 1978;
Catoet al, 1986),Desulfovibrio acidaminovorangéSurkovet al, 2001) undTrichococcus
ssp. (Janssest al, 1995) Pyruvat zu Acetat und zum Teil zu weitdPeodukten. Die Zugabe
vergleichsweise hoher Konzentrationen von Vitamin, Bist essentiell fur die
Aufrechterhaltung der Dechlorierungsaktivitdt vobehalococcoidessp. in diversen
Reinkulturen (Adriaret al, 2000 b; Heet al, 2007). Dementsprechend stellen Mitglieder der
Mischkultur vermutlich nicht nur Elektronendonatoreoder Kohlenstoffquellen zur
Verfiigung, sondern auch Vitamine oder Spurenelement

Obwohl Dehalococcoidesssp. in Reinkultur dechlorieren und wachsen kdnngnd
dehalorespirierende Mischkulturen wesentlich robwusind leichter zu erhalten. Das zeigt,
dass syntrophe oder mutualistische Beziehungen oded/ geeignete biochemische
Bedingungen, wie Redoxpotential oder pH-Wert, dasfeéld der dechlorierenden Bakterien
zu stabilisieren scheinen. Demzufolge kdnnen geeabepulationsuntersuchungen helfen zu
verstehen, welche Bedingungen einen kritischenld&sfauf den Weg und das Ausmald der

Dechlorierung sowie auf das Wachstum von Vertretembehalococcoidetesaben.

4.5 Methodische Ansatze zur Analyse vdhA Genen und Transkripten

In vorangegangenen Analysen wurddhA Gene oder Transkripte mit spezifischen Primern
(Smidt, 2001; Holmeet al, 2006; Ritalahtiet al, 2006; Sunget al, 2006; Daprateet al,
2007) und/oder degenerierten Primern (Smidt, 200h; Wintzingerodeet al, 2001; Ahnet

al.,, 2003; Rheeet al, 2003; Regearcet al, 2004) an DNA oder cDNA diverser
dehalorespirierender Kulturen amplifiziert und nabhonierung mittels RFLP Unter-
suchungen sowie anschlieBender Sequenzierung mmalyBie spezifischen Primer fanden
ihre Anwendung meist in Transkriptionsanalysen wndgden Uberwiegend inestedPCR
(Krajmalnik-Brownet al, 2004) oder gPCR Anséatzen (Johnstml, 2005 a, b; Fungt al,
2007) genutzt.

Degenerierte Primer wurden gréf3ten Teils bei desth8unach neuendhA Gensequenzen
verwendet. Die hohe Divergenz dethA Gensequenzen erschwerte allerdings das Design
universeller Primer (Rheet al, 2003; Regearcet al, 2004; diese Arbeit). So zeigte
beispielsweise ein Alignment der Gepee. multivorans CPICo. dehalogenandiNAICEAD ethenogenes
dass im N-Terminus nur sieben von 280 bis 350 byséxviert waren (Rheet al, 2003). Im
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C-Terminus waren im Bereich der Fe/S-Cluster Binol&ve immerhin 31 konservierte
Aminosauren zu finden, so dass degenerierte Proftenals in den Regionen der Fe/S
Bindemotive abgeleitet wurden (Smidt, 2001; von wimgerodeet al, 2001; Rheeet al,
2003). Auch in Analysen zur Transkription vodhA Genen wurden degenerierte Primer
verwendet (Smidt, 2001; Krajmalnik-Browat al, 2004; Walleret al, 2005). Mit Hilfe des
bereits erwahnten degenerierten Primerpaars RRR2/®&r es moglich, eine putative
Vinylchlorid-Dehalogenase zu identifizieren (Krajim&-Brown et al, 2004), und es wurde
gezeigt, dass bei der Dechlorierung verschiedenlerierter Aliphaten gleichzeitig multiple
rdhA Gene transkribiert werden (Waller al,, 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals t-RFLRalysen fur den Nachweis vadhA
Genen und Transkripten genutzt. Im Vergleich zuork@rungsstrategie oder zur Analyse
aller rdhA Gene und Transkripte mit Hilfe spezifischer Prineglaubt die Anwendung des
t-RFLP Ansatzes einen hoheren Probendurchsatzebieiggrem Arbeitsaufwand. Dabei kann
durch die Analyse der Bandenintensitit der RT-P@dthikte eine Aussage Uuber die
Induktion vonrdhA Genen getroffen werden. Zudem lasst eine Bestingnuer relativen
Peakflachen, wie im Rahmen dieser Arbeit verwendeien Schluss Uber differentielle
Unterschiede im Transkriptionsniveau einzelrrA Transkripte bei Nutzung verschiedener
Substrate zu. Bei der Bewertung von differenziellgnterschieden in den relativen
Peakflachen muss allerdings beachtet werden, dasstd die verwendeten degenerierten
Primer einen Effekt auf die Amplifikationseffiziemter einzelnemdhA Gene haben (Lueders
und Friedrich, 2003). Hinzu kommt, dass eine quaiine Aussage nur dann mdglich ist,
wenn die verwendete Zyklenzahl im exponentiellerre®dr der PCR lag. Da in der
vorliegenden Arbeit nur RT-PCR-Produkte bei Zyklkgmzn von 36 bis 50 erhalten wurden,
ist es wahrscheinlich, dass Uberwiegend bereitPtheeau-Phase der PCR erreicht wurde.
Betont werden muss, dass eine Analyse der relafReakflachen keine Auskunft Uber die
absoluten Transkriptmengen der einzelreimA Gene gibt.

Alle in dieser Arbeit durchgeflhrten Experimentdoéia gezeigt, dass der t-RFLP Ansatz
hervorragend geeignet ist, um bei Verwendung vézdelmer Elektronenakzetoren einen
Uberblick Uber die im Versuchsverlauf transkribéertGene zu erhalten. Neben der Nutzung
des t-RFLP Ansatzes in Transkriptionsanalysen we#meweiteres Feld der Anwendung die
Suche nachrdhA Genen und Transkripten an kontaminierten Standporen vorhandenes

Dechlorierungspotential zu erkennen.
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4.6 ldentifikation vorrdhA Genen im Genom des Stammes DCMB5

In Mischkulturen, die den Stamm DCMB5 enthielteryrden im Rahmen dieser Arbeit 22
rdhA Gene identifiziert. Das bestétigt bisherige Erkaersse, dass die verschiedenen
Dehalococcoidesstamme multiple Kopien ardhA Genen besitzen. So ergaben beispiels-
weise die Genomsequenzen der Stamme CBDB1, 195,1B&M VS die Existenz von 32,
17, 14 und 34dhA Genen (Kubeet al, 2005; Seshadet al, 2005). In Abb. 33 sind die
abgeleiteten Aminosauresequenzen A Gene der Stamme CBDB1, BAV1 und 195 in
einem Stammbaum dargestellt. Die in Stamm DCMBEgldtrtenrdhA Gensequenzen sind
dabei entsprechend ihrer hochsten Ahnlichkeit adfADEbene bestimmten Genen der
Stamme CBDB1, BAV1 und 195 zugeordnet.

Die sieben mit den Primern RRF2/B1R amplifizierterd klonierten, fast vollstandigedhA
Gene des Stammes CBDB1 wurden sequenziert. Aufgrungdl hohen Sequenzidentitat (Tab.
17) liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei@emen um Orthologe der entsprechenden
Gene der Stamme CBDB1 und 195 handelt. Bei derrsintbung vorrdhA Gensequenzen
der Dehalococcoidesstamme CBDB1, FL2, BAV1 und 195 zeigte sich, dassn jedem
Stamm sowohl Gene gab, die hohe Sequenzahnlichkgi8b %) zu Genen anderer Stamme
aufwiesen, als auch Gene, die spezifisch fur deéspeschenden Stamm waren (Holscher
al., 2004). Sowohl die fast vollstandigen SequenzsodA der Gene DCMBdhAG, rdhA7,
rdhA8, rdhA9, rdhAl10, rdhAl2ind rdhAl3 als auch die Teilsequenzen der anderen
identifizierten rdhA Gene zeigten auf DNA Ebene Sequenzidentitaten civis 80 und
100 % zu demdhA Genen anderddehalococcoidesStamme. Die hohe Zahl orthologehA
Gene legt eine engere Verwandtschaft des Stamm&4$B5CGu Stamm CBDB1 als zu den
Stammen 195 bzw. BAV1 nahe. Die Stamme CBDB1 ural désitzen 11 orthologalhA
Gene, die Stamme CBDB1 und BAV1 funf (Abb. 33).

In den nahezu kompletten Sequenzen des orfA dee G&MBrdhA6, rdhA7, rdhA8, rdhA9,
rdhA10 und rdhA13 wurde nach konservierten Regionen, wie zum Bdidp&S-Cluster
Bindemotiven, gesucht. In den abgeleiteten Aminmessgguenzen allerdhA Gene des
Stammes DCMB5 waren zwei Fe/S-Bindemotive zu finglrb. 34). Das erste Bindemotiv,
das charakteristisch fir reduktive DehalogenasenDe&halococcoidessp. ist (Holscheet

al.,, 2004), wies die Sequenz CxxCxxCxxxCP auf. Di€equenz reprasentiert das
Bindemotiv von Fg5-Clustern des Ferredoxin-Typs (Bruschi und Guetasgl988). Das
zweite Fe/S-Motiv, das in der abgeleiteten Aminosgequenz daedhA Gene des Stammes

DCMB5 zu finden war, zeigte Abweichungen von dernEensussequenz des ersten
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Abb. 33. Stammbaum basierend auf
Proteinsequenzen der
Dehalococcoidesp. Stamme 195,
CBDB1 und BAVL1. Die VcrA-
Aminosauresequenz wurde
ebenfalls eingefiligt. Die in der
vorliegenden Arbeit identifizierten
rdhA Gene des Stammes DCMB5
wurden entsprechend ihrer hdchsten
Ahnlichkeit auf DNA-Ebene
zugeordnet. Die Lange des Balkens
stellt einen Sequenzunterschied von
10 % dar.
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Bindemotivs. In den sieben untersuchtdhA Genen des Stammes DCMB5 waren das erste
und das zweite Cystein durch vier bis 14 Aminosédugetrennt (Abb. 34) und auch das
konservierte Prolin war nur in der Aminosauresequaes Gens DCMBdJhAS8 zu finden. In
den abgeleiteten Aminosauresequenzen der Gene D@NEB undrdhA9 wurde zudem ein
funfter Cysteinrest upstream des zweiten Fe/S-Bindemotivs lokalisiert. Ahnliche
Sequenzvariationen im zweiten Fe/S-Bindemotiv wardeereits in den abgeleiteten
Aminosauresequenzen anderéhA Gene inDehalococcoidessp. identifiziert (Holscheset
al., 2004). Es finden sich aber im zweiten Fe/S-Bindiév nicht nur vom Ferredoxin-Typ
abweichende Sequenzen (Magnusnal, 2000; Holschert al, 2004). In der Amino-
sauresequenz von TceA gibt es beispielsweise zwaideBotive der Sequenz
CxxCxxCxxxCP (Magnusoat al, 2000; Abb. 34). EPR Analysen von gereinigterukéigien
Dehalogenasen zeigten, dass sowohl zwgsF€luster als auch ein F&- und ein FgS5;-
Cluster gebunden sein kénnen (van de étas, 1999; Maillardet al, 2003). Die Detektion
eines FgS,- und eines F&5;-Clusters in derortho-Chlorphenol RdhA (CprA) aus
Desulfitobacterium dehalogenaf#an de Pasgt al, 1999) korrespondierte mit der Trennung
der ersten beiden Cysteinreste im zweiten Fe/SeBnadiv durch 12 Aminosauren. Obwohl
das zweite Fe/S Bindemotiv der PCE-RdhA JDahalobacter restrictusbenfalls einen
gro3en Abstand zwischen den ersten beiden Cysségmrezeigt, ist hier ein E&-Cluster
gebunden (Maillarcet al., 2003). Das wird eventuell durch Ausbildung eiBehleife durch
strukturaufbrechende flankierende Glycin- und Pr&leste ermdglicht.

Die Anwesenheit eines Cobalamin-Kofaktors wurde finige gereinigte reduktive
Dehalogenasen gezeigt (van de Piaal, 1999; Krautleret al, 2003; Maillardet al, 2003).
So identifizierten beispielsweise Krautkdral (2003) ein NorpseudovitaminBals Kofaktor
der PCE-RdhA vorSulfurospirillum multivorans Auch fur reduktive Dehalogenasen von
Dehalococcoidessp. ist anzunehmen, dass sie einen Cobalamirkt¢ofaesitzen, da die fur
Corrinoide typische lichtreversible Hemmung der Rlederungsaktivitdt der Tetrachlor-
bzw. Trichlorethen RdhA des Stammes 195 (Magnusbtral, 1998) und der Chlor-
benzoldechlorierung in Stamm CBDB1 durch Jodoallas@bachtet wurde (Holschet al,
2003). Ein Cobalaminbindemotiv mit der Konsensussaq DXxHXXG%1SXLX2.26GG
(Ludwig und Matthews, 1997), wie es auch fur Metitaylsferasen beschrieben wurde (Burke
und Krzycki, 1995), wurde jedoch nur sehr selterdém Aminosauresequenzen reduktiver
Dehalogenasen nachgewiesen. Bei einer Analysebdmiateten Aminosauresequenzen von
insgesamt 5tdhA Genen debehalococcoidesStamme CBDB1, FL2, BAV1 und 195 wurde

das DxHxxG-Teilmotiv nur in einemdhA Gen des Stammes 195 identifiziert (Holscher
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DCMB RdhA12 NSNVCISPEYGSVHG-YFDIITDLPMAPTHPIDAG IFRFCHTCHKCADECPAKCIDQGSE 390
DCMB RdhA13 NNGFCTSPEYGPILG-VFSLVTDMPLEPTNPIDAGWRFCQTCTKCADACPVNAIPKDHE 358
DCMB RdhA10 QGNYCLTPETGPNHI-PFTMLTDFPLVPTKPIDAGLFRFCHSCKKCADACPSQSISHADE 395
DCMB RdhA9  QKLYTLTPEYGAPGR-LYGVLTDLPLEPTHPIDAG IYRFCHSCQKCADSCPPQCISKEKE 298
DCMB RdhA6  LG-QCVFPEYGTMAR-LGSVITDLPLVPDKPIDSG VWNFCKTCKLCASHCPSGALNPDDV 361
DCMB RdhA8  MGQIIGSPEYGGLLRTHAVFYTDLPLPVTNPIDAGFVKFCETCGICAETCPVGAIQERGI 385
DCMB RdhA7  LN-CLVNPWHGALIRKADFMLTDLPLAPTRPIDSG ITRFCATCKKCAEMCPGSALSLADG 244

TceA? VSSIIEP-RYGSNTKGSLRMLTDLPLAPTKPIDAGIREFCK TCGICAEHCPTQAISHEGP 457

PceA® NG-LLITQKFGPRHR-IAKVYTDLELAPDKPRKFGVREFCR = LCKKCADACPAQAISHEKD 440

CprA© TGDCAIHPRLGYRHK-VAAVTTDLPLAPDKPIDFGLLDFCR VCKKCADNCPNDAITFDED 350
*

Kk - *  * *% Kk kk k% .

DCMB RdhA12 P-TWDFPASMYKPEMPVDYHAPGKRLFWNDPIA®PSN-SVAGA-CGVCMATCTENTNG 447
DCMB RdhA13 P-SWELPTVYGKPDIT---HSPGRKQYWTNALDCW.FLT-EYNG--CGACMATCTFNTN- 410
DCMB RdhA10 P-SWDVPDVDGKPRVF---CNPGHKGFWPDMAGGNSKGGGTSG-CWVCYANCTFSEDK 450
DCMB RdhA9  P-SWDLPLTEGKETIY---SVKGTKAFYNNLPLCC QYSN-ETSHG-CRICWGECTFTVNR 352
DCMB RdhA6  P-SWDVKYSG--------- NHPGKKVYHCDGMNCR  GYWY-DLTSL-CSICVASCVFAKKN 409
DCMB RdhA8 DRSWDNNCGQSWADDKQAGGSKVMYNIPGYKGWRECAFTPC-ASACKSNCPFNAIG 444
DCMB RdhA7  P-SWDTLSAQNG------ LGVKNYTNDWHKCRPWA WPPSPNTVGS-CGVCQAVCVFSKLE 296

TceA? L YDSPHWDCVSGYEGWHLDYHKCI N----CTICEAVCPFFTMS 496
PceA® PKVLQPEDCEVA------- ENPYTEKWHLDSNRCGSFWAYN GSP--CANCVAVCSWNKVE 491
CprA© P--eememememenene IEYNGYLRWNSDFKKCTEFRTTN EEGSSCGTCLKVCPWNSKE 393

* k-

DCMB RdhA12 -ASMIHDVVKATLAKTSLLNGFLWNADKAFGYGL¥GD--EKEKFWEIG--LPAYGFDTT 502
DCMB RdhA13  -IAPIHELVRTTLATTPLLNSFLWQADKFFGYGLT E----DKEAWWDLS--MPVYGFDSA 463
DCMB RdhA10 -AAMMHNIIRGTVSTTSLFNGFFSSMSNTFGYGP-YE---SPEVWWDMS--LPAYGFDST 503
DCMB RdhA9  -GALVHQIKGTIANIPLFNTYFYKLGDAFGYGTD PE---KAEAWWDLS--LPTLGQDST 406
DCMB RdhA6  -KAGIHDIIKATTAVTPAFNSFFRTMDQAFGYKYS NR---DPESWWDING-EPMFGIDSR 464
DCMB RdhA8  DGSFVHSIVKSTVATSPIFNSFFTSMEGVLHYG-K QDK--DPASWWNSPDEWFIYGTHPN 501
DCMB RdhA7  -ESSVHDIIKPVVSQTPLFNRFFKRMDDMFNYNNPEN----PEEWWSRDYKNYPYSRAVP 351

TceA? NNSWVHNLVKSTVATTPVFNGFFKNMEGAFGYGPRYSP--S RDEWWASEN--PIRGASVD 552

PceAP --TWNHDVAR-IATQIPLLQDAARKFDEWFGYNGPVNPDER LESGYVQNMVKDFWNNPES 548

CprA° -DSWFHKAGVWVGSKGEAASTFLKSIDDIFGYGTETI---E KYKWWLEWP--EKYPLKPM 447
-k . - .

DCMBrdhAl2 VGSTVGGY-- 510
DCMBr dhA13 ATSSQGGYNK 473
DCMBrdhA10 IGAAKGGYSK 513
DCMBrdhA9  IVAADAGYGK 416

DCMBrdhA6  Y--------- 465
DCMBrdhA8  LLRQ------ 505
DCMBrdhA7  GN-------- 353
TceA? ] =— 554
PceA® IKQ------- 551
CprA®  cmeeeeeee

Abb. 34. Teilalignment der abgeleiteten AminoséduresequedeerdhA Gene des Stammes DCMBS5,
die mit den Primern RRF2/B1R amplifiziert und idéniert wurden. Dem Alignment wurden
partielle Aminosauresequenzen von TceA aus Stantn(dP PceA au®ehalobacter restrictugb)
und CprA ausDesulfitobacterium dehalogenarfs) hinzugefuigt. Gelb unterlegt sind konservierte
Aminosauren putativer Fe/S-Bindemotive. Grau matkisind Aminosauren eines putativen
Cobalaminbindemotivs.

al., 2004). ZweirdhA Gene des Stammes CBDB1, drei des Stammes FL2¢inn@en des
Stammes BAV1 kodierten eine Variante dieses Motivs der Sequenz DxxHxxG. In der
Aminosauresequenz dieser siebethA Gene wurden zusatzlich auch Varianten des
Teilmotivs SxLxs26GG identifiziert. Unter den sieben in dieser Arbedther untersuchten
rdhA Genen des Stammes DCMB5 besal? nur das Gen D@&L3 (hdchste Ahnlichkeit
zu chdbA145% mit der Sequenz DxxHxxG¥SxLx3sGG eine Variante des Cobalamin-
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bindemotivs (Abb. 34). Die Sequenzbereiche zwisctien einzelnen konservierten Teilen
des Bindemotivs sind groRer als in der von Ludwigl Matthews (1997) postulierten
Konsensussequenz.

Die rdhA Gene des Stammes DCMB5 zeigen also typische kaeder Bereiche reduktiver
Dehalogenasen und widerspiegeln ebenfalls die IS#tpienzvariabilitat vondhA Genen.
Letzteres deutet auf eine weit zurlckliegende dimidre Trennung, haufige
Rekombinationsereignisse und horizontalen Genteartgh (Hdlscheret al, 2004; Regeard
et al, 2005; McMurdieet al, 2007; Weset al., 2008).

4.7 Transkriptionsanalysen des Stammes CBDB1 uXtgzung verschiedener chlorierter
Elektronenakzeptoren

Transkriptionsanalysen des Stammes CBDB1 zeigtedem in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten Experimenten die Expression allerdB& Gene als Antwort auf die Zugabe
von 1,2,3-TrCB und 1,2,4-TrCB (Abb. 17, Anhang 1Rjach Induktion mit 2,3-DCDD
wurden fast ebensoviel Transkripte in t-RFLP Stndientifiziert (Abb. 22). Ein &hnlich
breites Spektrum von Transkripten wurde auch b@r&ssionsanalysen des Stammes 195 mit
verschiedenen Elektronenakzeptoren beobachtet (€ualy 2007). In Gegenwart von PCE,
TCE und 2,3-DCP wurden 19, 15 und tdhA Transkripte des Stammes 195 in der
exponentiellen Wachstumsphase detektiert. Die leggal ranskription mehreredhA Gene
scheint beDehalococcoidessp. verbreitet zu sein (Krajmalnik-Broweh al, 2004; Rahnet
al., 2006 b), denn auch Wallet al. (2005) zeigten, dass es in einer PCE-dechlorierend
Anreicherungskultur mit VC als Elektronenakzeptar Zranskription von vierdhA Genen
kam. Zusatzlich wurde auf Proteinebene festgestilis die Expression mehreréghA Gene
induziert wurde (Morriget al, 2006; Morriset al, 2007). Nach Kultivierung von Stamm 195
auf PCE wurden die RdhA-Proteine PceA, TceA, DEBLimd DET1545 und nach
Wachstum von Stamm CBDB1 mit 2,3-Dichlorphenol Bi®teine CbdbA1588, CbdbA88
und CbdbA80 nachgewiesen (Moretal., 2007).

Betrachtete man die Transkriptionsniveaus ausgéerailhA Gene nach Zugabe von PCE,
2,3-DCDD, 1,2,3-TrCB und 1,2,4-TrCB, war eine Zumehder Transkriptzahl pro Zelle zu
beobachten, die nach Erreichen eines Maximums iofet@en Dechlorierungsprozess
konstant blieb (Abb. 16, 20, 21, 25, 26; JunickD20 Nach vollstdndigem Umsatz der
zugegebenen Trichlorbenzole nahm die Menge an Kirghslangsam ab und erreichte

letztendlich wieder das Ausgangsniveau (Abb. 20)dén Versuchen mit 2,3-DCDD zeigte
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sich hingegen ein anderes Bild. Das Transkriptiorgsu der untersuchtexhA Gene blieb
nach Erreichen des Maximums bis zum Ende des Vesskanstant (Abb. 25), obwohl die
Dechlorierung bereits nach 48 h abgeschlossen Wab.(21). Diese Diskrepanz ist
maoglicherweise auf die Durchfiihrung der Messung Bechlorierungsaktivitat und der
Transkription in unterschiedlichen KulturgefaBenimkzufihren (Kap. 3.3.3.3). So ergab
eine nachtragliche qualitative Bestimmung der 2¢3D-Konzentration in den 50 ml
Kulturen auch am Ende des Versuches noch die Amhesiedes zugegebenen Substrates
(Daten nicht gezeigt). Die Dechlorierungsaktivigégeniber PCE war zu Beginn des
Versuches sehr gering und nahm erst gegen EndeVdesuches zu (Junick, 2007).
Entsprechend nahm das Transkriptionsniveau dersudietenrdhA Gene (aul3ecbrA) Uber
den gesamten Versuchsverlauf zu und erreichteldtedphase bis zum Ende des Versuches
nicht (Abb. 26). Eine vom Dechlorierungsverlauf abgige Entwicklung des
Transkriptionsniveaus vomhA Genen und ihr Verlauf in drei Phasen (anfanglichestieg,
Plateau, langsamer Abfall nach beendeter Dechilorgrwurde auch von Leet al (2006)
und Rahnet al (2006 b) fir TCE- bzw. PCE-dechlorierende Kultubeschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dassathfangliche Transkriptionsniveau auch
in den Kontrollen ohne halogeniertes Substrat @xeen Zeitraum von bis zu 240 h weit-
gehend konstant blieb (Abb. 20, 25), was mit Bebhawen von Leeet al (2006) an
Kontrollen von ANAS-Mischkulturen tGbereinstimmt. Umerauszufinden, ob es eventuell zur
konstitutiven Expression derdhA Gene in Abwesenheit eines chlorierten Elektronen-
akzeptors kommt, haben Leeal (2006) die Kulturen nach einer Hungerphase verehi42
Tagen mit TCE versetzt und dann in Gegenwart votor@mphenicol, das diee novo
Proteinbiosynthese unterbindet, die Dechlorieruegpgssen. Es zeigte sich, dass TCE selbst
nach 42 Tagen ohnlag Phase dechloriert wurde. Das deutet entweder farapdass es
tatsachlich zu einer konstitutiven Expression deésmgrechenderdhA Gens kommt oder dass
die reduktiven Dehalogenasen sehr stabil sind. Bemung der bakteriellen Transkription
durch Rifampicin (Mongkolsukt al, 2002) konnte Aufschluss dariber geben, inwieeieie
konstitutive Expression déseAGens am Erhalt der Dechlorierungsaktivitat begeivar.

Wenn eine Induktion der Transkription vathA Genen durch chlorierte Verbindungen in der
vorliegenden Arbeit beobachtet wurde, kam es imnmr einem Anstieg des
Transkriptionsniveaus um eine bis drei Groéfienordean(Abb. 20, 25, 26). In voran-
gegangen Studien korrelierte das Transkriptionsnivie der Regel mit der Dechlorierungs-
aktivitat. Beispielsweise wurde das Gen der putativi CE-ReduktasetceA durch ihr

Substrat TCE stark induziert (drei bis vier Grof¥dnangen), wahrend VC, welches durch
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TceA nicht metabolisch umgesetzt wird (Magnusaral, 2000), nur zu einer 3,5 fachen-
Transkriptionsinduktion voiceAflhrte (Leeet al, 2006). Eine ahnliche Beobachtung wurde
auch in der vorliegenden Arbeit fur den Umsatz \igB-DCDD durch Stamm CBDB1
gemacht. Eine Dechlorierung von 1,3-DCDD war nurghath, wenn entweder in der
Vorkultur geeignete Dehalogenasen induziert wur@sob. 21) oder wenn 1,3-DCDD als
Intermediat bei der Dechlorierung von 1,2,4-TrCDiftiaat (Bungeet al, 2003), da es selbst
nicht zur Induktion befahigt war. So scheint ein s@mmenhang zwischen der

Transkriptmenge und dem spezifischen Umsatz einbstfates zu bestehen.

4.8 Korrelation zwischen dem Nachweis bestimmtdhA Gene und Transkripte in
verschiedene®ehalococcoideStammen und dem Dechlorierungspotential

Ein Vergleich des Dechlorierungspotentials @shalococcoidesstamme CBDB1 und 195
zeigte, dass Stamm CBDBL1 ein breiteres Spektrunchdmrierten Aromaten dechlorieren
kann als Stamm 195 (Adriaet al, 2007 a). Im Gegensatz dazu ist Stamm 195 bassdas
Wachstum mit chlorierten Ethenen angepasst. Es werthutet, dass Gruppen orthologer
Gene jeweils eine spezifische Dechlorierungsakiikbdieren (Holscheet al, 2004; Kube
et al, 2005). So zeigte es sich, dass die DehalococcoidesStammen beobachtete TCE-
Dechlorierung mit der Anwesenheit déseA Gens korrelierte. Die Fahigkeit, TCE zu
dechlorieren, wurde in den Stammen FL2 und 195 &adbt, in deren Genomen dagA
Gen nachgewiesen wurde (Magnusdral, 2000; Heet al, 2005). Die Stamme CBDB1 und
BAV1 hingegen besitzen dakeA Gen nicht und sind auch nicht in der Lage, TCE
metabolisch zu dechlorieren (H¢ al, 2003 b; Junick, 2007). Die Isolierung des Stasime
GT machte allerdings auch deutlich, dass TceA rdahkinzige Trichlorethen-dechlorierende
RdhA vonDehalococcoide$Stammen sein kann (Suegal, 2006). So ist Stamm GT in der
Lage, TCE, verschiedene DCE-Isomere und VC metsdiolzu dechlorieren, daseA Gen
war hingegen nicht nachweisbar. Das Auftreten vdhA® gleicher Funktion bei nur geringer
Sequenzidentitat wurde bereits flr VcrA und BvcAegjgt. Obwohl beide Proteine nur eine
Ahnlichkeit von 36 % auf Aminosaureebene aufwiedentalysierten sie die Dechlorierung
von VC zu Ethen (Krajmalnik-Browret al, 2004; Mdulleret al, 2004). Eine ahnliche
Endeckung machten Tsukagogtial (2006). Sie identifizierten in demesulfitobacterium
sp. Stamm KBC1 eine Tetrachlorethen-RdhA, die noe &0 % Sequenzéhnlichkeit zu

bekannten PCE-reduktiven Dehalogenasen an@asulfitobacteriunStamme besali.
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Die Dechlorierung von PCE durdbehalococcoidegkorrelierte mit der Anwesenheit eines
pceA orthologen Gens. Wahrend Stamm 195 PCE dechlanisit das GerpceA besitzt,
wurde weder eine PCE-Dechlorierung noch die Exmstées entsprechenden Gens in der
ANAS-Mischkultur (Westet al, 2008) sowie den Stammen FL2 (Holsceeal, 2004; Heet

al., 2005) bzw. BAV1 (Heet al, 2003 b; Holscheet al, 2004) beobachtet. Stamm CBDB1
hingegen, fur den eine Dechlorierungsaktivitat WOE zu TCE gezeigt wurde, besitzt das
pceA orthologe GencbdbA1588 (Kube et al, 2005; Junick, 2007). In dieser Arbeit
durchgefuhrte Transkriptionsanalysen bestétigtaiss dlagpceAorthologe GerchdbA1588
des Stammes CBDBL1 in Gegenwart von PCE im Vergleictirei anderen untersuchteihA
Genen am stéarksten induziert wurde (Abb. 26). Wotgtungen zur Transkription vedhA
Genen des Stammes 195 ergaben, dassA in Gegenwart von PCE das hochste
Transkriptionsniveau besald (Fueg al, 2007). Auch in Proteinanalysen wurde PceA in
Zellextrakten nach Wachstum mit PCE als Elektrokeegptor identifiziert (Fungt al, 2007;
Morris et al, 2007). Ein &hnlicher quantitativer Zusammenhawgschen Transkript- und
Proteinmenge wurde flpceA in Stamm 195 nach Wachstum auf 2,3-Dichlorphenol
beobachtet. Auch hier hatpeeAdas hdchste Transkriptionsniveau, und das entspnee
Genprodukt war das einzige in Proteinanalysen ifigette (Funget al, 2007). Aus diesen
Beobachtungen wurde gefolgert, dass PceA eine duatdktion als PCE- und 2,3-DCP
reduktive Dehalogenase besitzt.

Kirzlich wurde CbrA in Proteinstudien als Trichlerizoldehalogenase des Stammes CBDB1
identifiziert (Adrianet al, 2007 b). Interessant ist, dass €mA orthologes Gen bislang nur
in den Stammen CBDB1 und DCMB5 nachgewiesen wusteenm CBDBL ist in der Lage
1,2,3-TrCB und 1,2,4-TrCB metabolisch zu dechl@mgrwahrend Stamm DCMB5 nur
1,2,3-TrCB als Elektronenakzeptor nutzen kann (@uet al, 2000 b; Bungest al, 2008).
Stamm 195, der dabrA Gen nicht besitzt, kann 1,2,3- und 1,2,4-TrCB kametabolisch in
Gegenwart von PCE dechlorieren (Fenratllal, 2004). In der vorliegenden Studie besafl’
cbrA nach Wachstum mit 1,2,3- oder 1,2,4-TrCB das h#@chsanskriptionsniveau der
untersuchtemdhA Gene (maximal 10 bis 22 Transkripte pro Zelle; ABB, Anhang 9, 12).
Gereinigtes CbrA dechlorierte 1,2,3-TrCB zu 1,3-D@Ber nicht 1,2,4-TrCB (Adriaet al,
2007 b). Eine Beteiligung von CbrA an der 1,2,4-BfBechlorierung ist deshalb unklar.
Eine Induktion voncbrA um den Faktor 10 in Gegenwart von 1,2,3- und 1T2(ZB legt
jedoch die Vermutung nahe, dass auch 1,2,4-TrCBEsalvstrat von CbrA ist. Fraglich wére
folglich nur, warum Stamm DCMBS5 1,2,4-TrCB nichtctiéorieren kann, obwohl es etbrA
orthologes Gen besitzt. Als Grund kommt die nur B/Eequenzidentitat zwischen CbrA
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und DCMB RdhA7 auf Proteinebene in Frage, die Auskirunterschiedlicher Funktionen
sein konnte.

Interessant ist, dass in Versuchen mit 1,2,3- uij44rrCB zwei weitererdhA Gene
(cbdbA1453und cbdbA162% identifiziert wurden, die @hnliche maximale Triangtions-
niveaus besalRen wabrA (Abb. 20, Anhang 9). Beide Gene zeigten eine Sababhangige
Transkriptionsantwort. Wéahrend das Transkriptiomsau voncbdbA1453n Gegenwart von
1,2,4-TrCB niedriger war als das vaehdbA1624 ergab sich nach Zugabe von 1,2,3-TrCB
genau das entgegengesetzte Bild. In Stamm DCMBH5L,863-TrCB dechlorieren kann, aber
nicht 1,2,4-TrCB (Bungest al, 2008), wurde eirtbdbA1453orthologes Gene identifiziert,
wohingegen eircbdbAl1624orthologes Gen fehlte. Das kénnte darauf hindewtass CbrA
zwar 1,2,3-TrCB dechloriert, CbdbA1624 aber moghwteise fur die Dechlorierung von
1,2,4-TrCB verantwortlich ist.

Auch in Gegenwart von 2,3-DCDD besalbrA das héchste Transkriptionsniveau der
analysiertenrdhA Gene, was darauf hindeutet, dass CbrA auch arDdehlorierung von
halogenierten Dioxinen beteiligt ist. Allerdings mvauch das Transkriptionsniveau von
cbdbA1588nur um den Faktor drei niedriger als das wadmA (Abb. 25 A) und damit
wesentlich hoher als in den Versuchen mit den Tortienzolen (Abb. 20). Basierend auf
strukturellen Ahnlichkeiten von 2,3-DCDD und 2,3-BC(zwei benachbarte Chlor-
substituenten) ist nicht auszuschliel3en, dass Cbs®&auch bei der Dechlorierung von 2,3-
DCDD eine wichtige Rolle spielt.

Ist die Funktion einer bestimmten reduktiven Defaltase bekannt, kann das entsprechende
Gen oder Transkript als Biomarker fur das situ Dechlorierungspotential eines
kontaminierten Standorts genutzt werden. Transkriptd Genprodukte vordhA Genen
verschiedenerDehalococcoidesStamme, die in Transkriptions- und Proteomanalysen
nachgewiesen wurden und moéglicherweise als Markergenutzt werden kdnnten, sind in
Tab. 22 zusammengefasst. ladeal (2008) zeigten eine Korrelation zwischarA undbvcA
Expression und einer aktiven Dechlorierung ¥®CE zu Ethen in mit TCE verunreinigtem
Grundwasser. Auch Miullest al. (2004) sahen einen Zusammenhang zwischen eitigerak
Dechlorierung von VC zu Ethen in kontaminiertem @wasser und dem Nachweis von
vcrA. Allerdings reichen die bisher identifizierten gtien Markergene nicht aus, um das
Dechlorierungspotential eines jeden Standortesusoiitzen. Das zeigte sich beispielsweise
in Dehalococcoidesaltigen Kulturen (Futamtat al, 2007), die in der Lage waren, PCE zu
TCE odercis DCE zu dechlorieren, obwoldceA oder tceA nicht nachgewiesen werden

konnten. Zudem sind speziell Markergene fiir die Hhmterung von Chloraromaten kaum
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Tab. 22 In Transkriptions- bzw. Proteomstudien identdite rdhA Transkripte oder Genprodukte
von Dehalococcoides ssp. nach Induktion mit veesigrien chlorierten Aromaten oder Aliphaten.

Identifiziertes

. . Kultur/Stamm Substrat Referenz
Transkript/Protein
cbdbA1453 CBDB1 1,2,3-TrCB, 1,2,4-TrCB, diese Arbeit
2,3-DCDD, PCE
cbdbA1624 CBDB1 1,2,4-TrCB, 1,2,3-TrCB, diese Arbeit
2,3-DCDD, PCE
cbrA CBDB1 1,2,3-TrCB, 1,2,4-TrCB, diese Arbeit
2,3-DCDD, PCE
CbrA CBDB1 1,2,3-TrCB Adriaet al, 2007 b
CbdbA80 CBDB1 1,2,3-TrCB Adriaet al,, 2007 b
cbdbA1588 CBDB1 PCE, 2,3-DCDD, diese Arbeit
1,2,3-TrCB, 1,2,4-TrCB
CbdbA1588 CBDB1 2,3-DCP Morregt al, 2007
pceA 195 PCE, TCE, 2,3-DCP Fureg al, 2007
PceA 195 PCE, 2,3-DCP Fuegal, 2007, Morriset
al., 2007
tceA 195 PCE, TCE Rahrmt al, 2006 b, Fung
et al, 2007
ANAS TCE,cis DCE,transDCE, Johnsoret al, 2005 b
1,1-DCE
TceA 195 PCE Morriget d., 2006, 2007;
Funget al., 2007
VCrA VS VC Mdulleret al, 2004
KB-1 TCE, VC Walleret al,, 2005
VcrA VS VC, 1,1-DCE Miulleret al., 2004
bvcA BAV1 VC Krajmalnik-Brownet al,
2004
KB-1 TCE,cisDCE, VC, 1,2-DCA Walleret al, 2005
DET1545 195 PCE Rahmat al, 2006 b, Rahm
und Richardson, 2008
DET1545 PCE Morriget al, 2007
DET1559 195 PCE Rahmet al,, 2006 b, Rahm
und Richardson, 2008
DET1559 PCE Morriget al, 2007

TrCB-Trichlorbenzol, DCDD-Dichlordibenzp-dioxin, PCE-Tetrachlorethen, TCE-Trichlorethen, DCE-
Dichlorethen, VC-Vinylchlorid, DCE-Dichlorethan, DCP-Dichlorpiod

vorhanden. So sind CbrA und PceA (Tab. 22) dieahigleinzigen identifizierten reduktiven
Dehalogenasen, deren Substrate chlorierte Aronsateln

4.9 Regulation der Transkription votthA Genen irDehalococcoidesp.

Trotz der Vielzahl bislang durchgefihrter Transkdpsstudien (Johnsoet al, 2005 b; Lee

et al, 2006; Rahnet al, 2006 b; Funget al, 2007) ist bis zum heutigen Tag wenig Uber die
Mechanismen der Regulation der Expression rtitA Genen inDehalococcoidedekannt.
Die Analyse der Genomsequenzen der Stamme 195 BRBC zeigte die Anwesenheit
regulatorischer Gene in enger Nachbarschaft destareidhA Gene (Kubeet al, 2005;
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Seshadret al, 2005). Dabei handelte es sich Gberwiegend unmeGaie fur MarR-Typ oder
Zweikomponentensystem Regulatoren kodieren. VaredmenrdhA Genen der Stdmme 195

und VS wurden putative -10 und -3%° Promotorsequenzen beschrieben (Magnuetoal,

2000; Miiller et al, 2004; Funget al, 2007). Sequenzen mit hoher Ahnlichkeit aff
Promotoren wurden auf3erdem im Rahmen dieser Arbeilen GenecbdbA1624, 1458nd
cbrA des Stammes CBDBL1 identifiziert (Abb. 29). Im GenderDehalococcoidesStamme
195 und CBDBL1 sind zudenT’Homologe kodiert (Kubet al, 2005; Seshadéit al, 2005).
Obwohl dies auf eine stringente Regulation d#itA Genexpression hindeutet, wurde in
verschiedenen Studien und der vorliegenden Arlegieigt, dass die Zugabe eines Substrates
zur Transkription multiplerdhA Gene fuhrte (Walleet al, 2005; Rahnet al, 2006 b; Fung
et al, 2007; Abb. 17, 22). Diese komplexe transkripgiten Antwort weist entweder auf eine
substratunabhangige Transkriptionsregulation ddhA Gene oder auf Uberlappende
Substratspektren der entsprechenden GenprodukieGeigen eine grundséatzlich Substrat-
unabhangige Regulation spricht, dass in der vaehidgn Arbeit fir die GengbdbA1624und
cbdbA1453 substratabhangige Expressionsmuster beobachtedewufAbb. 15, 18, 20,
Anhang 7). Das lasst vermuten, dass es sowohl gotmle, mdglicherweise wachstums-
abhangige Regulationskontrolle, als auch eine satlafihangige Feinregulation gibt.

In unmittelbarer N&he der GenbdbA1624undcbdbA1453vurden im Genom des Stammes
CBDB1 Gene identifiziert, die fur MarR-Typ Regulega kodieren (Kubet al, 2005; Abb.
3). MarR-Typ Regulatoren sind unter anderem anRigulation des Chloraromatenabbaus
beteiligt (Providenti und Wyndham, 2001; Galénal, 2003; Hiromotoet al, 2006). Wie
auch fur CbdbA1625-Strep nachgewiesen, agieren MgmRRegulatoren Uberwiegend als
Repressoren (Wilkinson und Grove, 2006). Sie besitdie Fahigkeit, Antibiotika oder
anionische (in der Regel phenolische) Substanzdainzen (Wilkinson und Grove, 2006).

Das DNA-Bindemotiv von MarR-Typ Regulatoren wird nveeiner konserviertenvinged
Helix gebildet (Wilkonson und Grove, 2006). Topdkmh besteht sie aus den Struktur-
elementen H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2 (t+Helix; S: p-Faltblatt, W: Schleife, Abb. 35).
Dabei wird die Flugelstruktur durch zw@iFaltblatter und die entsprechenden Schleifen
gebildet. Die dreip-Faltblatter bilden eine antiparallel-Faltblattstruktur, wobei es
vorkommen kann, dass das ftFaltblatt (S1) durch nur einen hydrophoben Reslldet
wird (Wilson et al, 1992). Wahrend Schleife 1 in allen MarR-Typ Ratpren vorkommt,
besitzen einige Mitglieder dieser Familie keine aveSchleifenstruktur (Brennaat al,

1993). Helix 3 ist die Domane mit den meisten DNArkakten. Konservierte Reste von
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OhrRy canpestris --MDTTTATTARTDTLLQLDNQLC'?LYSAN LAMHKLYRGLLKALDLYPQYLVMLVLW 57

ONRg. i cheniformes  ~—----- MANEFEHMRLDRQLCFLBYASSREMTKLYKPLLDELNIT YPQYLALLLLW 50
BadR MMAKKRVATDNAADAKMELANRLFFRLYQCANM  LHKTGTRAVEAEGLTTQQWAVLGALS 59
[Vt = S— MKSTSDLFNEIIPLGRLIHMVNQK KDRLLNEYLSPLDITAAQFKVLCSIR 50
(V155 = — MNYPVNPDLMPALMAVFQHVRTR IQSELD--CQRLDLTPPDVHVLKLID 47
CbaR ---MLARDPRKSRVTLNLDTYTPAFFTAIANKL ASGASKDYLKNFGIGIETWRVLALIA 56
CbdbA1625 --eeomeme- MNEFETLELEHLLWVNITQVKHS IERAWTRELKSLNLSTEKFAILHELM 49
LSS SIS LSS SIS SIS WSS S SIS S SIS,
H1 H2

OhrRx camestris E-~TDERSVSEIGERLYLDSATLTPLLKRLQAAGLVTRTRAASDERQI-IALTETGRAL 114
ONRe. 1 cheniformes E-~-HGELSVKTMGKLLYLDSGTLTPMLKRMEQHGLLTRERSPEDERSRLTAGGQAL 107

BadR RPTVANGMSVGDLARYLMVSRQNLTGLIGRMERDG| HVAVVPDERDRRSRL-VIMTKSGRHV 119
MarR C---AACITPVELKKVLSVDLGALTRMLDRLVCKG WVERLPNBNDKRGVL-VKLTISGAAI 107
MexR E---QRGLNLOQDLGRQMCRDKALITRKIRELEGRN LVRRERNPSDOQRSFQ-LFLTDEGLAI 104
ChaR V---AGETTAQSICQFTGMDKGSVSKVMKQMLAKG | LIVLATADRDKRVRL-TQLTEEGQAM 113

CbdbA1625 C--LAESTPHTLARRIVFEPHSVSAIVSRMEKDG | |LIIKTKDL-DKKHMVRIKLSEKAIDT 107

V7 O A w7777z c——> M —> U

H2 S1 H3 H4 S2 W1 S3 H5
ONhrRy campestris RSKAGA-----VPEQVFCASAC-----SLDELRQLKQELEKLRSSLGA G------------ 153
OhIRg. | cheniformes QEKASS-----IPQHMIAQTDL-----SAGELKNLKQTLESLLASLTKKT =~ DVL-------- 150
BadR WEVLAQPKIRAYYGEVLGDFSINDVTHTLHYLLKI LDNMKRLDDGAAGETAATDLE----- 175
MarR CEQCHQLVGQDLHQELTKNLTA------- DEVATL EHLLKKVLP--------memmeeme 144
MexR HQHAEAIMSR-VHDELFAPLTP------- EEQATL VHLLDQCLAAQPLEDI---------- 147
CbaR HDKIILYALH-RENSLLSVLTA------- SERETL VRLLQRLKENINRVDIDSSLYVKAHW 167
CbdbA1625 FYQALEISNR-VYKQMMASITR------- EEKVEL SKTLTKLRNHTLPLTHKHTKTLTPFK 160

VA SLS LS LSS LSS L, (S

H5 H6

OhrRXA canpestris TTTTTTT 160
OhrRB. licheniformes 777777 157
BadR - 182
MarR - 151
MexR  --—---- 154
CbaR HRESPQE 173

CbdbA1625 Yl----- 162

Abb. 35. Vergleich der Aminosduresequenz von CbdbA1625Stammes CBDB1 mit Sequenzen
ausgewahlter Vertreter an MarR-Typ Regulatoren. Bliignment wurde mittels ClustalW erzeugt.
Grin markiert sind identische Aminosdurereste. Gelhterlegt sind Reste mit einer
Sequenzahnlichkeit gleich oder groRer 70 %. Sekgtd&turelemente, die unter den Sequenzen
dargestellt sind, zeigen das konservieviegedHelix-Motiv. H: a-Helix; S: p-Faltblatt, W: Schleife;
rot: redoxaktive Cysteinreste, OhKR campestris AAK62673; OhrRs. jichenitormes YP_07860% BadR:
Rhodopseudomonas palustri€AE26099, MarR: E. coli AAK21292; MexR: Pseudomonas
aeroginosa ABJ1539%;, CbaR: Conidiobolus coronatysAAG00065; CbdbA1625: CAI8364%5

a- accession number

MarR-Typ Regulatoren waren, wie in Abb. 35 verdebt| auch in der Aminosauresequenz
von CbdbA1625 zu finden. Dies weist darauf hin,sd&€dbA1625 alle MarR-typischen
Strukturmerkmale besitzt.

Obwohl es in der vorliegenden Studie gelang, eimallhg von CbdbA1625-Strep an den
Promotorbereich voncbdbA1624 zu zeigen, war es weder mittels Gelretardations-
experimenten noch mit Hilfe von ITC-Messungen mdiglieine Interaktion von CbdbA1625-
Strep mit verschiedenen Chlorbenzolen eindeutipnageisen. Ein mdglicher Grund hierfur

kénnte der zur Reinigung verwendete Stiapsein. So wurde beispielsweise von ol

131



Diskussion

(2004) fur CprK, einen Regulator der Dehaloresmrain Desulfitobacteriumsp., gezeigt,
dass CprK mit N-terminaler Hisg-Fusion wedeim vivo nochin vitro aktiv war. Galéret al
(2003) beobachteten fur HpaR, welches otagegereinigt wurde, nach Zugabe des Effektors
nur eine leichte Schwéchung des HpaR-DNA-KompleBegjrindet wurde der Effekt damit,
dass fur die Trennung des DNA-Protein-Komplexesatlish die Anwesenheit der RNA-
Polymerase notwendig sein konnte oder dass sipercoiledStruktur der DNA vorliegen
muss. Gegen einen Einfluss dag auf die Ligandenbindung spricht auch, dass Ligande
und DNA-Bindestelle Gberlappen (Wilkinson und Gro2806) und die DNA-Bindefahigkeit
von CbhdbA1625-Strep durch deag unbeeinflusst blieb.

Die uberwiegende Zahl der MarR-Typ Regulatorentbesinen spezifischen Liganden oder
mehrere Liganden &ahnlicher Struktur (Wilkinson uacbve, 2006). Die Transkription von
cbdbAl1624wurde dagegen in der vorliegenden Arbeit nach Bagdreier verschiedener
Substanzklassen induziert (Chlorbenzole (Abb. @dprierte Dioxine (Abb. 25), Chlorethene
(Abb. 26)). Eine direkte Interaktion der verwendetshlorierten Elektronenakzeptoren mit
dem Regulator scheint deshalb unwahrscheinlich.Bdelung eines Liganden ist allerdings
nicht der einzige fir MarR-Typ Regulatoren bekandigchanismus, um die Transkription
der nachgeschalteten Gene zu beeinflussen. So beigpielsweise Uber den Redoxstatus
eines einzelnen Cysteins im N-Terminus in OhrR Bacillus subtilisoder Xanthomonas
campestridie Bindung an die entsprechende Operatorregiguliszt (Panmaneet al, 2002;
Hong et al, 2005). OhrR reprimiert dabei die Expression ielsizierbaren Peroxiredoxins
OhrA (Leeet al, 2007). Die reaktiven Cysteinreste in zwei Ohr&y&atoren sind in Abb. 35
rot unterlegt. Neben den Cysteinresten sind auchosliyyeste an der Perzeption der
organischen Peroxide beteiligt (Soonsangad al, 2007; Newberryet al, 2007).
Intermolekulare Wasserstoffbricken zwischen dem tédyest und den N-terminalen
Tyrosinresten der anderen Untereinheit sind egderftir die Stabilisierung der DNA-
Regulator-Bindung. Durch Oxidation des reaktiverst€ins kommt es zur Aufhebung der
Wasserstoffbrickenbindungen, zur Konformationséamugr zur Ausbildung von Disulfid-
briicken zwischen den beiden Untereinheiten undemFalge zur Transkription von OhrA.
Bei der Analyse der Aminosauresequenz von CbdbAI#2§te sich, dass sich in Helix 2
ebenfalls ein einzelner Cysteinrest befindet, deRedoxsensor fungieren kénnte (Abb. 35).
Weitere Analysen mussen zeigen, ob der Redoxstises Cysteins fur die Interaktion des
Regulators mit der DNA bzw. potentiellen Ligandem\Bedeutung ist.

In der Nahe derdhA Gene vonDehalococcoidessp. finden sich neben den MarR-Typ

Regulatorgenen auch Gene, die fur Zweikomponenstaisy Regulatoren und einen CprC-
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oder CprK-Typ Regulator kodieren (Kule¢ al, 2005; Seshadet al., 2005, Abb. 3). Eine
Analyse der Gensequenzen der Zweikomponentensysiagulatoren, die in der
Nachbarschaft vomdhA Genen zu finden waren, ergab, dass die entspréeheRroteine
PAS-Doméanen besitzen. PAS-Doméanen sind wichtige Wénd die beispielsweise
Anderungen im Redoxpotential oder kleine Ligandetektieren konnen und damit eine
Signalkaskade auslosen (Taylor und Zhulin, 1999).Fall von ArcB, der Sensorkinase im
Arc-System, erfolgt die Regulation Uber oxidierteékinon (Malpicaet al, 2004). Unter
aeroben Bedingungen wird ArcB durch Oxidation zweaytosolischer, redoxaktiver
Cysteinreste unter Bildung einer Disulfidbrickeimért. Allerdings ist auch eine Bindung
von chlorierten Aromaten Uber die PAS-Doméane mdglizvie beispielsweise fir den
Arylhydrocarbon-Rezeptor gezeigt wurde (Taylor &fdilin, 1999). Es ist also sowohl fir
MarR-Typ Regulatoren als auch fir Zweikomponentstesy-Regulatoren in
Dehalococcoidesnicht auszuschlieBen, dass sie auf Redoxpotemti@tangen in der
Elektronentransportkette wahrend der reduktiven hizeerung reagieren. Daflr konnte
sprechen, dass eine Transkription dd#nA Gene vonDehalococcoidesp. nur beobachtet
wurde, wenn die Respirationsrate einen gewissenvélt@mwert Gberschritten hatte (Rahm
und Richardson, 2008).

Allerdings wére es auch mdoglich, dass die RegulatierrdhA Gene vonDehalococcoides
sp. durch MarR-Typ Regulatoren vollig neuen Mechian@n folgt. So zeigte eine Analyse
von Proteinsequenzen, dass die Uberwiegende ZahMdeR-ahnlichen Regulatoren der
Stamme CBDB1, 195, VS und BAV1, deren Gamstreamvon rdhA Genen liegen, ein
eigenes Cluster bilden (Abb. 36). Auch eine Begailig Ubergeordneter Regulatoren
(Providenti und Wyndham, 2001; Heroven und Der&£Q6) oder ein Wachstumsphasen-
abhangiges Regulationsmuster (Sanatteal., 2002; Heroven und Dersch, 2006) lassen sich
nicht ausschliel3en.

Betrachtet man die Struktur der Bindestellen Maypscher Regulatoren kann man
erkennen, dass es keine Konsensussequenzen gebbempielsweise fir Regulatoren des
CRP/FNR-Typs. Zu letzterer Regulatorfamilie gehdnter anderem das Regulatorprotein
CprK1, welches inDesulfitobacterium hafniensdie Expression des Gens der 3-Chlor-
4-hydroxyphenylacetat-reduktiven Dehalogenase kdmrt (Gaboret al, 2006). Die DNA-
Bindestellen von CprK1 wurden als Dehaloboxen lotwedt. Sie stellen einen 14-bp langen
inverted repeatder Sequenz TTAAT...ATTAA dar und sind in der -41 BRegion des
regulierten Gens oder Operons zu finden. Trotzefeiér Konsensussequenz fur MarR-Typ

Regulatoren finden sich einige charakteristischetindo Dazu zahlen in der Regel
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Abb. 36. Radialer phylogenetischer Baum von ProteinsecgrerarR-typischer Regulatoren der
DehalococcoidesStamme CBDB1 (rot), 195 (grun), VS (pink), BAV1Igb) und anderer
ausgewahlter Bakterien (schwarz). Die Lange dekdBal stellt einen Sequenzunterschied von 20 %
dar. Gelb unterlegt sind die MarR-Typ Regulatorderen Gene siclupstreamvon rdhA Genen
befinden. * MarR-Typ Gen liegtownstreandesrdhAB Operons.

(pseudo)palindromische Sequenzen, die typischfgsinBroteine, welche die DNA als Dimer
binden (Wilkinson und Grove, 2006). Fur die Ubegeiede Zahl an MarR-Typ Regulatoren
konnte dementsprechend in Gelfiltrationsanalysear dfristallisationsstudien die dimere
Struktur nachgewiesen werden und dies sowohl irerfrals auch DNA-gebundener Form
(Broounet al, 1999; Limet al, 2002; Honget al, 2005; Hiromotcet al, 2006; Fiorentineet

al., 2007). Gelfiltrationexperimente in dieser Arbmeiit CbdbA1625-Strep zeigten hingegen

neben der Monomer- bzw. Dimer-Form auch héhere iMelte (Abb. 28). Hohere Multimere
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inverted repeatl

inverted repeat inverted repeat
...GATAACTGTTATGTGTTAG(TATAATCAG/ TATACCTG, TCAG(TATATCTGATATATGATC....
bdbA162 bdbA1624
¢ ...CTATTGACAATACACAATCGGTATATTAGNIATGGACRGTCCATATAGACPAATACTAGT.. ¢
- 35 Region -10 Region  +1
Bindestelle | Bindestelle II A

direct repeat

—
-10 Reqi
 TACAATTTAATTGTATACAATTTAATTG
. -TGTTAAATTAACATATGTTAAATTAACA

inverted repeat inverted repeat B

Abb. 37. Putative Bindestellen von MarR-Typ RegulatorePromotorbereichen vorbdbA1624A,
blaue Ovale) aus Stamm CBDB1 uolarA (B) ausX. campestrisDie putativen Bindestellen wurden
mit Hife von Gelretardationsexperimenten (A) undiskallisationsstudien (B; Hongt al, 2005)
bestimmt. gelb-putative -10 und -35 Regionen, n@rBkriptionsstart, blaue Ovale-CbdbA1625-
Monomere

wurden auch in Studien zu anderen MarR-Typ Regridatbeobachtet (Martin und Rosner,
1995). Limet al (2002) beschrieben fur MexR die Moglichkeit ziuamentbildung aufgrund
der Struktur des C-Terminus. Eine Erklarung fur delativ hohen Monomeranteil in der
CbdbA1625-Strep Praparation konnte dag sein. Fur die Dimerisierung der MarR-Typ
Regulatoren sind hydrophobe Wechselwirkungen und sséfatoffbrickenbindungen
zwischen N- und C-Terminus beider Untereinheitesersell (Limet al, 2002; Honget al,
2005; Wilkinson und Grove, 2006), die eventuellatudie zusatzlichen Aminosauren des
Streptag beeintrachtigt werden kénnen.

Die Bindestellen von MarR-Typ Dimeren an die DNAdasihinsichtlich der Lange der
inverted oderdirect repeatsvariabel, genau wie der Raum zwischen den beidslerT der
repeats (Wilkinson und Grove, 2006). Es zeigte sich in BBlaFootprintingassays, dass
MarR-Typ Regulatoren in der Regel einen ,Fulabdruakn 21 bis 28 bp hinterlassen
(Wilkinson und Grove, 2006) und sich im Promotodieln eines Gens mehr als eine
Bindestelle fir den MarR-Typ Regulator befinden rkgiartin und Rosner, 1995; Evaas
al., 2001; Providenti und Wyndham, 2001; Gakinal, 2003; Tropel und van der Meer,
2004). Nach Gelshiftexperimenten und einer AnatjesePromotorsequenzen vondbA1624
im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Bindestellem @bdbA1625-Dimeren postuliert
(Abb. 37). In den putativen Bindebereichen beiden&e wurde jeweils eimverted repeat
der Sequenz TATA...TATA identifiziert. Die beiden pokerten Dimer-Bindestellen bilden
zudem ein perfektaaverted repeazueinander aus. Die putativen DNA-Bindesequenzgn v

CbdbA1625 wurden mit Bindestellen anderer MarR-TRpgulatoren verglichen. Dabei
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zeigte sich eine groRe Ahnlichkeit zwischen dendBstellen von CbdbA1625 und OhrR aus
X. campestrigAbb. 37). Flr OhrR campetiswurden genau wie fur CbdbA1625 zweverted
repeatsidentifiziert, die hier allerdings einatrect repeatzueinander ausbilden (Horg al,
2005; Abb. 37 B).

Studien zur Regulation der Expression wainA Genen inDehalococcoideshaben eine
unerwartete Komplexitat zu Tage geférdert. Allehbisgen Erkenntnisse sprechen dabei fur
eine Kombination aus globaler (z.B. abhéangig vonddxeotential) bzw. spezifischer (z.B.
abhangig vom verwendeten halogenierten Substratjrilée der Expression. Hinzu kommt,
dass vier Typen von Regulatoren im Genom Wwehalococcoidekodiert werden, deren
Gene sich in unmittelbarer NachbarschaftrabA Genen befinden (CprC-Typ, CprK-Typ,
MarR-Typ, Zweikomponentensystem Regulatoren). Au@mne posttranskriptionelle
Regulation, wie sie fiur ein arpara-Cresolabbau beteiligtes Gencluster abseobacter
metallireducenseobachtet wurde (Petees al, 2007), lasst sich nach heutigem Kenntnis-
stand nicht ausschlieBen. Zukinftig werden gena&trelien zur Funktionsweise der
verschiedenen Regulatoren nétig sein, um eine wclighveise vorhandene Regulations-
kaskade zu verstehen bzw. um die direkten Effektodes Regulationsprozesses zu

identifizieren.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

1. Im Zusammenhang mit der Anreicherung des Dioxiné Chlorbenzole dechlorierenden
Bakteriums DCMB5 wurde die Populationsstruktur Bschkulturen durch RFLP-Analysen
der 16S rRNA-Gene untersucht. Zusatzlich zu deritseaus friiheren Arbeiten vorhandenen
wurden weitere Klonbibliotheken von 16S rRNA Germmgelegt, die zur ldentifikation

sieben neuer 16S rRNA Gensequenzen fuhrten.

2. Auf der Grundlage der bekannten 16S rRNA Genserpn wurden terminale
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (t-RFLPhalsen zur Untersuchung des
Einflusses verschiedener Elektronendonatoren uinibitoren auf die Anreicherung des
Dehalococcoidesp. Stammes DCMB5 durchgefuhrt, die zeigten, dass/erwendung von
Acetat und Wasserstoff eine starke KoanreicherwmgAcetogenen nach sich zieht.

Wurden neben Wasserstoff organische Sauren aldr&hekdonatoren und Penicillin als
Inhibitor verwendet, wurde eine Anreicherung vdehalococcoidesp. Stamm DCMB5 bis
zu 47 % beobachtet. Dominante Vertreter der Misttbken neben Stamm DCMB5 waren
Bakterium DCE29Desulfomicrobiunsp. und einige grampositive Bakterien.

Eine Verringerung der Zahl der verwendeten org&eiscSauren fihrte nicht zu einem
weiteren Anreicherungserfolg.

Mit der erzielten Anreicherung wurde die Grundlafje die Isolierung des Dioxin-

dechlorienderehalococcoidesp. Stammes DCMB5 geschaffen.

3. Einige Eigenschaften des hoch angereichertemrSés DCMB5 wurden untersucht.
Neben einer identischen 16S rRNA GensequenZDédialococcoidesp. Stamme DCMB5
und CBDB1 zeigten auch die flankierenden Bereiche t16S rRNA Gens eine 100%ige

Ubereinstimmung.

4. Mit Hilfe einer Vielzahl spezifischer und degeeeer Primer wurden reduktive
Dehalogenase homologedl)) Gensequenzen amplifiziert. RFLP, t-RFLP und gegeb-
falls Sequenzanalysen fuhrten zur Identifikatiom 22 rdhA Genen im Genom des Stammes
DCMB5. NeunzehmdhA Gene wiesen hdchste Sequenzéahnlichkeiten zu G®Stammes
CBDB1 auf, drei Gene zeigten hohere AhnlichkeitervdhA Genen deiDehalococcoides
Stdmme 195 und BAV1.
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5. Die Exression vordhA Genen wurde im Rahmen der Arbeit durch Transknsanalysen
des Dehalococcoidessp. Stammes CBDB1 untersucht. Dafur wurde ein Raferser
Transkriptions (RT)-PCR und t-RFLP basierender Ansatwickelt, der die Analyse aller 32
rdhA Gene des Stammes CBDB1 ermdglichte.

Zusatzlich wurde das Transkriptionsniveau von zatsgewahltemdhA Transkripten mittels
guantitativer PCR (gPCR) bestimmt. Es wurde als t@ob aus der Kopienzahl des
Transkripts und der Kopienzahl des entsprechendle& Gens ausgedrtckt.

6. Zur Erzielung hoher Zellzahlen fur die Transtdpsanalysen wurden die Vorkulturen im
Zweiflissigphasensystem mit in Hexadekan geloste®31 oder 1,2,4-Trichlorbenzol
(TrCB) angezogen. Der Start der Transkriptionswereuerfolgte bei Chlorbenzolen und
Tetrachlorethen nach einer Hungerphase von 72 hchdufusatz der chlorierten
Elektronenakzeptoren. In den Versuchen mit 2,3- L@dDichlordibenzgs-dioxin (DCDD)

wurden die Transkriptionsversuche experimentell inigd ohne Hungerphase mit dem

Inoculieren der Kulturen gestartet.

7. Der Umsatz der chlorierten Elektronenakzeptavande gaschromatographisch gemessen
und entsprach den bekannten Dechlorierungsreaktiol®es Stammes CBDB1. Es wurde
jedoch festgestellt, dass die Umsetzung von 1,3-D@D 2-Monochlordibenzp-dioxin nur

kometabolisch in Gegenwart von Trichlorbenzoleolgte.

8. Der RT-PCR t-RFLP und gPCR basierte Ansatz eaig Induktion aller 32dhA Gene
des Stammes CBDB1 in Gegenwart von 1,2,3- und-T,&4B.

Das hochste Transkriptionsniveau aller untersuchtgimA Gene besald das fir eine
Chlorbenzol-Dehalogenase kodierende GerhrA nach Induktion mit beiden
Trichlorbenzolen. Wahrend die Uberwiegende ZahlrdeA Gene in ahnlicher Weise auf die
Induktion mit 1,2,3- und 1,2,4-TrCB reagierte, zeigdreirdhA Transkripte differentielle
Unterschiede in Abhangigkeit vom verwendeten Etalenakzeptor. Die GengbdbA1453
und cbdbA187besallen ein hdheres Transkriptionsniveau in Geggrnvon 1,2,3-TrCB,
wahrendcbdbAl624starker nach Zugabe von 1,2,4-TrCB transkribientde.
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9. Nach Inkubation mit 2,3-DCDD ergaben RT-PCR tRFAnalysen eine Induktion von 29
der 32rdhA Gene des Stammes CBDBL1.

In gPCR Analysen zeigtebrA das hochste Transkriptionsniveau der vier anatysiedhA
Gene. Eine verstarkte Transkription gegentber Kdiiatrituren ohne chloriertes Substrat
oder Kulturen mit 1,2,3- bzw. 1,2,4-TrCB war fursdaencbdbA158&u beobachten.

10. T-RFLP und gPCR Analysen ergaben, dass die b&ugeon 1,3-DCDD zu keiner
Induktion der Transkription der 38hA Gene des Stammes CBDBL1 flhrte.

11. Nach Induktion mit PCE besaBdbA1588das hdchste Transkriptionsniveau unter den
untersuchten Genen, wahrettatA nicht induziert wurde.

12. Nach Identifikation des Transkriptionsstartpieskder GenebrA und cbdbAl1624mittels
primer extensionwurden die Promotorbereiche analysiert, die irefedrFall 6’° ahnliche

Promotorstrukturen zeigten.

13. Zur Untersuchung der Interaktion des putativiarR-Typ Regulators CbdbA1625 mit
dem Promotorbereich des differentiell transkriltarGensbdbA1624vurde CbdbA1625 als

Streptag llI-Fusionsprotein inE. coli produziert. In Gelshift-Experimenten wurde eine
spezifische Bindung an den Promotorbereich des GaisAl624nachgewiesen. Es wurden
zwei Bindestellen fur den Regulator an die DNA pbstt. Obwohl eine Interaktion zwischen
CbdbA1625-Strep und chlorierten Benzolen bishehtngezeigt werden konnte, weisen die
Ergebnisse erstmals auf eine Funktion von CbdbAl&R5 Regulator eines reduktiven

Dehalogenasegens hin.
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Anhang 1 T-RFLP Profile nach Mspl-, Rsal-, Alul- und BsuRérdau der amplifizierten 16S rRNA
Gene aus der Kontrollkultur ohne 1,2,3-TrCB mit B&stoff als Elektronendonor und BES bzw.
Vancomycin als Inhibitoren nach 98-tagiger Kultrvirg. Mit Hilfe dieser Chromatogramme konnte
der nach Alul-Verdau erhaltene Peak um 240 bp (Ahld.0, Anhang 2, 3) in die Muster 12, 18, 20
und 21 aufgeldst werden. Die Zuordnung der t-RFsden Mustern erfolgte nach theoretischem
Verdau der 16S rRNA Gensequenzen (Tab. 11).

Relative Fluoreszenz
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Anhang 2 T-RFLP Profile nach Alul-Verdau der amplifiziente 16S rRNA Gene aus
Kontrollkulturen ohne 1,2,3-TrCB, mit BES, Acetahnduverschiedenen Elektronendonatoren. Die
DNA wurde nach 98-tagiger Kultivierung isoliert.eDZuordnung der t-RFs zu bestimmten Mustern
erfolgte nach dem theoretischen Verdau der 16S A&¢Asequenzen (Tab. 11, 13, 14). Durch den
Vergleich mit t-RFLP Profilen nach Mspl-, Rsal- uBduRI-Verdau (Anhang 1) konnte der Peak um
240 bp (x) néher aufgelost und den Mustern 12, 28, und 21 zugeordnet werden.
Elektronendonatoren: Formiat (1), Formiat (1), Fumarat (lll), Pyruvat (1V), Pyruvat, Fumarg/),
Pyruvat, Fumarat, Formiat (V1).
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Anhang 3 T-RFLP Profile nach Alul-Verdau der amplifizientel6S rRNA Gene aus Kontroll-
kulturen ohne 1,2,3-TrCB, mit BES, Acetat, versdeigen Elektronendonatoren und Inhibitoren. Die
DNA wurde nach 98-tagiger Kultivierung isoliert.eDZuordnung der t-RFs zu bestimmten Mustern
erfolgte durch den Vergleich mit den theoretischemminalen Fragmentlangen der klonierten
16S rRNA Gene (Tab. 11, 13, 14). Durch den Verdletat t-RFLP Profilen nach Mspl, Rsal und
BsuRI Verdau (Anhang 1) konnte der Peak um 240denaufgeldst und den angegebenen Mustern
zugeordnet werden. A: Elektronendonatoren: Pyru¥atmarat, Formiat, 5 Inhibitor: 5 mg/
Vancomycin; B: Elektronendonatoren: Pyruvat, Fumpdfarmiat, H, Inhibitor: 5 mg/l Penicillin; C:
Elektronendonor: K Inhibitor: 5 mg/l Vancomycin.
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Anhang 4. T-RFLP Profile nach Restriktion von Amplifikateson rdhA Genen, die mit DNA der

Stamm DCMB5-haltigen Mischkultur ate

mplateund den verwendeten Primerpaaren (rechts) PCR-

Produkte bis zu einer Grof3e von 1650 bp ergabee. i@@ntifiziertenrdhA Gene des Stammes
DCMB5 sind neben den entsprechenden terminalen ntéaen dargestellt. Die verwendeten

Restriktionsenzyme sind angegeben.
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Anhang 5. T-RFLP Profile nach Restriktion von Amplifikate@on rdhA Genen, die mit DNA aus den
Stamm DCMB5-haltigen Mischkulturen und den angegehePrimerpaaren (rechts), die PCR-
Produkte bis einer Grof3e von maximal 650 bp ergabanidentifiziertenrdhA Gene des Stammes
DCMBS5 sind neben den entsprechenden terminalemtaaign dargestellt. Die Ergebnisse, die mit
den Primerpaaren cluster 4 _f/a_r und cluster 4r féyzielt wurden, finden sich in Anhang 4. Die
verwendeten Restriktionsenzyme sind angegeben.
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Anhang 6. Reduktive Dechlorierung von 1,2,3-TrCB (A) un@,%4;TrCB (B) durch Stamm CBDB1.
Die Dechlorierungsaktivitat ist anhand der Prodildtting (1,3-DCB [A], 1,4-DCB [m]) dargestellt.
Die Kulturen wurden 10%ig mit Zellen beimpft, die Zweiflissigphasenkulturen mit 1,2,3-TrCB
kultiviert wurden. Die Amplifikation derdhA Transkripte erfolgte in diesem Versuch mit den
Primerpaaren, die PCR-Produkte bis zu einer Langel 650 bp ergaben.
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A B C

Primerpaar Marker Zeit nach Induktion [h] Durch t-RFLP Identifizierte Transkripte

[op] s = =<5 - £ £ £ g 123TICB 1,2,4-TrICB

o [ee] N < ~ () — o [oe] N < ~ —

1605 . cbdbA1453 cbdbA1624, 1453,
FAM-cl-1a-f/r 1198 = ——— - - 1546, 1678

1605 — s =
cbdbA1535-f/r 119877 ——— - ; ~ chdbA1535 cbdbA1535

1605— !
cbdbA1575-f/r 11987 cbdbA1575 cbdbA1575
FAM-cl-1c-f/r - o S cbdbA1550, 1588 chdbA1550, 1588

2645 —- cbrA, cbdbA1560, cbrA, chdbA1638
cluster 2a_ficl-2a-r {272 cbdbA1638

1605— "=
cluster 2b_f/cl-2b-r 1108— = Bl fr cbdbA1618 -
cluster4_fla_r  8°= - - cbdbA1503 cbdbA1503

676
cluster 4 _flb_r 517 — o i i R o cbdbA187, 1539 cbdbA187, 1539

Anhang 7. Die zusammengefiigte Abbildung zeigt Teile von déti Agarose-Gelen beladen mit
RT-PCR-Produkten, die mit den Primerpaaren amg@ifizvurden, die PCR-Produkte bis zu einer
Lange von 1650 bp ergaben. Alsmplatefir die PCR dienten cDNAs aus Kulturen, die zum
Zeitpunkt 0 mit 1,2,3-TrCB (A) oder 1,2,4-TrCB (Bgrsetzt wurden. Die GréRe der PCR-Produkte
wurde anhand eines DNA-Markers bestimmt und igkslimeben den Gelausschnitten dargestellt.
T-RFLP Analysen von PCR-Produkten, die zum Zeitput& h nach Induktion amplifiziert wurden,
ergaben die Transkription von 12 bzw. rihA Genen des Stammes CBDB1 in den Kulturvarianten
mit 1,2,3- oder 1,2,4-TrCB (C).
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Anhang 8 Reduktive Dechlorierung von 1,2,3-TrCB (A) un@,4;TrCB (B) durch Stamm CBDB1
und die Kopienzahl des 16S rRNA Geng.(Die Dechlorierungsaktivitat ist anhand der Pideu
bildung (1,3-DCB k], 1,4-DCB [m]) dargestellt. Die Kulturen wurden 10%ig mit Zellbeimpft, die

in Zweiflissigphasenkulturen mit 1,2,3-TrCB kulévi wurden. Die Amplifikation derrdhA
Transkripte erfolgte nach Préparation der RNA ineai RT-PCR Ansatz mit Primerpaaren, die
Produkte bis zu einer Lange von 650 bp ergaben.
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Anhang 9. Transkriptionsanalyse demdhA Gene cbrA (a), cbdbAl1624 (e), cbdbA1453(v),
cbdbA1618 (w), cbdbA187 (¢) und cbdbAl1588 (o) des Stammes CBDB1 in Gegenwart von
1,2,3-TrCB (A), 1,2,4-TrCB (B) und in der Acetonkaonlle (C). Die Kultur wurde 10%ig mit Zellen
aus einer Zweiflussigphasenkultur mit 1,2,3-TrCBiyt.
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Anhang 10 Absolute Peakflachen der t-RFs dahA Transkripte des Stammes CBDB1, die in RT-PCR tdRRhalysen detektiert wurden. Die RNA wurde audefeisoliert,
die 48 h mit 1,2,3-TrCB (A) oder 1,2,4-TrCB (B) intkiert wurden (siehe Abb. 17). Die Vorkultivieruagolgte mit 1,2,4-TrCB in Zweiflissigphasenkultore

A B
Cluster rdhA Gen Mspl Rsal Alul Mbol FnuDlI Pstl ClusterrdhA Gen Mspl Rsal Alul Mbol  FnuDII Pstl
la cbdbA1624 73853 30307 la cbhdbA1624 47778 16007
cbdbA1550 40269 75756 82536 cbdbA1550 133510 115855 298319
cbdbA1453 86262 86249 cbdbA1453 135115 9964
cbdbA1570 68111 36213 cbdbA1570 143514 182304
cbdbA15595 91005 cbdbA15595 243437
1b  cbdbA1495 543075 1b  chbdbA1495 216392
cbdbA1508 645651 cbdbA1508 80507
1c  cbdbA1588 74297 1c chdbA1588 66161
cbdbA1582 83794 cbdbA1582 97024
cbdbA96 211944 cbdbA96 184331
cbdbA1535 228834 cbdbA1535 255332
1d  cbdbA1546 59524 94224 1d cbdbA1546 2685 497
cbdbA1578 127036 cbdbA1578 5785
cbdbA1575 420067 cbdbA1575 13332
2a_ 1 chrA 146926 47725 2a_1 cbrA 162639 23702
cbdbA1563 24787 122589 cbdbA1563 6638 84307
2a_2 chdbA1638 428410 192501 2a_2 chdbAl1l638 591416 212331
2a_3 chdbA1560 109864 2a_3 chdbA1560 56840
cbdbA1627 14671 cbdbA1627 6815
2b_1 cbdbA1542 331239 583179 2b_1 cbdbA1542 265443 197284
cbdbA1491 101664 141039 cbdbA1491 30635 15527
2b_2 chdbA1455 68072 98071 2b_2 chdbA1455 198826 36282
cbdbA238 39073 79222 cbdbA238 18377 16203
2b_3 chdbA1618 188160 2b_3 cbdbA1618 118899
cbdbA1598 733383 cbdbA1598 251923
4a  chdbA1503 240165 4a  chdbA1503 141224
cbdbA1092 13223 cbdbA1092 2830
4b  cbdbA1539 365127 4b  cbdbA1539 260785

chdbA187 405171 cbdbA187 17687
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Anhang 11 Absolute Peakflachen der t-RFs deéhA Transkripte des Stammes CBDB1, die in RT-PCR t{RRAnalysen detektiert wurden. Die RNA wurde
aus Zellen isoliert, die 48 h mit 1,2,3-TrCB (A) evd1,2,4-TrCB (B) inkubiert wurden. Die Vorkultivieng erfolgte mit 1,2,3-TrCB in Zweifllssig-
phasenkulturen.

A B
Cluster rdhAGen Mspl Rsal Alul Mbol  FnuDII Pstl Cluster rdhAGen Mspl Rsal Alul Mbol  FnuDII Pstl
la cbdbA1624 7213 la  cbdbAl624 30153
cbdbA1550 35802 425224 cbdbA1550 40234 316935
cbdbA1453 20432 cbdbA1453 2686
cbdbA1570 26321 cbdbA1570 17341
chdbA15595 17311 chdbA15595 10602
1b cbdbA1495 60429 1b  cbdbA1495 60160
chdbA1508 9588 chdbA1508 17107
1c chdbA1588 90672 1c  cbdbA1588 92801
cbdbAl1582 62182 cbdbA1582 152795
cbdbA96 367502 cbdbA96 695735
cbdbA1535 473994 cbdbA1535 455950
1d cbdbA1546 1876 2250 1d  chdbAl1546 6560 6884
cbdbA1578 3675 cbdbA1578 12443
chdbA1575 37360 chdbA1575 89220
2a_ 1 cbrA 82131 30135 2a_ 1 cbrA 23279 7453
cbdbA1563 8019 61842 cbdbA1563 2255 13115
2a_2 cbdbA1638 598199 630205 2a_2 cbdbA1638 386355 615918
2a_3 cbdbA1560 109905 2a_3 chdbA1560 50994
chdbA1627 34430 chdbA1627 27513
2b_1  chdbAl542 325915 439680 2b_1 cbdbA1542 30315 50761
cbdbA1491 106824 115289 cbdbA1491 4201 28315
2b_2  cbdbA1455 29520 106196 2b_2 cbdbA1455 7368 8013
cbdbA238 19544 80834 cbdbA238 3365 648
2b_3 cbdbA1618 136218 2b_3 cbdbA1618 38215
chdbA1598 428482 chdbA1598 58745
4a cbdbA1503 89208 4a  chdbA1503 57399
chdbA1092 n.d. chdbA1092 n.d.
4h cbdbA1539 125735 4b  cbdbA1539 61251
cbdbA187 112988 cbdbA187 53814
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Anhang 12 Transkriptionsniveaus der 10 untersucht@mA Gene vorDehalococcoidesp. Stamm
CBDB1 48 h nach Induktion mit 1,2,3- oder 1,2,4-Br(Es sind die Daten zweier unabhéangiger
Versuche gezeigt. Die Vorkulturen wurden mit 1,2r&B (a) oder 1,2,3-TrCB (b) inkubiert.

166



Anhang

Anhang 13 Absolute Peakflachen der t-RFs der RthA Gene des Stammes CBDBI1, die in
t-RFLP Analysen bestimmt wurden. Die AmplifikatidarrdhA Gene erfolgte an genomischer DNA.

Cluster rdhA Gen Mspl Rsal Alul Mbol FnuDlI Pstl
la cbdbAl624 64468
chdbA1550 454484 352911
cbdbA1453 40347
cbdbA1570 806998
cbdbA15595 35509
1b chdbA1495 135175
chdbA1508 349328
lc cbdbA1588 94471
cbdbA1582 106546
cbdbA96 183660
cbdbA1535 26587
1d chdbA1546 29084 27416
chdbA1578 28636
chdbA1575 163533
2a_1 cbrA 190580 36808
cbdbA1563 33604 169095
2a_2 chdbA1638 460582 336368
2a_3 chdbA1560 238563
chdbA1627 146616
2b_ 1 cbdbA1542 631213 407613
chdbA1491 348858 258351
2b_2 chdbA1455 133495
cbdbA238 204892
2b_3 chdbA1618 101134
chdbA1598 296276
3 cbdbA88 158486
cbdbA80 32037
cbdbA243 226175
4a cbdbA1503 148692
cbdbA1092 25367
4b cbdbA1539 90902
cbdbA187 20178
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Anhang 14 T-RFLP Profile nach Alul-Verdau von PCR-Produktd® mit dem Primerpaar cluster 2a_f/a-1r an Ge$aA oder cDNA des Stammes CBDB1
amplifiziert wurden. Gezeigt sind die Ergebnissa parallelen PCR-Reaktionen (A und B) an ein undaelben cDNA oder DNA und anschlieRendem Verdau.
Die cDNA wurde an RNA synthetisiert, die aus Zellealiert wurde, die entweder mit 1,2,3-TrCB ode2,4-TrCB kultiviert wurden. Die Vorkultivierung
erfolgte auf 1,2,4-TrCB (Experiment 1) oder 1,2/&B (Experiment 2) in Zweiflissigphasenkulturene Delativen Peakflachen der t-RFs der Gelod und
cbdbA1563ind angegeben.
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Anhang 15 Absolute Peakflachen der t-RFs déhA Transkripte des Stammes CBDB1, die in RT-PCR tHRRnalysen detektiert wurden. Die RNA wurde
aus Zellen isoliert, die entweder in zwei parattiefailturen 48 h mit 2,3-DCDD (A, B) oder ohne clidosten Elektronenakzeptor (C) inkubiert wurden (ABB
A, C). Die Vorkultivierung erfolgte mit 1,2,3-TrCiB Zweiflissigphasenkulturen. n.D. nicht detektiert

A B C
Chister  rdhd Gen Wspl Fsal ATl Mbol FmDIT  Pstl Mspl Fsal ATl Mhol FrmDIT  Pstil Mspl Fsal ATl Mbol FmDIT  Pstl
la chdbATdzd 29308 580835 17al2
chdBAISSD 232644 284556 42912 296040 SE226 31105
chdbAIdST 222847 253207 138138
ehdBAIFTO 237957 268959 1812035
cbdbAISI05 144071 162193 15212
Ib chdbATdR5 2038 allaa nIn.
obdbAIS0S 52568 55868 n.In.
1z ebdbAISAS 265562 266525 B7R30
chdbAISA2 217524 22a440 30438
chdb Ao 208944 227216 3210
obdbAISES 219426 213385 26387
14 obdb AT 18767 15705 13534 300835 nIn. nDn.
ehdbAISTS 368754 39888 nIn.
obdbAISTS 146027 111231 n.Dn.
dal abrd 155110 118581 nIn.
ebdbAlSo3 1182315 128722 nIn.
da 2 obJPANGEF 248320 135108 1626357 135665 153048 148113
da 3 obdRAISGD 157889 lazsz 1524
chdb AT 7 12565 ad00 n.In.
b1 ohARAINED 14785 125145 14802 213849 3457 125589
obdbAIdR] 10225 1a4486 10113 108937 n.D. 1683
b 2 chdBAILSS af0v7s 28071 198826 36282 nDn. nIn.
ehdbAZ 35 390753 79323 18377 16205 n.D. nIn.
2 3 ohdRAIGIE 260258 12720 nIn.
chdbAISRS 131989 210119 16855
4a ehdBAIF0F sk 24719 nIn.
obdbATOE2 3345 2587 nI.
4h chdbAIS59 75230 18327 n.In.

ebdbAIST 7188 2080 n.In.
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Anhang 16 Absolute Peakflachen der t-RFs déhA Transkripte des Stammes CBDB1, die in RT-PCR tHRRnalysen detektiert wurden. Die RNA wurde
aus Zellen isoliert, die entweder in zwei paraliekulturen mit 1,3-DCDD (A, B) oder ohne chloriarnt&lektronenakzeptor (C) inkubiert wurden (Abb.E2

C). Die Vorkultivierung erfolgte mit 1,2,3-TrCB itweiflissigphasenkulturen. n.d. nicht detektiert

A B C
Chister rdhd Gen Mspl Fsal Al Mbol FraDII  Pstl Mspl Fsal Al Mbol FmDII  Pstl Mspl Fsal Al Mbol FmDIT  Pstl
la ELECE e 19950 27852 11889
chdbAIST0 211154 557428 28949687 507428 190&73 478022
chdbAIdS3 1265922 112615 102733
ebdb AIST] 40176 128254 93347
chdbA IR 56219 77055 775594
1b chdb A4S 31173 41839 4700
obdb AT S08 37290 17a30 2037
1c chdb AISSS 2134 25860 25218
ELE T N 254033 199341 320980
chdb ARG 92a8l5 41079 53451
chdbAIS3S 463936 372033 411470
14 obdb AISdG nd. nd. nd. nd. nd. nd.
chdb AISTS 131523 nd. nd
chdb 4TSS 11158 1403 4758
2a_l obrd 180437 138561 138150
chdb AISGS 50791 32296 38272
Ja 2 ohdbAiGEs 209003 237125 24551 1428930 2ee064 314531
2a_ 3 cbdbAISGQ 95554 32831 73821
chdbATG2T nd. nd. n.d.
Zb_ 1  =hdbAISSZ nd. nd. nd. nd. nd. nd.
chdbAide] nd. nd. nd. nd. nd. nd.
2 2 obhJRAIGSS 4031 33220 3627 nd. 2801 2021
chdb Al 58 nd. nd. 6714
2b 3 bdbAIGIS 114742 119854 93303
obdb A 508 511840 275641 TO0EE
da chdb AIT03 20249 10473 12281
chdb AT 002 nd. nd. nd.
4b cbdbATT50 nd 18539 32007
chdb 4187 nd. 6405 nd
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